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Kivonat

Uj analitikai megkozelitések terapias fehérjék elvalasztasaban és fluoreszcens
jelolésében natrium dodecil szulfat kapillaris gélelektroforézis soran

Napjainkban a bioterdpias fehérjék gyartdsa egyre nagyobb teret hodit, mellyel
parhuzamosan a hagyoményos kismolekulds gyogyszerek kezdenek hattérbe szorulni. A
natrium dodecil szulfat kapillaris gélelektroforézis (SDS-CGE) a gyogyszeriparban is
gyakran hasznalt, nagyhatékonysagu analitikai modszer, ami kivaléan alkalmazhat6
bioterapias fehérjék karakterizaldsara. A terapids fehérjék kritikus ellendrzési pontja a
terapids fehérjék hatékonysagat jelentdsen befolyasoljak ezek a szénhidrat struktarak.
Munkém sordn a Pannon Egyetemen gyartott 6His-PNGaseF endoglikozidaz enzimmel
végzett N-glikdn felszabaditdsi kinetikat vizsgaltam, és meghataroztam az optimalis
emésztési id6t. Megallapitottam, hogy 1 mg/mL gliik6z a mintaban aktivalta a 6His-
PNGaseF enzimet, mig egy kereskedelmi termékre nem volt hatdssal. A kutatomunka
célja tovabbiakban az SDS-CGE moddszer tovabb fejlesztése, elsdsorban a gélek
optimalizalasara és a fehérjék fluorescens jeldlésére, melyek hozzdjarulnak a bioterapids
fehérjék analitikai karakterizalasanak hatékonysadgédhoz. Az ipari standardként
alkalmazott, tetrahidroxiborattal térhalositott dextran alapu gélek esetében a
szakirodalomban nem késziilt olyan tanulmany, ami az ultrahig és nulla dextran tartalma
gélek alkalmazasat vizsgalta volna fehérjék méret szerinti elvéalasztdsdra. A
disszertdcioban bemutatasra kerlil az ultrahig ¢és nulla dextran tartalmt gélek
alkalmazhatdsaga és az ebben torténd elvalasztasi mechanizmus egy fehérje standard
keverék és egy terapids monoklonalis antitest (mAb) elvalasztisa esetén. A fehérje
standard és a mAb intakt és alegység formainak felbontdsa kozotti kiilonbségek az
alakszelektivitas fontossagara utaltak az ultrahig dextran tartalmu elvalaszté kozegekben.
A kutatomunka tovabbi részében egy 0j in-migracios fluoreszcens jelolési eljaras kertilt
kidolgozésra propidium-jodiddal (PI), beleértve a PI elektroozmotikus dramlasra (EOF)
gyakorolt hatasat. A fluoreszcens jeloloként alkalmazott pozitiv toltési és emiatt az
elektroforézis soran ellentétesen véandorldo PI ligandum komplexet képez az SDS-
fehérjékkel az elvalasztas soran, igy lehetdvé teszi az in situ jeldlést, jelentdsen
felgyorsitva ¢és leegyszeriisitve a fluoreszcens jelolés folyamatat. Az in-migracids
fluoreszcens jelolési modszer egyszeriien alkalmazhaté a tobbcesatornds kapillaris
elektroforézis (CE) berendezéseknél, amik gyakran csak fluroeszcens detektorral vannak
felszerelve.



Abstract

New analytical strategies for separation and fluorescent labelling of therapeutic
proteins in sodium dodecyl sulfate capillary gel electrophoresis

Currently, the production of biotherapeutic proteins is gaining more and more
importance, while traditional small molecule drugs are becoming less of a priority.
Sodium dodecyl sulfate capillary gel electrophoresis (SDS-CGE) is a high throughput
analytical method commonly used in the pharmaceutical industry and an excellent
technique for the characterization of biotherapeutic proteins. The qualitative and
quantitative characterization of glycoprotein conjugated N-glycans is also a crucial
benchmark for therapeutic proteins, as the efficacy of therapeutic proteins is significantly
influenced by these carbohydrate structures. In my research work, the N-glycan release
kinetics was investigated with 6His-PNGaseF endoglycosidase enzyme produced by
University of Pannonia [1] and the optimal digestion time was determined. I found that 1
mg/mL of glucose in the sample activated the 6His-PNGaseF enzyme, while had no effect
on the commercial product. The aim of this research was to further develop the SDS-
CGE method, focusing on the optimization of gels and fluorescent labelling of proteins,
which will improve the analytical characterization of biotherapeutic proteins. In the
pharmaceutical industry, tetrahydroxyborate cross-linked dextran-based gels are almost
exclusively applied for the separation of therapeutic proteins. However, no studies in the
literature have investigated the use of ultra-dilute and zero dextran gels for size based
separation of proteins. In my research work I have evaluated the applicability of ultra-
dilute and zero dextran concentration gels and the mechanism and effect on the separation
for a protein standard mixture and a therapeutic monoclonal antibody (mAb). The saddle
differences between the resolution of the protein sizing ladder and the intact/subunit mAb
forms in ultra-dilute dextran-borate matrices suggested the importance of shape
selectivity, manifested by the adequate separation of the SDS covered intact as well as
light and heavy chain subunits of the therapeutic mAb even at zero dextran concentration.
Next I studied a new in-migratio based fluorescence labelling method with propidium
iodide (PI), including the effect of PI on electroosmotic flow (EOF). The positively
charged PI was used as a fluorescent label, migrating in the opposite direction during
electrophoresis, forming a ligand complex with SDS proteins during separation, i.e., in
situ labeling. The novel in-migratio labeling process significantly shortened and
simplified the fluorescent labeling step. The in-migratio fluorescence labeling method
can be readily applied to recently introduced multicapillary electrophoresis systems,
which are often equipped with only a fluorescence detector, requiring fluorophore
labeling of the sample proteins.



Auszug

Neue analytische Konzepte fiir die Trennung und Fluoreszenzmarkierung von
therapeutischen Proteinen in der Natriumdodecylsulfat-Kapillargel-Elektrophorese
Gegenwirtig gewinnt die Herstellung von biotherapeutischen Proteinen immer mehr an
Bedeutung, wahrend herkdmmliche niedermolekulare Arzneimittel immer weniger im
Vordergrund stehen. Die Natriumdodecylsulfat-Kapillargel-Elektrophorese (SDS-CGE)
ist eine in der pharmazeutischen Industrie weit verbreitete analytische Methode mit
hohem Durchsatz und eine hervorragende Technik fiir die Charakterisierung
biotherapeutischer Proteine. Die qualitative und quantitative Charakterisierungen von
glykoproteinkonjugierten N-Glykanen sind auch fiir therapeutische Proteine kritische
Kontrollpunkte, da die Wirksamkeit therapeutischer Proteine mafigeblich von diesen
Kohlenhydratstrukturen beeinflusst wird. In meiner Forschungsarbeit wurde die Kinetik
der N-Glykanfreisetzung mit dem von der Universitit Pannonia hergestellten
Endoglykosidase-Enzym 6His-PNGaseF untersucht und die optimale Verdauungszeit
bestimmt. Es wurde festgestellt, dal 1 mg/ml Glukose in der Probe das 6His-PNGaseF-
Enzym aktivierte, wihrend es auf das kommerzielle Produkt keine Wirkung hatte. Das
Zusatzziel dieser Forschungsarbeit war die Weiterentwicklung der SDS-CGE-Methode,
wobei der Schwerpunkt auf der Optimierung der Gele und der Fluoreszenzmarkierung
von Proteinen lag, was die analytische Charakterisierung biotherapeutischer Proteine
verbessern wird. In der pharmazeutischen Industrie werden fiir die Trennung von
therapeutischen Proteinen fast ausschlieBlich borsdurevernetzte Gele auf Dextranbasis
verwendet. In der Fachliteratur wurden keine Studien gefunden, in denen die
Verwendung von ultraverdiinnten und dextranfreien Gelen fiir die groBenspezifische
Trennung von Proteinen untersucht worden ist. In meiner Forschungsarbeit wurde die
Anwendbarkeit von Gelen mit ultraverdiinnter und Null-Dextran-Konzentration sowie
den Mechanismus und die Auswirkungen auf die Trennung einer Protein-
Standardmischung und eines therapeutischen monoklonalen Antikdrpers (mAb)
untersucht. Die sattelformigen Unterschiede zwischen der Auflosung der
Proteinsortierleiter und den intakten/unterteilten mAb-Formen in ultraverdiinnten
Dextran-Borat-Matrizen lieen auf die Bedeutung der Formselektivitdt schlieBen. Als
Néchstes wurde eine neue Fluoreszenzmarkierungsmethode mit Propidiumjodid (PI) auf
der Grundlage des Migrationsverhéltnisses untersucht, einschlieBlich der Auswirkungen
von PI auf den elektroosmotischen Fluss (EOF). Das positiv geladene PI wurde als
fluoreszierende Markierung verwendet, die wéhrend der Elektrophorese in die
entgegengesetzte Richtung wandert und im Laufe der Trennung einen Ligandenkomplex
mit den SDS-Proteinen bildet, der eine in situ-Markierung ermdglicht. Dieses neuartige
In-Migratio-Markierungsverfahren verkiirzte und vereinfachte den Vorgang der
Fluoreszenzmarkierung erheblich. Die In-Migratio-Fluoreszenz-Markierungsmethode
kann problemlos bei den kiirzlich eingefiihrten Multikapillar-Elektrophorese-Systeme
angewandt werden, die oft nur mit einem Fluoreszenzdetektor ausgestattet sind und eine
Fluorophor-Markierung der Probenproteine erfordern.
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2 Bevezetés és célkituzés

Mig egy évtizeddel ezeldtt a legkelenddbb gydgyszerek elsdsorban a hagyomdanyos
kismolekulas készitmények voltak, az utobbi néhany ¢évben a Dbiologiai
gyogyszerkészitmények (biologikumok, biofarmakonok, bioterdpids készitmények)
elotérbe keriiltek. Napjainkban a bioterapias fehérjék gyartasa egyre nagyobb teret hodit
hisz ezek a terapeutikumok specifikusan, kozvetleniil a probléma helyén fejtik ki
hatasukat, emiatt sokkal kevesebb mellékhatas tarsul a kezeléshez. A terapias fehérjék
heterogén ¢és dinamikus biologiai rendszereknek tekinthetdk, karakterizalasuk nagyon
Osszetett folyamat, ami megkdveteli az analitikai modszerek folyamatos fejlodését. A
kapillaris elektroforézis kiilonb6zé modjait rutinszeriien alkalmazzak a gy6gyszeriparban
a fehérjék tisztasdganak és a kiilonboz6 szerkezeti eltéréseiknek kimutatasara. A novekvo
szamu bioterdpias fehérje készitmények miatt egyre nagyobb az igény a hatékony
elvalasztasi ¢és jelolési modszerek kidolgozéasara a fehérjék pontos jellemzéséhez. A
kapillaris gélelektroforézis (CGE) a biopolimerek, tigy mint a DNS, RNS ¢és fehérje
molekulak elvalasztasara alkalmas nagyhatékonysagu analitikai modszer, amely lehetévé
teszi a makromolekuldk hidrodinamikai térfogatuk alapjan torténd elvalasztasat és
szamos elonyt biztosit a hagyomanyos gélelektroforézissel szemben, beleértve a nagyobb
felbontast, a gyorsabb analizalasi id6t, valamint a kisebb minta- és pufferigényt. Ezért
kutatomunkam célja volt olyan moddszerek kidolgozasa, melyek jelentds mértékben
felgyorsitjak vagy leegyszeriisitik a terapias fehérjék elvalasztasat és fluoreszcens
jelolését az iparban, ezaltal lecsOkkentik az ezzel jard koltségeket. Kutatocsoportunk
szoros egylittmiikddésben dolgozik a Pannon Egyetem Bio-Nanorendszerek
Kutatolaboratoriumaval, ahol modszert dolgoztak ki egy glikozilalt fehérjék analizise
soran is fontos endoglikozidaz enzim (6His-PNGaseF) nagyhozamu eldallitasara. Emiatt
céljaim kozott szerepelt ennek az enzimnek a forgalomban is kaphaté enzimmel torténd
Osszehasonlitdsa, ¢és az optimalis emésztési id6 meghatarozasa, valamint a minta
gliikoztartalmanak, mint enzim aktivitast befolydsold tényezé hatdsdnak vizsgalata.
Kutatdmunkdm soran tetrahidroxiborattal térhalodsitott dextran tartalmi matrixokat
alkalmaztam elvalaszto kozegként, és célul tliztem ki, hogy megvizsgéljam az ultrahig és
nulla (1,00%-0,00%) dextran tartalmi matrixok esetében az SDS-fehérje komplexek
elvélasztasi mechanizmusét, nagy hangsulyt fektetve egy terapias monoklonalis antitest
(daratumumab) ¢és alegységeinek elvalasztasara. Meghataroztam a hattérelektrolitok

szempontjabol fontos fizikai és elektrokinetikai paramétereket. Tovabbi célul tliztem ki
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egy Ujtipusu elvalasztas kozbeni (in-migracid) fluoreszcens jelolési modszer bevezetését
propidium-jodid (PI) alkalmazasaval SDS-CGE esetében. A dolgozat célja bemutatni az
uj jelolési modszer alkalmazhatosagat terapias fehérjék analizalasakor és megvizsgalni a

crcr

elvélasztas hatékonysagara.
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3 Irodalmi attekintés
3.1 Bioterapias fehérjék

A hagyomanyos kismolekulds készitményekkel szemben az utobbi idében a
biotechnologiai uton eldallithatdé hatdanyagok (makromolekuldk: hormonok, antitestek,
fuzids fehérjék) keriiltek elétérbe a gydgyaszatban [2, 3]. Ezen bioldgiai makromolekulak
bevezetése a klinikumba talan a modern orvostudomany egyik legnagyobb eldrelépését
jelentette, kiilondsen a rakterapidban és az autoimmun betegségek kezelésében [4]. 1970-
ben a humanizalt inzulin (humulin), mint az elsé terapias fehérje megjelenésével [5],
valamint a rekombindns DNS, PCR ¢s egyéb molekuléris biologiai technologiak
fejlodésével, a bioterapias fehérjék piaca rendkiviil dinamikusan kezdett boviilni. A
biotechnologiai uton eléallitott fehérjealapti hatdanyagokat tobbnyire baktériumok vagy
emlOs sejtvonalak allitjak eld, emiatt a gyartasuk nagyobb kihivast jelent. A gyartas soran
a molekuldk nagy variabilitdsa 1éphet fel, valamint a makromolekuldk szerkezeti
komplexitasa rendkiviil megneheziti az analitikai karakterizdlasukat [6]. Tovabbi
nehézséget jelent, hogy a biologikumok tisztitdsa és taroldsa soran megjelenhetnek
kiilonb6z6é nem kivanatos bomlastermékek [7].

A terapias fehérjék farmakologiai aktivitasuk alapjan 6t csoportba sorolhatok: a) egy
hianyz6 vagy rendellenesen miikodo fehérjét potlo, b) egy jelatviteli utvonalat kiegészitd,
c) egy j funkciot vagy aktivitast biztositd d) egy molekula vagy szerv miikodését
befolydsold vagy e) mas vegyiiletek vagy fehérjék (példaul radionuklid, citotoxikus
gyogyszer vagy effektorfehérjék) szallitasat biztositd fehérjék. Azonban a terapias
fehérjék molekularis tipusaik alapjan is csoportosithatok ugy, mint antitest alapt
gyogyszerek, Fc fuzids fehérjék, véralvadasgatlok, vérfaktorok, csont morfogenetikai
fehérjék, enzimek, novekedési faktorok, hormonok, interferonok, interleukinok és
trombolytikumok [8]. A kovetkezOkben a monoklonalis tuton eldallitott terapias
fehérjékrdl szeretnék részletesen beszamolni, hisz kutatdsom soran foként ebbe a

csoportba tartoz6 bioterapids fehérjével dolgoztam.

3.1.1 Monoklonalis ellenanyagok

A monoklonalis antitestek (mAb) olyan laboratériumi koriilmények kozott eldallitott
immunoglobulin (IgG) molekuldk, amelyek egy antigén bizonyos epitopjat ismerik fel. A
szerkezetiik megegyezik a human IgG valamelyik alosztalyaval, melyek jellegzetes Y

alakjat az 1. abra mutatja be. Ezek az IgG molekuldk, altaldnosan 150 kDa méreti
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heterodimer fehérjék, melyet 4 polipeptid lanc épit fel, két azonos nehézlanc (HC) (~50
kDa, kékkel jeldlve) és két konnytilanc (LC) (~25 kDa, sziirkével jelolve). A nehéz és
konnyti lancok kozti diszulfid hidak kovalens kotés forméjaban biztositjak a
polipeptidlancok egyben tartasat. Mindegyik lanc konstans (Cy, Cv) €s variabilis (Vu, VL)
régiokbol épiil fel [9].

Antigén felismerés

Effektor funkcidok

1. Abra: Az IgG ellenanyagok felépitése. (Sajat készitésii dbra)

crer

melyekben megjelenik a komplementaritast meghatarozo régid, amely a célantigénre vald
nagyfoku specificitast biztositja. Az Y alaki molekula ezen részét nevezik a
szakirodalomban antigénkot6 fragmensnek (Fab- antigen binding fragment), mig a masik
oldalon a szarrész struktarat, melyet csak a nehézldncok alkotnak, Fc (fragment
crystallizable region - Fc region) régiénak nevezik. Ez a régi6 felelds a sejtek Fc
receptoraihoz valo kotddésért, mely altal a molekula az effektor funkcidkat tudja
kifejteni, igy mint a fagocitdzist, az ellenanyagfiiggd sejtes citotoxicitést, a szuperoxid

termelését, a gyulladasi citokinek felszabaditasat, tovabba az antigén bemutatéasat [9].
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3.1.2 A monoklonalis ellenanyagok eléallitasa

A mAb-ek eldallitasanak elsé 1épése, hogy kivalasztjuk az antigént, amely ellen a mAb-t
szeretnék termeltetni. Ezt kdvetden az immunizacios 1épés sordn a kivalasztott antigént
altalaban egy egérbe vagy nyulba juttatjdk be. Az immunizalt allat immunrendszere
valaszként az antigénre ellenanyagok termelését inditja el. Ezutdn az immunizalt allat
szervezetébdl szelektalni kell a szadmunkra sziikséges ellenanyagot termeld
plazmasejteket. Ezeket a plazmasejteket sejtkultirdkba helyezik és flhzionaltatjak
mieloma sejtekkel, hogy hibridoma sejteket hozzanak létre, melyek korlatlanul képesek
osztddni, meglrizve az antitest termelés képességét. Ezt kovetden klonozzak a
sejtvonalakat és kivalasztjdk azt a sejtvonalat, mely a legstabilabb kotést alakitja ki az
antigénnel és ezt a klont viszik tovabb ipari szintli termelésre, ahol a bioreaktorokban
nagy mennyiségli ellenanyag allithatd eld. Ezt kdvetden dolgozzak fel a sejtkulturat és
tisztitjdk a termeltetett antitestet. Azonban a molekuldris bioldgia fejlodésével a
hagyomanyos hibridoma modszer mellett 0j technologiak is megjelentek, melyek
hatékonyabb ellenanyag termelést biztositanak. Ezekben leginkabb a konnyl és
nehézlanc géneket juttatjak be rekombindns modon a baktérium és emlds sejtvonalakba,

melyeket hatékonyabban lehet tenyészteni [10].

3.1.3 A mintaként alkalmazott terapias antitest, a daratumumab jellemzése

A daratumumab, amelyet Darzalex markanév alatt értékesitenek, egy rakellenes
humanizalt monoklonalis ellenanyag. Human IgG génnel rendelkezd transzgenikus
egerek segitségével allitjak eld, melyeket CD38 rekombinans fehérjével immunizalnak.
Az antitestet myeloma multiplex kezelésére alkalmazzédk, mely a csontveld
plazmasejtjeinek rdkos megbetegedése. A daratumumab célpontja a CD38
transzmembran fehérje, mely a rosszindulati plazmasejtek felszinén nagymértékben
fejezédik ki [11]. A daratumumab a szervezetbe keriilve felismeri a myeloma sejtek
felszinén expresszalodott CD38 fehérjéket, majd megkoti azokat és az immunrendszer
természetes Oldsejtjeinek ¢és T-sejtjeinek bemutatja. Ezek a sejtek felismerik az
antitesthez kotott myeloma sejteket és ezt kovetden elpusztitjdk azokat. Emellett a
komplement rendszer is aktivalodik, ami hozzajarul a tumor sejtek legy6zéséhez [12].
3.1.4 Ujtipusu bioterapias fehérjék

A vegyes klinikai sikerek mellett a mAb-ek hatékonysaga az immunogenitisuk és
nagyméretiik (150 kDa) miatt hatraltatva van. Es még mindig jelentds hidnyossagokkal

rendelkeznek, mivel korlatozott tumorpenetracioval, magas gyartasi koltségekkel és a
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terapids rezisztencia kialakuldsanak lehetdségével rendelkeznek. A felmeriild
hatranyokara tekintettel fejlesztették ki az 0j generdcids bioterdpias készitményeket,
melyek kozé tartoznak a bi- és trispecifikus antitestek, a nanobody-k ¢és a fizios fehérjék.
A bispecifikus antitestek egyszerre két antigénhez képesek kotddni. A bispecifikus
antitestek ugyanazon sejt felszinén kettd, vagy két sejt felszinén egy-egy kiilonb6zo
receptort vagy ligandumot egyszerre célozhatnak meg, ami két kiilonbozo jelatviteli
utvonal gatlasdhoz vagy stimuldlasahoz vezethet. A sejtek jelatvitelében bekdvetkezd
ilyen valtozasok kovetkezményei k6zé tartozhat a gyulladassal kapcsolatos utvonalak
vagy a proliferacios utvonalak inaktivaldsa. Ezen tilmenden a bispecifikus antitestek az
immunsejteket is bevonhatjdk a rdkos sejtek megcélzasaba, egy, a rakos sejteken
kifejez6dd felszini antigénhez és egy masik, specifikus immunsejteken (természetes
0losejteken vagy effektor T-sejteken) kifejez0dd antigénhez vald kotddés révén [13]. A
nanobody-k nem rendelkeznek Fc régidval, Vu régiobdl allnak és molekulaméretiik
nagyjabol 15 kDa. Eldnyeiket ennek a kisebb méretnek koszonhetik. Fokozzdk a
hatékony szoveti penetraciot, csokkentik a nem specifikus immunsejtek aktivalodasat €s
nagyobb tumorspecifitast mutatnak. Azonban az Fc régio hianya rovidebb keringési
felezési 1d6t eredményez [14]. A terdpias fizios fehérjék a két vagy tobb funkciondlis
fehérjébdl allo hibrid szerkezetek, amelyeket a betegségek jobb kezeléséhez sziikséges
tulajdonsagok erdsitése érdekében kombinalnak. A fizids fehérjék legalabb két kiilonalld
biologiai egységbdl allnak, az 6sszekapcsolasuk altalaban genetikai szinten torténik, azaz
a fuzios fehérjéket kodold géneket egyesitik egyetlen kodold szekvenciava, hogy a
fiiggetlen fehérjék helyileg egylittesen fejtsék ki hatdsukat. A fuzios fehérjéket meg lehet
ugy tervezni, hogy kiilonféle funkcidkat biztositsanak, mint példaul a keringési felezési
1d6 novelését, a stabilitds javitasat, a specifikus sejtek megcélzasat, a génszabalyozast, a

citotoxicitas fokozasat és az immunstimulacio felerdsitését [15].

3.1.5 A terapias fehérjék N-glikozilaciojanak szerepe

Az emlds sejtek altal termelt ellenanyagok egyik leggyakoribb poszttranszlacios
modosulésa a glikozilacid. A rekombinans tton eldallitott antitestek, igymint a mAb-ek
jorésze glikozilalt, azonban mar nem glikozilalt mAb-et is fejlesztenek. A Cu2 domén
oligoszacharidok kapcsolodnak, melyek a nehézlanc molekulatomegének kb. 2-3%-t
teszik ki. Ezek a glikan struktarak jelent6sen befolyasoljak az effektor funkcidkat, az

crer

ellenanyag  stabilitdsat,  farmakokinetikdjat,  oldhatosagat,  szekrécigjat  ¢és
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immunogenitdsat [16]. Ezek az aszparaginhoz kotott N-glikan struktirdk a terapids
glikoproteinek fontos mindségi jellemzdi. Az N-glikanokat legtobb esetben konjugélatlan
formaban vizsgaljak, endoglikoziddz enzimes felszabaditast kovetéen. Az N-kotott
glikanokat leggyakrabban peptid-N4-(N-acetil-béta-glilkozaminil) aszparagin amidaz
(PNGaseF) enzim hasznélataval szabaditjak fel. Amidazként a PNGase F a szénhidratot
tartd aszparagin-GIcNAc kozotti kotést hasitja a konzervalt Asn-X-Ser/Thr konszenzus
szekvencia (X barmely aminosav, kivéve prolin) €s a trimannozil-kitobi6z mag legbelso
N-acetilgliikozaminja (GlcNAc) kozott ahogy az a 2.4bra is mutatja. Ez az enzim az
irodalmi adatok szerint minden N-k&tésti glikant hasit, kivéve azokat, amelyek a redukalo
terminalis GIcNAc-maradékhoz 3 ko6tési fukozt tartalmaznak, ami azonban emlésokben

nem talalhat6 meg.

—u
&

PNGaseF H

2. Abra: A PNGaseF hasitasi helye az IgG nehézlancan. (Sajat készitésti abra)

A PNGaseF enzim altal torténd N-glikan felszabaditas fiigg az enzimkoncentraciotol, az
inkubacios 1dotol, a hdmérséklettdl, a pH-t61 €s az emésztés soran alkalmazott puffer
Osszetételétol [17].

Az enzimek altal kdzvetitett biokémiai reakciok kinetikajat altalaban a Michealis-Menten
modellel irjak le, amelyben az enzim (E,) egy koztes komplexet (ES) képez a szubsztrattal

(S), amely késobb termékké (P) alakul, mikézben az enzim regeneraldodik.
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E,+SoES—->E,+P (1)

A Michaelis-Menten-féle elmélet konnyen felhasznalhatd az enzimatikus reakcidok
kinetik4janak tanulmanyozasara a kovetkezd egyenlet szerint:

V="V, —— )

maX Cpr+[S]

ahol V a reakciosebesség, Vmax a maximalis reakcidsebesség, [S] a
szubsztratkoncentracié €¢s Ky a Michaelis-Menten allandé amely lehetdvé teszi, hogy
relativ  0sszehasonlitasokat végezziink kiilonbozd, azonos specificitdsi enzimek
kinetikdja kozott [18].

A pontos mennyiségi meghatarozashoz vagy az 6sszes N-glikan teljes felszabadulasa
sziikséges, vagy a relativ mennyiségi meghatarozashoz az, hogy az N-glikan
felszabadulas mértéke minden glikdn esetében minden helyen azonos legyen. Egyes
tanulmanyok beszdmoltak arr6l, hogy az endoglikoziddz emésztési lépés soran a
mintdkban jelen 1év0 kiilonb6zé monoszacharidok, azaz az alacsony polimerizacios foku
DP1 cukrok (pl. gliikkéz, maltoz) a vérben [19] €és ami a legérdekesebb, a felszabadulo
Man3GIcNAc2 magot tartalmazo cukorszerkezetek gatloként hatnak az enzimre [20, 21].
Az 0Osszetett szénhidratok szerkezeti analizisére rendelkezésre 4ll6 szamos analitikai
technika koziil a legelterjedtebbek az NMR-spektroszkopia, a folyadék kromatografias
rendszerek, a tomegspektrométerek €s a CE [22, 23]. CE-vel a nagy érzékenység elérése
érdekében lézer-indukalt fluoreszcencids (LIF) detektalast alkalmaznak, amely a
felszabadulé  glikanok  toltott  fluoroforral, legtobbszér — 8-aminopirén-1,3,6-

triszulfonsavval (APTS) torténd jelolését igényli [24].

3.2 Kapillaris elektroforézis

A bioterdpias fehérjék karakterizaldsara szamos analitikai modszer all rendelkezésre,
ezek nélkiilozhetetlenek az 1) gyogyszerek sikeres fejlesztéséhez és klinikai
engedélyeztetéshez. A CE kiemelkedd szerepet tolt be a bioterapidas fehérjék
elvalasztasaban, kiegészitve a kiilonboz6 folyadék kromatografias és az azokhoz kapcsolt
tomegspektrometriai modszerek eredményeit [25]. A holisztikus megkozelités érdekében
sziikséges egyes modszerek kombinalasa annak érdekében, hogy a lehetd legpontosabb
analitikai informdaciét nyerjiikk a fehérjékkel kapcsolatban [26]. A CE gyors és nagy
felbontasu elvalasztast biztosit, ami elengedhetetlen a fehérjék dsszetett jellemzéséhez és

azok kiilonb6z6 izomereinek azonositasdhoz. A CE lehetvé teszi a mintak nagyon kis
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mennyiségének felhasznalasat, ami kiilonosen fontos a draga vagy ritka bioterdpias
fehérjék esetén. A CE az egymassal rokon technikék dsszefoglalod neve, melyben a kis és
nagy méretli molekuldk nagyhatékonysagu elvalasztasa soran sziik keresztmetszeti (20-
200 um) kvarc kapillarisokat alkalmaznak. Alapja, hogy az elvélasztas soran alkalmazott
fesziiltség hatdsara a toltéssel rendelkezd oldott molekuldk, valamilyen kdzegben eltérd
sebességgel migralnak. A CE kiilonbdz6 technikakat foglal magaba, ugy mint a kapillaris
zonaelektroforézis, kapillaris gélelektroforézis (CGE), kapillaris elektrokromatografia,
kapillaris izoelektromos fokuszalas (cIEF), micellds elektrokinetikus kapillaris
kromatografia és kapillaris izotachoforézis. Ezek koziil a bioanalitika teriiletén, a terapias
fehérjék elvalasztasanal legjelentésebb CE modok a cIEF és a CGE. A cIEF egy gyakran
alkalmazott bioanalitikai modszer, amellyel a terdpias fehérjék toltésheterogenitasarol
nyerhetiink informéciot, ezért az utdbbi években egyre gyakrabban alkalmazzdk a
fehérjék jellemzésére. Az cIEF moédban a kapillarisban pH gradienst hoznak létre, gy
hogy kiilonb6zé amfolit vegyiileteket hagynak egymas mellé rendezédni az
izoelektromos pontjuknak megfeleléen. A CcIEF elvéalasztds soran a fehérjék az
izoelektromos pontjuk szerint valnak el, hisz az izoelektromos ponton a fehérjék
Ossztoltése nulla, ezért mobilitasuk is nulla, tehat nem migralnak tovabb miutan ezt a
pontot elérték. A fokuszalast kovetéen a kiilonbozd izoelektromos savokat
hidrodinamikai vagy az elektroozmotikus aramlést kihasznalva lehet a detektorhoz
eljuttatni. Az izoelektromos pont megvaltozasabol kovetkeztetni lehet a készitmény
értekezés a kovetkezdkben részletesen fogja targyalni, hiszen a kutatdmunkdm soran ezen

technika fejlesztésével foglalkoztam.

3.2.1 Elektroozmotikus aramlas

A CE elvalasztasok soran az analitok elektroforetikus mobilitasat az elektroozmotikus
aramlas (EOF) jelentOsen befolyéasolja. Az iiveg kapillaris belsd feliiletén 1évé szilanol
funkcios csoportok pH 2,5 érték felett deprotonalodnak, igy a kapillaris teljes belso fala
negativ toltéstivé valik. A toltésegyensuly fenntartdsanak érdekében az elvalasztd
pufferben taldlhatd pozitiv toltésti ellenionok a negativ toltésti feliileten egy diffuz
kettosréteget alakitanak ki (3. dbra). Ez a diffuz kettdsréteg az elektromos aram hatdséara
a katod iranyaba kezd aramlani, és mivel a kapillarisban levo folyadék térfogata kicsi a

teljes folyadéktazis dugoszerli daramlésat fogja eredményezni, létrehozva az EOF-t. Az
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crer
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3. Abra: Az EOF sematikus abraja az ellentétes iranyba vandorlé SDS-fehérje komplexekkel.
(Sajat készitésii abra)

3.2.2 Kapillaris aramlasi profilja
Egy nyomas vezérelt rendszer, igymint a folyadékkormatograf hasznalata esetén a
folyadék szilard hatarfeliileteken a strlodasi erdk jelentds nyomasesést eredményeznek.
A surlodasi er6k nyitott csében lamindris dramlas esetén parabolikus dramlasi profilt
eredményeznek. Ennek kovetkezményeként a csOben egy dramlasi gradiens alakul ki,
amely a cs6 kdzepén eredményezi a legnagyobb aramlési sebességet és a csé falanal
nulldhoz kozelit. Ez a sebességgradiens jelentds savszélesedést eredményez a csticsok
esetében. Az elektromos aram altal vezérelt rendszerekben az EOF hajtoereje
egyenletesen oszlik el, ennek kdszonhetden nincs nyomasesés, ¢s az aramlasi sebesség
egyenletes a cs6 teljes atmérdje mentén (dugdszerii), kivéve a falhoz nagyon kdzel, ahol
a sebesség ismét a nullahoz kozelit [27].
3.2.3 Analitikai paraméterek: felbontoképesség, elméleti tanyérszam és
szelektivitas
Az elvalasztastechnikak végso célja a mintank komponenseire valo szétvalasztasa, melyet

a felbontas (Rs) értékével tudunk jellemezni.

Rs = (tgz — tR1)/W1+W2 (3)

Amely két csucs esetében megadhatd a migracids idokkel (tro, tri), illetve az adott
csucsok alapvonali szélességével (w1, w2).

Az elvalasztas hatékonysagat jellemzi az elméleti tanyérszam (N).
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N =16(3)" 4

A 4. egyenlettel adhaté meg, ahol (tr) a migracids id6 (w) a cstics alapvonali szélessége.
A szelektivitas meghatarozhat6 két cstics mobilitasanak hanyadosaként.

—_
a=" (3)

Abban az esetben, ha a mintakomponensek elvalnak egymastol az (a) értéke nagyobb,
mint 1, tahat nincs ko-migraci6, és minél nagyobb az értéke annal jobban elvalnak

egymastol a komponensek. Ha a=1 akkor nincs elvalasztas.

3.2.4 A fesziiltség és a homérséklet hatasa az elvalasztasra

Mind az EOF mind az analitok elektroforetikus sebessége egyenesen aranyos a
térerdséggel, igy a lehetd legmagasabb fesziiltség alkalmazéasa biztositja a legrovidebb
elvalasztasi idot. Az alapelmélet szerint a révid elvalasztasi idok a legnagyobb hatasfokot
is eredményezik, mivel a savszélesedéshez leginkabb a diffuizid jarul hozza, ami iddben
novekszik. Korlatozo tényezd azonban a Joule-féle hdképzddés. Kisérleti titon az adott
elvalasztasokhoz optimalis fesziiltséget meg lehet hatarozni az un. Ohm-grafikonok
segitségével. Az Ohm-plot elkészités¢hez novekvo fesziiltségeket alkalmaznak a CE
mérések sordn, és minden fesziiltséghez mérik a megfeleld aramerdsséget. Az adatokat
grafikonon abrazoljak, ahol az X-tengelyen a fesziiltség, az Y-tengelyen az aramerdsség
szerepel. Az optimdlis fesziiltség addig a pontig van amig 5%-0s pozitiv eltérés nem
jelentkezik a linearitastol, ami a keletkezd ho eltavolitasanak hidnyat jelzi [28].

Az elektroforetikus mobilitast és az EOF-t a viszkozitds egyarant befolyasolja. A
viszkozitas pedig a hdmérséklet fiiggvénye, emiatt az elvalasztasok soran fontos a pontos
homérséklet szabalyozas. A homérséklet emelésével a kozeg viszkozitasa csokken, igy
az elektroforetikus mobilitas nd. Az elvalasztasi homérséklet fontos teljesitményt
befolyasold paraméter, amely az aktivalasi energia [29] elve alapjan optimalizalhato,
hogy a lehetd legnagyobb felbontoképességet ¢érjilk el az elvalasztando

mintakomponensek esetében.

3.3 Kapillaris gélelektroforézis

Mar 1965-ben Grossbach is hasznalt térhalositott poliakrilamiddal t6ltott nagyon kis
atmérdjii oszlopokat humén szérum albumin monomer és dimer formainak elvélasztasara

[30]. Majd 1967-ben Hjerten bizonyitotta a nagy elektromos térerdsség
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alkalmazhatdsagat és eldnyeit a kapillaris esetében [31]. Néhany évvel késébb Neuhoff
¢s munkatérsai egy mikrokorongos elektroforézis modszerrdl szamoltak be, amellyel 5
uL  térfogatth kapillarisokban gliik6z-6-foszfat-dehidrogendz variansok kvantitativ
vizsgalatat végezték [32]. Az 1960-as évek végére keriilt bevezetésre a natrium-dodecil-
szulfat (SDS), mint anionos detergens alkalmazasa, mely nagy elérelépést jelentett a
fehérjék méret szerinti elvalasztasdban [33]. Az SDS 1,4 g/1 g fehérje aranyban alakit ki
hidrofob kolcsonhatasokat. Igy a polipeptidlanc belsé toltéseit gyakorlatilag elfedi és a
fehérjék tomegegységére jutd nettd toltése megkdzelitdleg allandova valik. Emiatt az
elektroforetikus migracidjuk aranyos az effektiv molekulasugérral vagy megkdzelitéleg
a polipeptidlanc molekulatomegével. Azonban ez alol szdmos kivételt lehet taldlni, hisz
a fehérjéket érintd poszttranszlaciés modosuldsok jelentdsen befolyédsoljak detergens
kotodését. Az egyik leggyakoribb ilyen modosulas esetében, mint a glikozilacio az
oligoszacharid lancokhoz az SDS nem kotddik meg, viszont a szénhidrat részek a fehérjék
hidrodinamikai térfogatdt novelik. A két hatds egyiitt csokkenti az SDS-fehérje
komplexek elektroforetikus mobilitasat. 1974-ben Virtanen leirta a kisebb atmérdju
kapillaris oszlopok eldnyeit [34], amelyet az 1980-as évek elején Hjerten hasznalt fel
[35], aki szarvasmarha szérumfehérjék elvalasztasardl szamolt be egy keskeny atmérdji
géllel toltott kapillarisban. Azonban az igazi attorést Jorgenson és Lukacs kozleménye
jelentette, akik bemutattdk a kapillaris zona elektroforézis rendkiviil nagy
felbontoképességét 100 um-nél kisebb belsé atmérdjii kapillarisok alkalmazasaval [36].
Ezt kovetden kezdték el forgalmazni az automatizélhatdé és nagyteljesitménylti CE
késziilékeket, amivel egyidejlileg hattérbe szorultak az iddigényes lap-gélelektroforézis
alapt technikak. A CGE nagyhatékonysagt, molekulatomeg szerinti elvalasztast biztosit
a biologiai makromolekuldk, ugy mint a DNS, RNS ¢és fehérjék szamara [23, 37]. A
technika a hagyomanyos gélelektroforézisbdl fejlodott ki és szamos eldnyének
kdszonhetden, mint példaul az automatizalhatdsag, kis minta- és vegyszermennyiség, a
nagy hatékonysag ¢és a kapillarison beliil torténd detektalhatosdg miatt valt a

gyogyszeripar rutin modszeréve.

3.3.1 Kapillaris gélelektroforézis alapelvei
Az elektroforetikus elvalasztdsok alapja, hogy elektromos térben az eltérd toltéssel
rendelkezd ¢és eltérd méretli molekulak kiillonb6zo sebességgel vandorolnak. A Q nettd

toltéssel rendelkezd oldott molekuldkra, konstans E elektromos térerdsség
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alkalmazaséval az elektromos erd hat (Fc), mely meghatarozhaté az alabbi 6. egyenlet

szerint:
F,=Q+*E (6)

Valamint a molekulédkra hat a surlédasi erd (Fr), mely azokkal ellentétes irdnyu, és a
transzlacids surlodasi egyiitthatoval (f) valamint a sebesség komponenssel (dx tdvolsag,

dt id6) fejezhetd ki:
d
Fr=f*) (7)

Amennyiben az egymadssal ellentétes irdnya Fe és Fr egyensulyban van akkor az oldott
molekuldk alland6 sebességgel vandorolnak. A transzlacios surlodasi egyiitthato (f) a

viszkozitassal (1) aranyos ¢és a kovetkezOképpen fejezheto ki:

f=cxn (8)

Ahol ¢ egy a molekula konfiguracidjatol fiiggd konstans, példaul kis gomb alaka
molekulak esetében 6mr-nek van meghatarozva ahol r a molekula sugara [38] vagy henger
alaki molekuldk, ugy mint példaul SDS-fehérje-komplexek esetében, ez a
molekulatémeg hatodik gyokének fiiggvénye (MW /) [39].

Az elektroforetikus mobilitas a sebesség €s az egységnyi térerdsség hanyadosa.
—r_2Q
n=7=2 9)

Az el6z0 egyenletek figyelembevételével az SDS-fehérje komplexek elektroforetikus

mobilitasa fizikai allandokkal a kovetkezoképpen fejezhetd ki [40].

u=—2 (10)

- 67N

Az oldott molekula molekulatomeg értékének bevezetésével a rendszer pontosabban

leirhat6, ahol a k kitevét molekularis tényezok befolyasoljak.

__2Q@
K= e (11)
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A k értékére vonatkozolag, Offord javaslatira bevezetésre keriilt a gdomb alaku
molekulaknal a térfogattal (MW'?) vagy a feliilettel (MW?>?) egyenértékii hatvannyal
pontositott szamolas [40]. Rickard és munkatarsai az MW’ hatvany hasznalatat vezették
be a megfeleld forgasi sugarra [41]. Henger alaki molekuldk esetén a molekulatomeg
hatodik gyokének fiiggvénye (MW €) [39].

Ahhoz, hogy a molekuldk atjussanak a polimer matrix akadalyain energiat kell
felhasznalniuk, ez az energia az aktivacids energia, amely a viszkozitas fiiggvénye is. A

viszkozitas () homérsékletfiiggése az Arrhenius (12.) egyenlettel fejezheto ki [29]:
n =4 (12

Ahol A egy preexponencidlis tényezd, E, a viszkézus dramlas aktivalasi energidja, R az
egyetemes gazallando és T az abszolut hdmérséklet.

A géllel vagy polimer matrixokkal toltott kapillarisokban a fehérjék méret szerinti
retardacioja fligg a gél koncentracigjatol €s a polimernek az analitokkal kialakitott fizikai
kolcsonhatasatol, amit a retardacios egylitthatd (Kr) jellemez. A retardacids egyiitthatot

a Ferguson (13.) egyenlet irja le [42].
ln,ueff = ,qu_KR*T (13)

ahol et az effektiv elektroforetikus mobilitas (a papp latszolagos mobilitds €s az peor
elektroozmotikus mobilitas algebrai 0sszege), po pedig az analitok mobilitasa gél vagy
polimer matrix nélkiili pufferrel t6ltott kapillarisban. Kr a retardacids egyiitthato és T a
g€l koncentracidja. A gél koncentracid és az analitok elektroforetikus mozgékonysaga
kozotti Osszefiiggésnek a CGE-ben fontos szerepe van. Chrambach és Rodbard
bevezették az igynevezett Ferguson diagramot [42], ahol a logaritmikus elektroforetikus
mobilitast abrazoltdk a gél monomer koncentracié fiiggvényében. A modszer lehetové
teszi a fehérjék molekulastlyanak pontosabb meghatirozasat és az elvalasztasi
mechanizmusok jobb megértését. Javaslatuk szerint a Kgr pontos értékének
meghatarozasdhoz legalabb hét kiilonb6zd T értéket kell figyelembe venni, amelyekhez
Ferguson diagramokat kell késziteni. Ezek alapjan, a standard fehérjékre illesztett
Ferguson diagramok segitségével meghatarozhat6 az ismeretlen fehérje molekulasulya.
[43].

Az Ogston-elmélet linearis Ferguson-abrékat javasol, mivel a migralé molekula az

elvalasztas soran gy viselkedik, mint egy nem deformalhat6 gomb alaka objektum [38].
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A gélek altal képzett polimerhalozat egy merev molekulaszitdnak tekinhetd, melyre
jellemz6 egy atlagos pérusméret eloszlas. Ezen a molekulasziiron a gémb alaka oldott
molekuldk a megfeleld6 méreti porusokon tudnak dathaladni, mely méret szerinti
elvalasztast eredményez. Tehat a matrix atlagos porusmérete a vandorld analitmolekula
hidrodinamikai sugaraval megegyez6 mérettartomanyban van, akkor klasszikus sziirés all
fenn. Ebben az esetben, allandd polimer koncentracié mellett, a mobilitds az analit

molekula méretének exponencialis fliggvénye [44].
p~ MW (14)

Azonban nagy méretli biopolimerek, mint példaul a DNS és a SDS-fehérje molekuldk
olyan polimerhdlozatokon keresztiil is tudnak véndorolni, amelyek pdrusméretei
jelentdsen kisebbek a biomolekulék hidrodinamikai méreténél, ilyenkor az Ogston modell
kibovitése sziikséges [45]. A Kkiterjesztett Ogston-modell lehetdvé teszi a
gélkoncentraciotol fliggd retardacios egyiitthatok, azaz nemlinedris Ferguson
Osszefiiggések hasznalatat [46, 47]. Reptacionak nevezik azt a jelenséget, amely a
mozgasként irja le a forgasi tengelyiiknél sokkal kisebb gélporusok esetében is képesek
azon athaladni. A reptacios modell szerint az oldott anyag mérete ¢és az elektroforetikus
mobilitasa kozott forditott Osszefiiggés van (u ~ 1/MW) [48]. Fontos azt is megjegyezni,
hogy a migrald6 molekula elektroforetikus mobilitasat befolyasolja annak molekularis
konformacioja is, példaul az Y alaku IgG molekula alakja, mely nem linearis Ferguson

abrakat eredményez.

3.3.2 Kapillaris gélelektroforézis alkalmazasa gyakorlatban
A 4. abra sematikusan mutatja a kapillaris elektroforézis berendezés felépitését és

elektromos aramkorét gélelektroforézis esetén.



18 IRODALMI ATTEKINTES
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S Kapillaris *)

Detektor

Puffertarto % & & Puffertarto

Tapegység

4. Abra: A kapillaris elektroforézis berendezés sematikus abraja gél elektroforézis esetén. (Sajat
készitésh abra.)

A miszer f6 egységei a szabalyozhatd nagyfesziiltségli tapegység, a puffer- s mintatartd
edények, a két elektrod, a detektor és az adatgylijtésre szolgald szamitogép és szoftver. A
CGE soran leggyakrabban fused silica kapillarist alkalmaznak, melyet kiviilrél vékony
poliimid réteggel vonnak be, hogy megakadalyozzak a hajszal vékony kapillaris
toredezését. Ezt a poliimid réteget az UV ¢és fluoreszcens detektalhatosag érdekében egy
kis szakaszon (kb. 2-4 mm) el kell tavolitani. Ez a folyamat egyszeriien elvégezhetd a
poliimid réteg leégetésével €s letorolgetésével, aminek kdszonhetden a fényut szdmara
egy atlatszo szakasz keletkezik a kapillarison. Azonban a modszer lehetdvé teszi a
kapillaris utan torténd detektalasi modokat is, mint példdul amperometrias, elektrokémiai
¢s MS detektalast. A tipikus kapillaris hossz 30 és 60 cm kozott van, de egyes esetekben
még hosszabb, példaul bizonyos CE-MS beallitasoknal akar 1 m is lehet. Az SDS-fehérje
komplexek esetében elegendd a 30 cm hosszusagu kapillaris is (20 cm effektiv hossz).
Emellett fontos paraméter az elvalasztaskor a kapillaris belsd atmérdje is. A kisebb
atmérdjii kapillarisok az oszlopon atfolyd kisebb aram (nagyobb ellenallds) miatt
kevesebb Joule-hét termelnek; viszont nehézséget jelenthet nagy viszkozitast gélek
alkalmazasakor. A nagyobb atmérdjii kapillarisok viszont lehetdvé teszik a viszkozus

elvalasztdé matrixok konnyebb feltoltését, €s nagyobb mintamennyiségek injektalasat is,
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azonban az ezeken atfolyd nagyobb éaram (kisebb ellendllds) miatt tobb Joule-h6
keletkezik, amelyet az elvdlasztds soran megfelelden el kell vezetni. A miiszerben
nagyfesziiltségii tapegység biztositja az elvalasztashoz sziikséges elektromos térerdsséget
¢s altalaban az elvalasztas 10-30 kV fesziiltségen torténik.

Leggyakrabban alland6 fesziiltség mellett torténik az elvalasztas, mely soran a két puffer
tartdé edénybe mertiil a két elektrdd és a viszkozus géllel feltoltott kapillaris két vége. A
hattérelektrolit vezetOképességétdl fliggben a nagyobb elektromos térerdsség
alkalmazasa akar tobb W nagysagu teljesitményt is eredményezhet, bar ez 1.5 W felett
csokkenti az elérhetd elméleti tanyérszamot és ezen keresztiil az elvalasztoképességet.
Ezért a keletkezd ho elvezetéséhez hatékony homérsékletszabalyoz6 rendszerre van
sziikség. A CGE-t tobbnyire negativ toltésii poliionos molekulédk (pl. DNS, RNS, SDS-
fehérje komplexek és fluoreszcensen jelolt glikdnok) méret szerinti elvalasztasara
hasznaljak, ezért az elvalasztas soran alkalmazott elektromos mez6 forditott polaritasu,
azaz a komponensek a negativ elektrodtol (katéd) a pozitiv elektrod (anod) felé
migralnak. Az elektromos tér bekapcsolasaval az oldott molekuldk hidrodinamikai
térfogat-toltés aranyuknak megfelelden elkezdenek vandorolni a kapillarisban, ennek
megfeleléen szétvalnak és athaladnak a detektdld rendszer eldtt, amely a jelet egy
adatgyijté ¢és feldolgozd modulba tovabbitja. Az elvalasztas soran kapott eredményeket
az elektroferogramok reprezentaljak, melyek az elvalasztott molekuldkhoz tartozo
csucsokat a migracidos id6 fliggvényében mutatjak. A minta kapillarisba torténd
injektalasa altalaban a bemeneti oldalon torténik, de egyes esetekben pl. EOF mérése
esetén torténhet a kimeneti oldalrol is, annak érdekében, hogy a futtatds iddtartamat
csokkentsiik. A minta injektaldsa torténhet elektrokinetikusan vagy nyomas
alkalmazasaval. A nagy viszkozitasu gélek esetén -elektrokinetikus injektalds a
leggyakrabban alkalmazott mddszer, viszont ebben az esetben a kapillarisba juté minta
mennyisége fligg a molekuldk mobilitasatél. A kereskedelemben kaphatd kapillaris
elektroforézis muszerek pumpakkal vannak felszerelve vagy nagynyomadsu
nitrogéntartalyokkal a sziikséges injektaladsi nyomas elérése érdekében. Ezek biztositjak
a hidrodinamikai injektalast, mely sordn a bejutott mintamennyiséget az alkalmazott
nyomas, az 1d6 és a gél viszkozitadsa hatdrozza meg, fliggetleniil az injektalt molekula
elektroforetikus mobilitastol.

Kapillaris gélelektroforézis soran alkalmazott detektald rendszerek kozé tartoznak az
UV-lathaté fény abszorbancian, fluoreszcencian, vezetoképességen ¢s MS-n alapuld

modszerek. Az SDS-fehérjék CGE-sel torténd elvalasztasakor a leggyakrabban
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alkalmazott detektor tipus az UV-detektor. Azonban ha nagy detektalasi érzékenységre
vagy specifitasra van sziikség akkor 1ézer indukalt fluoreszcens (LIF) detektort célszerti
alkalmazni. A detektalas a korabban emlitett a szilika rétegtél megszabaditott ablak
részen keresztiil torténik, mely a mi miszereink esetében a kimeneti oldaltél 10 cm-es
tavolsagot jelent. A jelintenzitast a miiszerhez kapcsolt szamitégép dolgozza fel és jeleniti

meg elektroferogramok formajaban.

3.3.3 A kapillaris gélelektroforézis soran alkalmazott gélek

A poliionos makromolekulak, gy mint az SDS-fehérje komplexek méret szerinti
elvalasztasdhoz szlird matrixra van sziikség, hisz a negativ toltésii feliilletaktiv anyaggal
boritott fehérjék nagyon hasonld toltésstirtiséggel rendelkeznek, azaz egyszerii puffer
oldatban nem valnak el egymastol [43]. Ezek a gélek leggyakrabban olyan anyagok,
melyek vazszerkezetét polimer lancok épitik fel [49]. A gélek és polimerhdlozatok
legfontosabb jelensége a fazisatalakulas, amit az olddszer Gsszetétele, a hdmérséklet, a
pH érték és az iondsszetétel befolydsol. A gélesedés torténhet kémiai kotés vagy fizikai
adhézid révén. A fizikai keresztkotések nem allandoak, de elég erések ahhoz, hogy
hosszt idén keresztiil Osszekapcsoljak a polimer szegmenseket, azonban kornyezeti
behatasra konnyen elszakadnak. A kémiailag térhalositott gélek a polimerlancok kovalens
térhalositasa révén (a monomer-keresztkotd oldatainak keverésével ¢és azok
polimerizaciojaval) jonnek létre és fizikai behatasra nem bomlanak fel ezek a
polimerlancok [50]. Emellett még megkiilonboztetjiik az atmenetileg, kémiailag
keresztkotott géleket is, ugymint az SDS- fehérje elvalasztds soran rutinszerlien
alkalmazott borat-dextran alapu géleket [51, 52].

A hagyomanyos lap-gélelektroforézishez poliakrilamidot ¢és agardzt alkalmaznak
leggyakrabban. Az SDS-fehérje komplexek kapillaris gélelektroforézisével kapcsolatos
korai kisérletek soran N,N-metilén-biszakrilamiddal térhalositott poliakrilamid géleket
hasznaltak. A porusméretet a monomer ¢és a térhalosito szer koncentracidja hatdrozza meg
[53]. A korai id6északokban a kapillarisokat a poliakrilamid vagy agar6z gélekkel toltotték
meg, melyek kiilondsen hatékonynak bizonyultak a DNS fragmentumok elvalasztasa
soran. Az SDS-fehérjék els6 CGE-n alapuld méret szerinti elvalasztasat Karger és
munkatarsai mutattak be az 1980-as évek végén, amikor akrilamid-monomert hasznaltak
az inzulin A ¢és B monomerek elvalasztasa érdekében [54]. A gél polimerizacioja a
kapillarison beliil tortént, ami gyakran vezetett inhomogenitasahoz és levegd buborékok

képzddéséhez, mindezek problémassa tették hasznélatukat. Ezenfeliil a poliakrilamidnak
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magas az UV elnyelése, emiatt nem biztositott megfeleld UV detektalasi érzékenységet
[37]. Az 1j évezred elejétd] kezdve a fehérjék CGE sordn az dtmenetileg borsavval, SDS
jelenlétében  keresztkotott (2 M molekulatomegii) dextran gélek hasznalata kertilt
elotérbe €s valt ipari standardé [53]. Ez a tipusu gél lehetové teszi az elvalasztd matrix
konnyli cseréjét a sziik keresztmetszetli kapillarisokba. Semleges pH felett a borationok
konnyen képeznek komplexeket a polihidroxi-vegyiiletek vicindlis (vagy max egy
szénatom az OH-tartdé szénatomok kozott) diol csoportjaival, feltéve, hogy a
hidroxilcsoportok orientacidja cisz-pozicioban van [55, 56]. Az al-6 épitéelemekbdl alld
gliikéz polimerek, ugy mint a dextrdn esetében, hattagu borat komplexek képzddhetnek
1:1 (egy gliikoz-egy borat) vagy 2:1 (két gliikoz-egy borat) ardnyban, igy lancon beliili,

illetve lancok kozotti adduktok képzddhetnek, amit az 5. abra reprezental [57].

2:1 addukt

1:1 addukt

5. Abra: A lancon belili (1:1) és lancok kozotti (2:1) adduktok borationokkal térhalositott
dextran gél esetében [51].

A komplexek élettartama a miliszekundumos tartoményban van, azaz a bomlasuk ¢€s
ujraképzodésiik folyamatos, amit a pH, az ionerdsség €s a hdmérséklet befolyasol [58].
Ez a folyamatos felbomlo és 0jjaépiilé folyamat fontos a matrix sziirdé képességének
fenntartasahoz a migraldé nagy méreti SDS-fehérje komplexek altal okozott esetleges
deformaciok utan [51]. Valamint ez a jelenség enyhitette a helyi EOF altal kozvetitett

buborékképzddési hatast is, ami komoly problémat jelentett a kémiailag keresztkotott
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poliakrilamid gélek hasznalatakor [59]. Az 1:1 lancon beliili adduktok esetén a boration
szabad, funkcids csoportjai komplexeket képezhetnek a fehérjéken megtalalhatd glikan
szelektivitast biztositva [60]. A borat koncentracid novelése allando dextran koncentracio
mellett noveli a lancok kozotti kotések szamat és ezzel egyidejiileg csokkenti a gél
porusméretét. A polimer koncentracidja az elektroforézis soran dontd szerepet jatszik az
elvalasztas sziir@ tulajdonsagainak és az elérhetd felbontoképesség meghatarozasaban,
azaz az elvalasztas soran a kiilonboz6 gélkoncentraciok befolydsoljak az SDS-fehérje
komplexek elektroforetikus mobilitdsat. A magasabb gélkoncentraciok jellemzden
nagyobb sziird hatast biztositanak, ami a fehérjekomplexek jobb elvalasztasahoz vezet,
de lassitja illetve akadalyozhatja a nagyobb molekulak vandorlasat. Az alacsonyabb
gélkoncentracidk az analitok nagyobb mobilitasat biztositjak, de ronthatjak a felbontast.
A poliionos makromolekuldk, ugy mint a nagyméretli DNS molekulak elvalasztasanak
lehetdségét ultrahig polimertartalmti elvalaszté pufferekben Grossman ¢és Soane
javasoltak elészor [61]. Elméletiik alapjan Barron ¢és munkatarsai részletesen
tanulmanyoztak a nukleinsavak elvalasztasat 72 - 23 000 bp kozotti mérettartomanyban,
ultrahig hidroxietil-celluloz (HEC) oldatok alkalmazasaval [62]. Arr6l szamoltak be,
hogy még <0,15%-0s polimer koncentracional is jol elkiiloniiltek a > 2000 bp méretii
dsDNS fragmentumok az atmeneti 6sszefonodas elvalasztasi elv alapjan, mig a kisebb,
<600 bp méreti fragmensek egyiitt migraltak. Elméletiik szerint a nagy DNS molekulak
Osszefonodtak a HEC-lancokkal, a kisebbek pedig sokkal kisebb mértékben, azaz a

nagyok ultrahig polimeroldatokban is jol elvaltak, mig a kisebbek nem.

3.4 A fehérjék fluoreszcens jelolése

A Dbioterapids fehérjék fluoreszcens jelolése és azok CGE-sel torténd elvalasztasa
napjainkban egyre nagyobb figyelmet kap az analitikai kémia teriiletén [63]. A
fehérjelancok szekvencidjaban megtalalhato egyes aminosavak, mint példaul a tirozin és
triptofan belsd fluoreszcencidja bar alkalmas lehet fluoreszcens detektalasra, de az
elérhetd kimutatasi hatdr nem mindig elegend6 [64]. Emiatt egyre nagyobb hangsulyt kap
a fehérjék fluoreszcens festékkel torténd jelolése, mely torténhet kovalens kotést
eredményezd reakcioval [65], valamint a fluorofor és a fehérjemolekula kozott kialakulo
nem kovalens kdlcsonhatasokon alapuldé modszerek segitségével [66]. A kovalens vagy
nem kovalens moddszerekkel torténd fluoreszcens jelolések esetében is tovabbi hdrom

altipust lehet megkiilonbdztetni aszerint, hogy maga a jel6lési reakcio hol megy végbe: )
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az oszlop el6tt II) az oszlopon beliil vagy III) az oszlop utan. Az oszlop el6tti eljaras sordn
az analit molekuldkat még az eldtt reagaltatjak a fluorofor festékkel miel6tt bekertilnének
az elvalaszto kapillarisba [67]. Az oszlopon beliil torténd jelolés soran jellemzd, hogy a
reagensek ¢és az analitok kozvetlen kdlcsonhatasat hasznaljak ki az elvélasztas kézben
[68]. Az oszlop utdni jelolés sordn az elvalasztast kovetden a reakcio a kapillaris kimeneti
oldalan torténik [69]. A leggyakrabban alkalmazott kovalens jel6lé anyagok a naftalin-
2,3-dikarboxaldehid (NDA), a 3-(2-(2-furoil)kinolin-2-karboxaldehid (FQ), a
fluoreszcein-izotiocianat (FITC) és a pirilium (Chromeo) szinezékek [25]. Michels és
munkatarsai hatékony mintaeldkészitési protokollt mutattak be terapias fehérjék
vizsgélatdhoz SDS-CGE-vel és LIF-detektaldssal, kifejezetten a rekombindns mAb-k
tisztasaganak értékelésére fokuszalva [70]. Modszeriik az FQ festék alkalmazasaval,
nukleofil jelenlétében, kovalensen jelolte a terapias fehérjéket, igy kikiiszobolve a
felesleges festék eltavolitasara iranyuld tisztitdsi 1épés sziikségességét. Dovichi és
munkatarsai elektroforetikusan kozvetitett oszlopon torténd derivatizalasi stratégiat
dolgoztak ki a fehérjék FQ-val torténd jelolésére nativ gélelektroforézishez [68]. A
kovalens jelolés kihivasa az, hogy egyetlen fehérjemolekula szdmos reaktiv helyet
tartalmazhat, amelyek mindegyike kolcsonhatasba 1éphet a fluoreszcens jeloldanyaggal.
Tehat nehéz az Osszes rendelkezésre allo helyet egységesen megjeldlni, mivel a
reaktivitdsukban kiilonbségek vannak. Ezéltal a kovalens jelolési modszer olyan minta
keveréket eredményezhet, amely nem jelolt, részben jelolt és teljesen jelolt fehérjéket
tartalmaz. Az ilyen keverék szétvalasztasa a csucsok kiszélesedését vagy akar azonos
mintakomponensek tobb csucsként vald megjelenését okozhatjak [69]. A probléma
megoldéasara Kaneta ¢és munkatarsai egy oszlop utani derivatizalasi modszert dolgoztak
ki a fehérjék kapillaris gélelektroforézissel torténd analizalasara, ahol 2-merkaptoetanol
jelenlétében NDA-t alkalmaznak a jelolésre [71].

A nem kovalens jel6lési modszerek soran gyakran hasznalt negativ toltésti Sypro Red és
Sypro Orange nevezetli fluorofor festékek komplexeket képeznek a fehérjékkel kémiai
reakcid sziikségessége nélkiil [72, 73]. A Sypro Redet az ultra-vékonyrétegi
gélelektroforézis alapu fehérjeanalizisben hasznaltdk, az analitok valos ideji
képalkotasaval kombinalva. Ebben az esetben a negativ toltésti festék az elektroforézis
soran egyiitt migralt az SDS-fehérje komplexekkel [74]. Kifejlesztettek egy mikrochipes
kapillaris elektroforézis platformot is, amely nem kovalens fluorofér jelolést alkalmaz, és
képes az 5 kDa ¢és 250 kDa kozotti molekulatomeg tartomanyban 1évd fehérjék

elvalasztasara [75]. Régota ismert, hogy a pozitiv toltésti fenantridinium tipusu
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szinezékek, példaul az etidium- és propidium alapt vegyiiletek, nem kovalens fluorofor
jelolésre alkalmasak a DNS analizisében [76]. Ezek a fluorofor jel6ldk interkalalodnak a
DNS szalakhoz. Azonban a fehérjék esetében csak ritka példa van arra, hogy etidium-
bromid festéssel teszik lathatova azokat SDS-poliakrilamid lap-gélelektroforézis

elvalasztasokat kovetden [77].

4 Anyagok és modszerek

4.1 Vegyszerek és reagensek

A borsavat, TRIS bazist, EDTA-t (etilén-diamin-tetraecetsav), glicerint, SDS-t, 2-
merkaptoetanolt, natrium-hidroxidot, so6savat és az acetont a VWR-t6l szereztem be. A
foszforsavat, karbamidot, dextran (2 MDa), a jédacetamid, a mezitil-oxid, ditiotreitol,
propidium-jodid ¢€s a belsé standardként hasznalt lizozim a Sigma-Aldrichtdl (St. Louis,
MO, USA) lettek megvasarolva. A 10 kDa belsé fehérje standardot, az SDS-MW
modszerhez hasznélt fehérje standard keveréket (20-225 kDa) és a mintaeldkészitd
puffert (100 mM Tris-HCI, 1% SDS, pH 9) a cIEF mérésekhez a kit-et, amely tartalmazta
az NCHO kapillarist a Bio-Science Kft.-t6l (Budapest, Magyarorszag) vasaroltam meg.
A human IgG1-t (hIgGl) a Molecular Innovation-t6l (Novi, MI, USA) vésaroltam. A
terapias mAb-t (daratumumab) a Janssen Biotech-t6] (Horsham, PA, USA) szereztem be.
Az N-glikanok enzimatikus felszabaditasdhoz hasznalt enzim (6His-PNGaseF) a Pannon
Egyetem Bio-Nanorendszerek Kutatolaboratoriumtol (Pannon Egyetem) (Veszprém,
Magyarorszag) szarmazott. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 PNGaseF enzim a New
England Biolabs (Ipswich, MA, USA) cégtdl szarmazott. A propidium-jodid a Thermo
Fisher Scientific-t6l (Waltham, MA, USA) keriilt beszerzésre. Chromeo P503 jel6ld
reagenst az Active Motif-tdl szereztem be (Rixensart, Belgium). A PI mérésekhez
hasznalt fehérje standard keveréket (Broad range - 10 mg/mL) a Bio-Radtol (Hercules,
CA, USA) szereztem be.

4.2 Ultrahig pufferrendszerek elkészitése

A 4% (w/v) borsav tartalm hattér elektrolitot TRIS bazissal és 2 mM EDTA-val pH 8
értekre allitottam, majd 10% (v/v) glicerint és 0,2% (w/v) SDS-t adtam hozza. 20 mL
pufferhez 200 mg dextran (2 MDa) adtam, hogy 1%-os (w/v) polimeroldatot kapjak, mely

egy ¢éjszakdn at szobahdmérsékleten volt kevertetve. Ezt az 1% dextran tartalmi
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pufferrendszert higitottam az dextran mentes pufferrel, hogy 0,5%, 0,1% 0,05% ¢és 0,01%

s

4.3 Propidium-jodid tartalmu gélek elkészitése

A PI jeloléssel torténd CE elvalasztasokhoz az ipari standard, 10% dextran/4% borsav
tartalmt pufferrendszert alkalmaztam. A pufferrendszer alapjat az ultra-hig géleknél leirt
allitottam be. A fluoreszcens detektalashoz 10-200 pg/mL PI-t adtam a gél-puffer
rendszerekhez, Ggy hogy a higitasi sorozatokat a PI-t nem tartalmazd gél-puffer
rendszerrel allitottam be, tehat a legtoményebb (200 pg/mL) PI-t tartalmaz6 gél-puffert
készitettem el els6ként, melyet egy ¢jszakan at, sotétben, szobahdmérsékleten
kevertettem. Majd ezt higitottam a tovabbiakban a fluoreszcens festéket nem tartalmazé

gélekkel, hogy 100, 50, 25, 10 pg /mL PI tartalmu géleket kapjak.

4.4 Mintaelokészités

4.4.1 N-glikan felszabaditas

hasznaltam szubsztratként. A mintat 10 uL végtérfogatra higitottam (ha sziikséges volt)
¢s denaturaltam 2,0 pL denaturdlé reagens (SDS, DTT, Np-40, glicerin) hozzaadaséval,
majd 15 percig 70 °C-on inkubaltam. Ezutan 20 uL. 18 mM-os ammodnium-acetatot adtam
a denaturdlt mintakhoz, majd az N-glikanokat 1 pL 6His-taggal ellatott vagy
kereskedelmi forgalomban kaphat6 PNGaseF enzim (1,5 mU) hozzaadasaval
szabaditottam fel. A reakcioelegyet 37 °C-on inkubdltam 2, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 perc
idotartamokig. Az emésztési termékeket SDS-CGE modszerrel analizaltam a
reakciosebesség kovetésének érdekében.

A terapias antitest elvalasztasok esetében, mind az ultrahig gélben térténd és mind a PI
mennyiséget 2 uL. denaturdl6 reagens segitségével 15 percig 70 °C fokon denaturaltam,
majd 1 pL PNGaseF (200mU) enzim hozzaadasaval a terapids antitesten levd N-
glikanokat részlegesen felszabaditottam, egy ora 37 °C fokos inkubdaciot alkalmazva igy

a mintdim tartalmaztak a nem glikozilalt nehézlanc alegységet is.

4.4.2 Redukalt mintaelokészités
A fehérje 1étra mérésekhez 5 pL. SDS-MW fehérje standard keverék lett 6sszekeverve 2
pL 10 kDa belsé standarddal és 5 pL 2-merkaptoetanollal. Az endoglikoziddzzal



26 ANYAGOK ES MODSZEREK

emésztett terdpias fehérje mintat 2 pl 10 kDa belsé fehérje standarddal, 5 pL 2-
merkaptoetanol redukéloszerrel és 80 uL SDS-MW mintapufferrel kevertem 6ssze, majd
70 °C fokon 15 percig denaturaltam azokat és a redukalast kovetéen konnytilanc, nem
glikozilalt nehézlanc és nehézlanc fragmentumokat kaptam. A PI tartalmu elvalasztasok
soran, a redukalt minta a 10 kDa bels6 standard helyett, a 14 kDa méretli lizozimet (10
mg/mL) tartalmazott, 5 pL mennyiségben. A terdpias ellenanyag redukalt formaja
ugyanugy lett elokészitve, mint az ultrahig gélek esetében. A PI tartalmu gélek esetében
mért fehérje standardbdl 5 ulL mennyiséget kevertem 6ssze 5 pul. 2-merkaptoetanollal €s

80 uL SDS-MW mintapufferrel.

4.4.3 Nem redukalt mintaelokeészités

A nem redukalt, intakt mAb minta el6készitéséhez 5 pL intakt fehérjét 2 ulL 10 kDa bels6
standarddal, 5 pL 250 mM jodacetamid alkilaloszerrel és 80 L. SDS-MW mintapufferrel
kevertem 6ssze. Minden mintat 70 °C fokon 15 percig denaturaltam. A redukalt és nem
redukalt mintdkat nem kevertem Ossze a mérések sordn, az injektalasok kiilon

mintatartokbol torténtek.

4.4.4 Mintak fluoreszcens jelolése Chromeo P503 festékkel

A Chromeo P503 fluoreszcens jelold reagenst 1 mg/ml végkoncentracioban oldottam fel
metanolban, és a torzsoldatot 4 °C-on taroltam. A nem redukalt mintaeldkészitéshez 5 pul
intakt fehérjéhez 1,5 pL 250 mM joédacetamidot, 2,5 uL 10% SDS-t 15,5 pL 25 mM
NaHCOs puffert (pH 9,2) és 0,5 pL Chromeo P503-t adtam és 60 °C-on 10 percig
inkubaltam. A redukalt PNGaseF emésztett mintdk esetében hasonléan jartam el, de
jodacetamid helyett DTT-t alkalmaztam a diszulfid hidak felbontasahoz és a mintaelegyet
90 °C-on 10 percig denaturaltam. Ezt kovetden a mintdkat lehiitottem és centrifugaltam

(3000 x g 30 masodperc).

4.5 Kapillaris gélelektroforézis

A CE mérésekhez egy UV és lézerindukalt fluoreszcens detektorral is felszerelhetd
P/ACE MDQ vagy PAS800 plus Capillary Electrophoresis késziiléket hasznaltam
(Beckman Coulter, Brea, CA). A méréseket 20 cm effektiv hosszisaga (30 cm teljes
hosszusagu), 50 pm belsd atmérdjii kezeletlen kvarc kapillarissal hajtottam végre. A
kapillarisokat minden mérési nap elején, illetve minden mérés kozott kondicionaltam,
azaz 3 percig 0,5 M NaOH-dal, 2 percig 0,5 M HCl-dal és 2 percig HPLC tisztasagu

vizzel oblitettem, majd ezt kdvetden az aktudlis gél-puffer rendszerrel 4 percig toltottem.
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A mérések soran alkalmazott elektromos potenciadl minden minta injektalasakor 5 kV,
illetve az elvalasztaskor 15 kV volt, forditott polaritdsi modban (andd a detektalasi
oldalon). Minden esetben eldszor az intakt mAb mintét injektaltam 20 masodpercig 5 kV
elektrokinetikus injektaldssal, majd ezt kovetéen a redukdlt mintat ugyanugy 20
masodpercig 5 kV fesziiltséggel egy masik mintatartd edénybdl, hogy a redukaldszert
tartalmaz6 minta ne keveredjen az intakt molekulaval. A 10 kDa belsd fehérje standardot
¢és a fehérje 1étrat 20 masodpercig 5 kV fesziiltséggel injektaltam az adott mérésekhez.
Az elvalasztasi hdmérséklet 25 °C fok volt, és minden mérést haromszor ismételtem meg

(n=3).

4.6 cIEF mérések

A cIEF mérésekhez a PA80O plus kapillaris elektroforézis berendezést hasznaltam, 280
nm-es UV detektalassal. Az elvalasztasokhoz 50 um bels6 atmérdjii €s 20 cm effektiv (30
cm teljes) hosszusagua NHCO tipusu kapillarist hasznaltam. A minta injektalasok el6tt a
kapillarist 6 M karbamiddal 50 psi nyomason 5 percig, majd HPLC mindségii vizzel 50
psi nyomason 5 percig mostam. A mérésekhez cIEF Master Mixet alkalmaztam, mely
mintanként 100 uL cIEF gélt, 3,75 M karbamidot, 24 uL Pharmalyte 3-10-et, 40 uL 500
mM L-arginint, 4,0 uL 200 mM iminodiecetsavat, 0,5-0,5 pL pI markert (4,1 és 10,0)
0ssze 100 uL cIEF Master Mix-xel. A minta injektalasa ugy tortént, hogy a kapillarist
feltoltottem a Master Mixbe kevert mintaval (25 psi/100 s). A pH-gradiens kialakitasat és
a fokuszalast ugy kezdtem meg, hogy 833 V/cm elektromos teret alkalmaztam normal
polaritasti tizemmodban 15 percig ugy, hogy a bemeneti oldalon 200 mM foszforsav
anolit mig a kimeneti oldalon 300 mM natrium-hidroxid katolit oldat volt. Ezutan a
mobilizalast 1000 V/cm elektromos térerdsséggel (30 kV) végeztem normal polaritasa
tizemmoddban az anolit és a kémiai mobilizator (350 mM ecetsav) kozott 45 percig 20 °C-

os kapillaris hdmérsékleten.

4.6.1 pl értékek meghatarozasa

A mérések soran alkalmazott 5 standard peptid marker pl értékeit (pI: 10,0; 9,5; 7,0; 5,5;
4,1) az azokhoz tartoz6 migracios idok fiiggvényében abrazoltam. A pontokra egyenest
illesztettem ¢és a kapott egyenletb6l a PNGaseF enzimek cIEF elvalasztasa soran kapott

migracioés idokbdl kiszamoltam a fehérjékhez tartozo pl értékeket.
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4.7 Michealis-Menten kinetika

A minta cukortartalmanak a reakciokinetikara gyakorolt hatdsanak vizsgéalatdhoz mindkét
tipusu enzimre Michealis-Menten diagramokat vettem fel. A reakcid sebességeket a

kovetkezd egyenlet szerint hataroztam meg:

hlgG1 koncentraciéxrelativ ngHC area

Reakci6 sebesség =

(15)

emésztési ido

A Vimax és Ky értékeket GraphPad Prism (San Diego, CA, USA) szoftver segitségével
szamoltam ki mindkét enzimre vonatkozdan, 1 mg/ml gliikoz jelenlétében és anélkiil a

reakcidelegyben.

4.8 Fizikai és elektrokinetikai paraméterek meghatarozasa

4.8.1 Elektroozmotikus aramlas

Az EOF-t 50 mM mezitil-oxid segitségével mértem 254 nm hulldmhosszon, minden gél-
puffer rendszer esetében. A mérés a kapillaris rovid oldalan tortént (10 cm), tehat az EOF
markert minden esetben a kimeneti oldalrdl injektaltam elektrokinetikus médon a hig
gélek, valamint a 10% dextran tartalmt gélek esetében 5 kV 20 madsodpercig. Az
elvalasztasok forditott polaritast mdodban 15 kV fesziiltség mellett, 25 °C hémérsékleten
torténtek. Az EOF méréseket 3-szor ismételtem meg, és markerbdl a kapott csticsok

migracids idejének segitségével kiszamoltam annak mobilitasat.

4.8.2 Viszkozitas

A viszkozitas méréshez szintén a kapillaris elektroforézis berendezést és mezitil-oxid
markert alkalmaztam. A markert hidrodinamikai injektalassal (5 psi, 5 sec) jutattam a
kapillarisba a bemeneti oldalon majd 20 psi nyomast (elére irdnyulo) adva a kapillarisra
(elektromos fesziiltség adasa nélkiil) a marker a detektor felé mozdult. A viszkozitas
értekeket a Hagen-Poiseuille (16.) egyenlettel szamoltam ki, igy allandé nyomés mellett
a detektalt idok felhaszndldsaval meghatdroztam a gélek viszkozitésat.

_ ApPD*
T 3212

t (16)

A np [Pas] amért folyadék, ez esetben a gél viszkozitasat adja meg az alkalmazott nyomas
AP [Pa], a bels6 kapillaris atméré D [m] és az id0 t [sec] fliggvényében, amely alatt a
toltéssel nem rendelkezé marker végig halad a kapillaris effektiv (injektalasi oldal-

detektor k6zotti tavolsag) hosszan.
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4.8.3 Aramerdsség
Az aramerdsség értékeket az elvalasztasok soran alkalmazott 32Karat szoftver

folyamatosan rogzitette, igy ezen értékeket csak le kellett olvasni a diagramokrol.

4.9 Az adatok Kiértékelése

Az adatgytijtéshez és analizdlashoz a 32Karat (8.0 verzid) szoftvercsomagot (Beckman
Coulter) és a Peakfit (4.12 verzid) szoftvert (SeaSolve, San Jose, CA) hasznaltam, mig a
szamolasokhoz és az abrakészitéshez a Graphpad Prism (8.0.1 verzio) és Excel

programokat hasznaltam.

4.9.1 Elektroforetikus mobilitas értékek meghatarozasa

A migracios 1dok segitségével meghataroztam az SDS-fehérje ¢és PI-SDS-fehérje
komplexek latszolagos mobilitdsat (papp), valamint az adott kozegre jellemzd EOF
mobilitasok segitségével az effektiv mobilitas értékeket (perr) . Minden elvalasztd gél
haladt. Ezért a papp értékekhez hozzdadtam a mért gélre jellemzd EOF mobilitas értékeket,

hogy megkapjam az p.sr értékeket az 17. egyenlet szerint

MHeff = Happ + HEOF (17)

Az ultrahig dextran tartalmu pufferrendszerek esetében a pontosabb szdmolas érdekében
arelativ mobilitas értékeket is kiszamoltam, azaz az adott analit effektiv mobilitas értékeit

osztottam a 10 kDa bels6 standard effektiv mobilitasaval.

4.9.2 Ferguson médszer

Gélelektroforézis soran az analitok elektroforetikus mobilitdsat befolydsolja a polimer
(T%) ¢és a térhalosodas mértéke. A Ferguson diagramokat megkapjuk, ha a molekuldk
elektroforetikus mobilitasanak logaritmusat dbrazoljuk a gél koncentracio fliggvényében.

Ennek a meredeksége Kr retardacios egylitthato, mely ardnyos a molekulatomeggel.
Inu = lnuy — KgT% (18)

Ha tobb kiilonbozd fehérjéhez tartozd Ferguson abrat készitiink és kiszamitjuk a Kr
értékeit, azt kapjuk, hogy a Kr és az MW kozétt linearis kapcsolat van. Igy egy ismeretlen

fehérje MW értékének kiszamitasdhoz minddssze annyi sziikséges, hogy megmérjiik az

crer
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gélekben majd kalibracios egyenest vegyiink fel a standard fehérjék Kr értékeinek

molekulatomeg fiiggvényében vald dbrazolasaval.
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5 Eredmények és kovetkeztetések

5.1 A 6His-PNGaseF enzim emésztési reakcio kinetikaja

Jelentds igény mutatkozik mind az alap, mind pedig az alkalmazott kutatdsokban a
PNGaseF enzim hasznélata irant, emiatt gyors ¢€s olcsd nagyiizemi eldallitasi
modszerekre nagy sziikség van. A Bio-Nanorendszerek Kutatolaboratorium (Pannon
Egyetem) a 6His-PNGaseF enzim nagyhozamu eldallitasarol szamolt be [1]. Munkdm
soran céljaim kozott szerepelt az optimalis emésztési id0 meghatarozasa az egyetemen
beliil eldallitott 6His-PNGaseF enzim esetében. Szubsztratként hlgG1-t hasznéalva az
enzim emésztési hatékonysagat vizsgaltam az emésztési ido fiiggvényében. Az emésztési
reakciot 120 percig kovettem. Az endoglikoziddz emésztési reakcid eldrehaladtaval a
glikozilalt HC csucsteriilete csokkent, mig a ngHC ndtt, melyet a 6. abran lathato

elektroferogramok mutatnak be.
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6. Abra: A higG1 minta SDS-CGE analizise a kiilonbozé emésztési idékkel a 6His-PNGaseF
enzim altal 37 °C fokon. Koriilmények: 30 cm teljes (20 cm effektiv) hosszisagu, 50 pm belsé
atmér6jii BFS kapillaris; puffer: 4% borsav pH 8-ra allitva TRIS segitségével, majd 2 mM
EDTA, 10% glicerin, 0,2% SDS ¢és 10% dextran hozzaadasaval; 25°C kapillaris, 20 °C
mintatarolé homérséklet; 5 kV 20 masodperc elektrokinetikus mintainjektalas; 15 kV forditott
polaritasu (katod az injektalas oldalan) elvalasztofesziiltség. UV detektalas 220 nm-en.
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A 7. dbra a HC alegység csucsteriiletének csokkenésén alapuld emésztési idéddiagramot
mutatja a hazon beliil eldallitott 6His-PNGaseF enzim hasznalataval. Az elsé 15 percben

szinte teljes deglikozilacio tortént.
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7. Abra: Deglikozilacios idédiagram, amely a HC fragmentum cstcs alatti teriiletének
csokkenését mutatja az endoglikozidaz emésztés soran a hazon beliil eléallitott 6His-PNGaseF
hasznalataval.

Ezért a Michaelis-Menten diagramok felvételéhez a 15 perces emésztési iddintervallumot
valasztottam. A minta cukortartalmanak a reakciokinetikara gyakorolt hatdsanak
megértése érdekében 1 mg/mL végkoncentracioban gliikkdzt adtam a reakcioelegyekhez.
A 8. dbra a kapott Michaelis-Menten diagramokat mutatja a relativ ngHC-csucstertilet %-
os ¢értékei alapjan (15. egyenlet), 1 mg/mL gliikéz jelenléte nélkiil (folytonos vonal) és
gliikéz jelenlétében (szaggatott vonal) az emésztési reakcidban a sajat gyartasti 6His-
PNGaseF felhasznalasaval. A reakciosebességeket a 15. egyenlet alapjan hataroztam

meg.
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8. Abra: Michaelis-Menten deglikozilacids diagramok a hazon beliil eléallitott 6His-PNGaseF
enzim A) és a kereskedelmi forgalomban kaphato PNGaseF enzim B) felhasznalasaval, 1
mg/mL gliikoz jelenlétében (szaggatott vonal) és anélkiil (folytonos vonal, referencia).

Mint megfigyelhet6 a 8. A) abran, a szubsztrdt koncentracid6 novekedésével a
reakcidsebesség a gliikoz jelenlétében nétt. 10 mg/mL hlgG1 szubsztrat koncentracid
mellett 1 mg/mL glikéz hozzdadasa 16,8%-0s javulast eredményezett a
reakciosebességben. Ezért a gliikkozt a 6His-PNGaseF enzim aktivatoranak lehet
tekinteni. A 8. B) abran lathat6 eredmények alapjan az emésztés hatékonysagat egy
altalanosan hasznalt, kereskedelmi forgalomban kaphaté PNGaseF enzim esetében is
vizsgaltam. Erre az enzimre vonatkozé Michaelis-Menten diagramokat mutatja a 8. B)
abra a reakcidelegyben 1évé 1 mg/mL gliikdzzal (szaggatott vonal) és anélkiil (folytonos
vonal, referencia). Ebben az esetben nem talaltam jelentds kiilonbséget a reakciosebesség
kozott. A két enzim Osszehasonlitasa érdekében kiszamoltam a Vimax és K értékeket. Az
eredményeket az 1. tdblazat mutatja.

1. Tablazat: A maximalis reakciosebességek (Vmax) és Michaelis-Menten allandok (Ky) a 8. abran lathatd
eredmények alapjan a 6His-PNGaseF és a kereskedelmi PNGaseF esetében. A referenciaoszlopok a
reakcidelegyben 1évé 1 mg/mL gliikdz nélkiili értékeket mutatjak.

Kereskedelmi PNGaseF 6His-PNGaseF

Referencia | 1 mg/mL gliikéz | Referencia | 1 mg/mL gliikéz

Vimax (ug/min) | 8,39 £ 0,17 | 9,43 £ 0,12 6,80 £ 0,07 | 9,73 £ 0,17

KM (nM) 81 £22 90 +2,5 59+ 1,7 85+23

A 6His-PNGaseF esetében torténd emésztés soran 1 mg/mL gliikoz jelenlétében a
reakcidsebesség jelentdsen nétt, ellentétben a kereskedelmi enzimmel torténd emésztés

soran. Amint 1. tablazat adatai mutatjak, gliikoz jelenléte nélkiil a kereskedelmi enzim
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Vmax értéke 23%-kal magasabb volt, mint a 6His-PNGaseF Vmax értéke. 1 mg/mL gliikkoz
reakcio elegyhez torténd hozzdadasaval a 6His-PNGaseF enzim 3%-kal jobban miik6dott,
mint a kereskedelmi megfeleldje gliikoz jelenlétében. A glikoz hozzédaddsa azonban a
kereskedelmi enzim reakciosebességét 12%-kal novelte, mig a 6His-PNGaseF enzim
teljesitményében 43%-os ndvekedés eredményezett. Annak érdekében, hogy a
reakcidsebesség kozti kiilonbségeket megértsem, cIEF modszerrel vizsgaltam a 6His-

PNGaseF ¢és a kereskedelmi forgalomban kaphatd enzim toltésheterogenitasat.
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9. Abra: KapillarisIEF elvalasztasok elektroferogramjai a sajat gyartisu 6His-PNGaseF (A
panel) és a kereskedelmi PNGaseF enzim (B panel) esetében. A cstcsok feletti szamok az
azokhoz tartozo pl értékeket jelolik. Elvalasztasi koriilmények: 20 cm effektiv kapillarishossz
(30 cm teljes hossz, 50 uM ID, NHCO bevonat); az alkalmazott fokuszaldé és mobilizalo
elektromos fesziiltség 25 kV és 30 kV volt, pl-markerek: 4,1 és 10,0. Elvalasztasi hdmérséklet:
20 °C. A minta a Master Mixbe lett keverve, és 25 psi nyomas alkalmazasaval 100 masodpercig
a kapillarisba toltve.

A 9. A) és B) abran lathatok a cIEF elvalasztasok elektroferogramjai, a profilok kozott
jelentds kiilonbségek mutatkoztak. A két endoglikoziddz enzim funkcionalis csoportja
feltételezhetden hasonld, de a 6His-PNGaseF enzim (9. A) dbra) csak egy dominans
csucsot mutatott pH 7,63-nal, jelentds savas €s bazikus valtozatok nélkiil. Az irodalmi
adatok alapjan 6 hisztidin cimke a savas régio felé tolja el konjugatum pl-jét. Ezzel
szemben a kereskedelmi enzim cIEF elvalasztdsa soran (9. B) abra) kapott eredmények
szerint a kereskedelmi PNGaseF enzim toltésheterogenitasi mintdzata Gsszetettebb volt.
pH 8,42-nél 1évo 16 csucs mellett két f6 savasabb izoforma jelent meg (pH 7,91 és 7,73).
Ez arra utal, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphat6é enzim feltételezhetéen harom
PNGaseF enzim keveréke. Ugy vélem, hogy a savas véltozatok jelenléte és hianya

valamelyest felelds lehet a megfigyelt aktivitas valtozasokért a deglikozilacios reakciod
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soran, glikoz jelenlétében. Tehdt a gliikézfliggd enzimaktivitasukban mutatkozd

kiilonbségek a szerkezeti eltérésbol adodhattak.

5.2 Az SDS-fehérje komplexek méret szerinti elvalasztasa hig és ultrahig dextran

tartalmu pufferrendszerekben

Az értekezésben a hig és ultrahig 2 MDa molekula méreti dextrant tartalmazo gélek
alkalmazasa keriil bemutatasra a 20 és 225 kDa kozotti fehérje standardok, valamint egy
terapids mAb intakt €s alegység formainak elvalasztidsa esetében. Az elvalasztasokhoz
nulla és 1% kozotti dextran koncentraciokat alkalmaztam, mikozben a hattérelektrolit

koncentracioja (425 mM Tris, 4% borsav, 2 mM EDTA és 10% glicerin) alland6 volt.

5.2.1 Fizikai paraméterek
Eldszor az elvéalaszté matrixokat a dextran koncentracié fiiggvényében (1,00%, 0,50%,
0,10%, 0,05% ¢és 0%) olyan fontos fizikai paraméterek szempontjabol karakterizaltam,

mint a viszkozitas, EOF ¢és az elektromos aramerdsség 15 kV kapocsfesziiltség mellett.

2. Tablazat: A hig és ultrahig dextran alapu elvalaszté matrixok fontos elektrokinetikai és fizikai
araméterei.

Dextran
1,00% 0,50% 0,10% 0,05% 0,01% 0,00%

koncentracio
peor  (x107%)

4,08+0,1 |424+0,11|4,29+0,1 |424+0,1|4,17+0,1|3,94+0,1
[m2/V s]
Viszkozitas

73+0,1 |59+0,1 |[51+0,1 |51=+0,1 |50=+0,1 |51=+0,1
(mPa )
Aramerésség
(nA) 36,8+0,2 | 37,3+0,2 | 37,8+0,2 | 37,9+0,2 | 379+0,2 | 37,9+0,2
u

Ahogy a 2. tablazat is mutatja a viszkozitas értékek 1,00%-0,10% dextran koncentracio
mellett folyamatosan csokkentek, majd 0,10%-t61 0,00%-ra csokkentve a polimer
koncentraciot, a viszkozitds nem valtozott. Az aramerdsség a dextran koncentracid
csokkenésével kismértékli emelkedést mutatott, feltételezhetden a csokkent dextran/borat
komplexképzddés soran felszabaduld protonok és a viszkozitds csokkenése miatt. A
legnagyobb EOF mobilitas értékeket a 0,10% dextran koncentracié mellett tapasztaltam.
Az alacsony dextran koncentracioval csokkend viszkozitas, illetve névekvd aramerdsség

értekek feltételezhetden ellentétesen befolyasoltdk az EOF-t, ami a megfigyelt
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maximumot eredményezhette. Azonban a mért értékekben nincs jelentds eltérés a dextran
koncentraci6 csokkenésével, hisz a polimer ilyen alacsony koncentraci6 tartomanyban

minimalisan befolyasolja a mérés soran kialakult EOF-t.

5.2.2 A fehérje standardok méret szerinti elvalasztasa

A fizikai paraméterek meghatarozasat kovetden a 20-225 kDa MW-tartomanyu standard
Osszehasonlitja az elvalasztdsok soran kapott elektroferogramokat. Az 1,00% ¢és 0,50%
dextrant tartalmazoé hattérelektrolitoknal gyakorlatilag még mind a 7 cstcsot fel lehetett
ismerni, bar a 6. és 7. csucshoz tartozo standardok a 0,50%-o0s dextran koncentracional
mar nagymértékii atfedést mutattak. A 0,10%-os dextran tartalomtol kezdve az
alacsonyabb MW-ju standardok koziil csak néhanyat lehetett azonositani (1-4. csticsok,
MW < 50 kDa, de az 1. és 2. csucsok atfedésben voltak), a nagyobb mintakomponensek
(5-7. csucsok, MW > 50 kDa) egyiitt migraltak. Ez a tendencia megfigyelhetd volt az
alacsonyabb (0,05% ¢és 0,01%) és a 0% dextran koncentracidknal is, ahol az atfedd 10
kDa belsé standard és a 20 kDa fehérje 1étra csticsok mellett csak a 35 kDa-os komponens
volt megkiilonboztethetd, az 50 kDa vallcsucsként, a tobbi nagyobb MW-ju (100, 150,
225 kDa) komponensek pedig egyiitt migraltak. Ertelemszeriien ebben az esetben
elvalasztas, mivel ezek a fehérje standard molekuldk poszttranszlaciés modosulésokat
nem hordozd polipeptidekbdl épililnek fel és nincs alakbeli kiilonbség koztik igy
feltételezhetden nagyon hasonld feliileti toltéssiirliséggel rendelkeznek az SDS-sel

komplexet képzett formajukban.
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10. Abra: A fehérje standard MW létra elektroferogramjai csdkkend dextran koncentracidj
hattérelektrolitban. Csticsok: 1 - 10 kDa belsé standard, 2 - 20 kDa, 3 - 35 kDa, 4 - 50 kDa, 5 -
100 kDa, 6 - 150 kDa ¢és 7 - 225 kDa fehérje standard. Az elvalasztasi koriilmények megegyeznek
a 6. abraéval.

Annak érdekében, hogy megértsem a molekulasziiré mechanizmusokat meghataroztam a
fehérje standardok mobilités értékeit 0-1,00% dextran tartalmu gélek esetében. A dextran
koncentracio fiiggvényében abrazoltam a relativ effektiv mobilitas értékeket a 20-225
kDa standardok esetében, melyet a 11. dbra mutat be. A Ferguson abrdk esetében
megfigyelhetdk a linedris Ferguson egyenesek, melyek a korabbi vizsgalatok soran mért
irodalmi adatok alapjan varhato6 volt [51], hisz a Ferguson diagramok gorbiilete csak a
2%-nal nagyobb dextran koncentracid esetében mélyiilt. Ahogy az abran lathato, a nagy
molekulasulyt 100-225 kDa fehérjék Ferguson éabrai 0% dextran koncentracional
keresztezték egymast, ami azt jelenti, hogy a molekulak csak méretiikben kiilonboznek,
de toltésiikben nem, ami csak a tiszta méret szerinti elvalasztasra (Ogston modellre) lenne
jellemz6. Azonban az ultra-hig polimer tartalmt, megfeleld mértékii 6sszefonodas (azaz
szliréhatas) nélkiili elvalasztdo kozegekben nem ez volt megfigyelhetd. Az alacsonyabb
molekulasulyt standardok Ferguson abrai egymashoz kozeledtek, viszont nem

keresztezték egymast 0% dextran koncentracié mellett. Ez arra utal, hogy a molekula
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méret csokkenésével novekszik a molekuldk szabad oldatbeli mozgékonysaga,

feltételezhetden a méret és toltés alapu elvalasztas kdlesonhatasanak eredményeként.
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11. Abra: A fehérje standard 1étra sorozat Ferguson diagramja. A relativ mobilitas értékeket az
adott gél-puffer rendszer EOF értékei alapjan szamoltam és a 10 kDa belso standard mobilitas
értekére normalizaltam. Az igy kapott relativ mobilitas értékek logaritmusat abrazoltam a dextran
koncentracié fliiggvényében.

A 12. dbra mutatja a kiilonb6z6 dextran koncentraciok esetében a mért fehérje standardok
reptacids diagramjat, amely a logaritmus relativ effektiv mobilitas értékeket a logaritmus

reciprok molekulatomeg fiiggvényében abrazolja.
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12. Abra: A fehérje standard létra sorozat reptacios diagramja. A fehérjék relativ
elektroforetikus mobilitas értékeit abrazoltam a fehérjék logaritmus 1/molekulatomeg
fliggvényében.

A reptacios elmélet szerint a nagyobb méretli biopolimerek reptacidos mozgas szerint
vandorolhatnak a kisebb porusméretii polimer hal6zatokon keresztiil. A diagramon mért
meredekség értékek nullahoz kozeli értékeket adtak, ami arra utal, hogy a molekulastly
valtoztatasaval az analitok mobilitas értékei nem valtoznak jelentds mértékben. Ezenfeliil
nagyon hasonld viselkedést mutattak a nagy dsDNS fragmentumok ultra-hig HEC
oldatokban torténd vandorlasdhoz, ezért a reptaciés mechanizmust, miszerint a molekulak

kigyodszerii mozgassal képesek atjutni az elvalaszto kozegen, elvetettem.

5.2.3 Az intakt monoklonalis antitest és alegységeinek méret szerinti elvalasztasa
A daratumumab terapids antitest intakt és alegység (LC, ngHC és HC) formainak
elvalasztasaval kapott elektroferogramokat a 13. abra mutatja be. Az elvalasztasi
koriilmények megegyeztek az 10. 4&bran bemutatottakkal. Megfigyelhetd az
elektroferogramokon a fehérje standard elvalasztasokkal szemben, hogy a 10 kDa bels6
standard, az LC, HC ¢és az intakt forma elvélasztasa még a 0% dextran koncentracid

mellett is megtortént. Azonban megjegyzendd, hogy a dextrdn koncentracid



40 EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

csokkenésével a ngHC csucs fokozatosan belesimult a LC csucsba és 0,1% vagy annal

alacsonyabb polimer koncentracional a két komponens egylitt migralt.
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13. Abra: Az intakt daratumumab terapis antitest és alegységeinek elektroferogramjai

crer

LC, 3 -ngHC, 4 - HC, 5 - intakt mAb. Az elvalasztasi koriilmények megegyeznek a 6. abraéval.

Az antitest mérésekbdl szarmazd Ferguson és reptacios diagramokat a 14. és 15. dbrak
reprezentaljak. A LC és ngHC alegységek Ferguson diagramjai keresztezték egymast 0%
g€l koncentracio mellett, tehat a szabad oldatbeli mozgékonysaguk megegyezett. A
LC/mgHC, a HC ¢és az intakt mintakomponensek viszont némileg egymashoz kozelitd
lefutast mutattak, ami a kisebb méretti fehérje standardok esetében tapasztalt szinergikus

méret és toltés szerinti elvalasztisra utal.
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14. Abra: A daratumumab SDS-CGE elvalasztasanak Ferguson diagramja. A logaritmus relativ
mobilitas értékeket a dextran koncentracio fliiggvényében abrazoltam.

A reptacids abrakon a logaritmus relativ effektiv mobilitas értékek a logaritmus reciprok
MW fliggvényében a 15. grafikonon lathato. A kapott gorbék lefutdsa alapjan a reptacios

mechanizmust elvetettem ezekre a mintakomponensekre is.
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15. Abra: A daratumumab intakt és alegységeinek reptacios diagramja. A komponensek relativ
elektroforetikus mobilitas értékek logaritmusat abrazoltam a logaritmus 1/molekulatomeg
fliggvényében.

5.2.4 Szelektivitas és felbontoképesség

Annak érdekében, hogy a terapias antitest esetében tapasztalt méret szerinti elvalasztas
mechanizmusit megértsem a szelektivitds (o) és felbontoképesség (Rs) értékeket

vizsgéltam, melyet a 3. tablazat mutat be.

3. Tablazat: Szelektivitas és felbontoképesség értékek az ngHC/ LC, HC/LC, HC/ngHC ¢és az intakt
mADb/HC csticsparok kozott.

Dextrin 1,00% 0,50% 0,10% 0,05% 0,01% 0,00%
koncentracio

o (ngHC/LC) 1,024+0,002 | 1,012+0,001 | 1,004+0,001 egységes egységes egységes
Rs (ngHC/LC) 1,2240,01 0,62+0,01 0 0 0 0

o (HC/LC) 1,083+0,001 | 1,065+0,001 | 1,053+0,001 | 1,053+0,001 | 1,050+0,001 | 1,046+0,001
Rs (HC/LC) 2,45+0,02 1,730,02 1,20+0,01 1,1120,01 1,04+0,01 1,0140,01
a (HC/ngHC) 1,029+0,002 | 1,030+0,002 | 1,031+0,002 | 1,034+0,002 | 1,035+0,02 | 1,035+0,002
Rs (HC/ngHC) 1,41+0,02 1,27+0,02 1,05+0,01 1,04+0,01 1,03+0,01 1,00+0,01
a (intakt/HC) 1,054+0,002 | 1,031+0,002 | 1,01940,001 | 1,018+0,001 | 1,017+0,001 | 1,016+0,001
Rs (intakt/HC) 2,04+0,02 1,10+0,01 0,6120,01 0,56£0,01 | 0,54+0,01 0,5120,01
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A mérések soran az intakt mAb és a HC fragmentumok részleges elvalasztasa volt
megfigyelhetd, azonban a LC alegység teljes elvalasat tapasztaltam az ultra-hig, sét nulla
dextran koncentracio mellett is. Ez arra utal, hogy a korabban bemutatott, 1:1 dextran-
borat adduktokkal torténd komplexképzddési jelenség €és a konfiguracion alapuld
alakszelektivitds szerepet jatszhatott az elvalasztdsban. Ezért elsd kozelitésként a
latszolagos szelektivitast a kdvetkezé harom komponens szempontjabdl vizsgéaltam: 1)
molekulatdmeg alapti méretszelektivitds (amw), i) borat-dextran 1:1 addukt altal
kozvetitett komplexképzddési szelektivitds a glikozilalt nehézlanccal (ac) €s iii)

alakszelektivitas (Otatak):
a = ayw * Ac * Agiak (19)

A 19. egyenlet azt mutatja, hogy még molekulasziirés (amw =1) és komplexképzddés
(ac=1) nélkil is, az alakszelektivitds eredményezheti a mintakomponensek bizonyos
mértékl elvalasztasat. A 3. tablazat az ngHC/LC, HC/LC, HC/ngHC ¢s az intakt/HC
csucsparok kozotti szelektivitds (o) és felbontds (Rs) értékeket mutatja. Mint
megfigyelhetd, az Rs értékek a dextran koncentracid csokkenésével minden
mintakomponens-par esetében csokkentek. A a értékek bar csokkentek az ngHC/LC,
HC/LC ¢és az intakt/HC cstcsparok esetében, de néttek a ngHC és a glikozilalt HC
nehézlanc-fragmentumok kozott. Ez utobbi megfigyelés szoros Osszhangban allt
kutatocsoport kordbbi munkajaval [51], azaz a glikozilalt és nem glikozilalt SDS-fehérjék
kozott alacsonyabb dextran koncentracié mellett, magas borat koncentracidju
kornyezetben jobb felbontds érheté el, ami fontos informacié az elvalasztas
optimalizalasdhoz. A 3. tablazat utolsé oszlopanak (0% dextran) az oank sziikséges
figyelembe venni, hisz ebben az esetben nincsenek jelen a dextran-borat lancok az
elvalaszté hattér elektrolitban, hogy a méret- vagy komplexképzddésen alapulod
elvalasztast lehetévé tegyék. Az alakszelektivitas az intakt mAb és alegységeinek
analizise soran valoszinlileg a HC fragmentumon [év6 nagymeéretli, nem-SDS-k5to
hidrofil glikan oldallancbdl és az intakt molekula Y alakjabol ered. Mig a HC/intakt
analitparok felbontas értékei némileg csokkend tendenciat mutattak alacsonyabb dextran
koncentracioknal, a nagyobb molekulasuly tartomanyban meredekebb volt a csokkenés,
amint az a 10. és 13. dbra profiljain megfigyelhetd. Mivel az ngHC (MW ~ 48 kDa) és az
LC (MW ~ 24 kDa) nem rendelkezett glikozilaciés modositasokkal, elhanyagolhatd

alakszelektivitasuk gyakorlatilag nem eredményezett elvélasztast 0,10%-o0s és annal
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kisebb dextran koncentracional, hisz nagyon Kkorlatozott szlird képességl

hattérelektrolitokat tartalmazott.

5.2.5 Migracios mechanizmus hig és ultrahig gélek esetében

A 16. abra mutatja be az dsszehasonlité Ferguson diagramokat a hasonl6 MW-ii fehérje
standardok (20, 50 és 150 kDa, folytonos vonalak) és az alegységek, valamint az intakt
mAb molekulak (24 kDa - LC, 48 kDa - ngHC, 50 kDa - HC ¢és 148 kDa - intakt,
szaggatott vonalak) kozott. A 20, 50 és 150 kDa méretili standardok, valamint az LC, HC
¢s intakt mAb komponensek megfeleld Ferguson diagramjai parhuzamosak voltak, azaz
a szabad oldatban val6 mozgékonysaguknak eltéronek kellene lennie, valdsziniileg
alakbeli eltéréseik miatt, mivel toltottségi allapotuknak nagyfoku hasonldsagot kell
mutatnia, figyelembe véve az irodalomban altalanosan elfogadott 1,4 g SDS-hez kotott

1,0 g fehérje altal meghatarozott szabalyt.

0.01
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A HC
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@50 kDa
+ 150 kDa

-0.07 ~<

-0.08
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16. Abra: Az osszehasonlito Ferguson diagramok a 20, 50 és 150 kDa fehérje standardok
(folytonos vonalak) és az LC (MW=24 kDa), ngHC (MW=48 kDa), HC (MW=50 kDa) alegységek
¢s az intakt mAb (MW=148 kDa) (szaggatott vonalak) esetében.

Az ngHC diagram viszont az intakt mAb-hez hasonl6 meredekséget mutatott, de nagyobb
mobilitassal, és nulla dextran koncentracional keresztezte az LC-diagramot. Fontos
megjegyezni, hogy a fehérje standardok effektiv mobilitds értékei nagyobbak voltak, mint

a megfeleld méretli mAb-hez kapcsolodd parjuké, ami az utdbbiak esetében nagyobb
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hidrodinamikai térfogatra utal, egyébként feltételezhetden hasonlé feliileti toltéssiiriség
mellett, lassabb elektromigraciot eredményezett az ellenaramu EOF—fel szemben. A
kordbban bemutatott eredmények alapjan, az elvalasztd matrixban csokkend sziird
halozatokkal az Ogston-modell (beleértve a kiterjesztett Ogstont is) €s a reptacios
mechanizmusok nem tudtdk leirni az SDS-fehérje komplexek kiilonboz6
Barron és munkatéarsai altal javasolt tranziens Osszefonodas modell [62] sem volt
alkalmazhaté a negativ toltésii tetrahidroxiborat altal keresztkotott dextranlancok és a
szintén negativ toltésti SDS-fehérje komplexek taszito tulajdonsagai miatt, ahogyan azt

az 1. séma vizszintes kettds nyilakkal mutatja.

zOSO ‘MH oso-

HO
080 OS05 ¢my. Ho—é_o
0S0;"
-,0S0 l
o)
0SO;- N

Az elektromigracio
iranya

1. Séma: Az SDS-fehérje komplexek migraciés mechanizmusa ultrahig gélek esetében. A
negativ toltésti tetrahidroxiborat boritotta dextran lancok (1:1 adduktok) és az SDS - fehérje
komplexek kozotti taszitdo tulajdonsagok. A vizszintes fekete kettds nyilak jelolik az
elektrosztatikus taszito tulajdonségokat, a nagy sziirke fiiggdleges nyil a komponensek

crer

Ezért az 1,00% - 0,50%-os dextran koncentracioknal az 1:1 addukt alapu borattal fedett
dextran lancok néhany lehetséges 2:1 addukttal (keresztkotés) képezhetnek némi
halozatot (retikulaciot), ami megfeleld molekulasziirést eredményez a poszttranszlacios

modosulasokat nem tartalmazo fehérje standardok szédmaéra. Alacsonyabb dextran
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koncentracional a negativ toltésit SDS-fehérje komplexek a toltés taszitds miatt nem
tapadd/nem-0sszekapcsolddd modon talalhatjak el a véletlenszerlien eloszld negativ
toltésti 1:1 borat-dextran addukt lancokat, és addig billeghetnek, amig le nem cstisznak
¢s lefelé vandorolnak, ahogy azt kordbban Calladine és munkatarsai [78] javasoltak. Ez a
rovidebb radszerli fehérjék esetében torténhet meg, mig a hosszabb fehérjelancok
nagyobb perzisztencia hossziisagli szegmensekkel cérnaszalként atpordiilhetnek és
lecsuszas utan tovabb vandorolhatnak, ami a megfigyelt elvalasztast eredményezi
alacsonyabb dextran koncentracidoknal, mivel a keresztkotésen (2:1 adduktok) alapuld

polimerhaldzat kialakulasa csak kis valoszintiséggel fordul eld.

5.3 Propidium-jodid, mint fluoreszcens festék alkalmazasa terapias fehérjék

elvalasztasakor SDS-CGE esetében

Az értekezés kovetkezd része egy Ujtipusu, elvalasztas kozbeni (in-migracio)
fluoreszcens jelolési technikat vezet be a terapids fehérjék analitikai vizsgélatéra.
Kutatomunkam soran sikeresen alkalmaztam a kordbban csak nukleinsavak jeldlésére
hasznalt PI-t, mint nem kovalens médon kotddo fluoreszcens jel6lé anyagot, SDS-CGE
modszer esetében. Az el6z0 részben bemutatott terapids mAb-t (daratumumab)
alkalmaztam mintaként ezen elvalasztisok sordn is. Az antitest intakt és alegység
formainak elvalasztisat hasonlitottam 0ssze a PI-t tartalmazé ¢és PI nélkiili
az elektroforetikus mobilitasra, a csucsteriiletekre, az elméleti tanyérszamra ¢és a

felbontoképességre.

5.3.1 Az SDS-fehérje komplexek CGE elvalasztasa propidium-jodid jelenlétében

A PI, mint fluoreszcens festék elvalasztas kozbeni alkalmazasanak lehetdségét eldszor
egy fehérje standard mintdn teszteltem. A standard minta a fehérjék széles MW
tartomanyat lefedi (6,5 kDa-200 kDa), mely komponensek izoelektromos pontja eltérd,

illetve tobbféle poszttranszlacids modosuldst hordoznak.
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17. Abra: A standard fehérje sorozat elektroferogramja 100 pg/mL PI tartalmii gél esetében,
LIF detektalassal, gerjesztés 488 nm / emisszio 600 nm. Cstcsok: 1 - aprotinin (6,5 kDa), 2 -
lizozim (14,4 kDa), 3 - tripszin inhibitor (21,5 kDa), 4 - karbonatanhidraz (31 kDa), 5 -
ovalbumin (45 kDa), szérumalbumin (66. 2 kDa), 7 - foszforilaz B (97,4 kDa), 8 - B-galaktozidaz
(116,2 kDa) és 9 - miozin (200 kDa). Koériilmények: 30 cm teljes (20 cm effektiv) hosszisagu,
50 pm belsé atméréjiu BFS kapillaris; gél: 4% borsav pH 8-ra allitva TRIS segitségével majd 2
mM EDTA, 10% glicerin, 0,2% SDS, 10% dextran, 100 pg/mL PI hozzaadasa; 25°C kapillaris,
20 °C mintataroldo hémérséklet; 5 kV 20 masodperc elektrokinetikus mintainjektalas; 15 kV
forditott polaritasti (katod az injektalas oldalan) elvalasztofesziiltség. A jobb felsé sarokban
standard fehérjék logaritmikus MW és effektiv mobilitisa kozotti dsszefiiggés lathatd. R?=0,993

A 17. dbra mutatja az LIF detektalassal kapott elektroferogramot a fehérje standard 1étra
esetében. Az elvalasztas 100 pg/mL PI koncentracid mellett tortént. Az eredményiil
kapott elektroferogram igazolja a PI elvalasztas kozbeni alkalmazhatosagat altalanosan a
fehérjék esetében fluoreszcens detektalas esetén. A 17. ébra jobb felsé sarkaban lathato a
standardhoz tartoz6 fehérjék effektiv mobilitasanak fiiggvényében a logaritmus MW-hez
tartozo grafikon, amely jo linearitdst mutat (R?>=0,993). Ez arra utal, hogy a gél-puffer
rendszer kivaldé molekulasziird képessége a PI jelenlétében is megmaradt, ezt figyelembe

véve kezdtem el a terapids mAb alegységeinek analizisét a tovabbiakban.

5.3.2 Terapias antitest SDS-CGE elvalasztasa propidium-jodid jelenlétében
A 18. abra hasonlitja 0ssze az intakt mAb ¢és alegységeinek elvalasztasabol szarmazo
elektroferogramokat. Az alsé C) elektroferogramon lathaté a kovalensen (Chromeo-

P503) jelolt minta LIF detektalas soran, a kozépsé B) elektroferogram az UV detektéalas
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altal azonositott csucsokat mutatja, mely soran az elvalasztd matrix PI-t nem tartalmazott,
mig a fels6 A) elektroferogram a LIF detektor altal mért adatokat, 100 pg/mL PI

koncentracid mellett.
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18. Abra: A daratumumab intakt és alegységeinek (LC, ngHC, HC) SDS-CGE
elektroferogramjai. Elektroferogram A): LIF detektalas 100 pg/mL PI tartalmt gél esetében. B):
UV detektalas PI nélkiili elvalasztd gélben. C): LIF detektalas kovalens fluorofér (Chromeo
P503) jelolést kovetden PI nélkiili gélben. Csucsok: 1 - lizozim (belsé standard), 2 - LC, 3 -
ngHC, 4 — HC és 5 - intakt mAb. A csillag a nehéz-nehéz-konnytlilanc fragmentum
szennyezOdést jeloli. Az elvalasztasi koriilmények megegyeznek a 17. abraéval.

A mérések soran belso standardként lizozimet alkalmaztam, az ehhez tartozo cstcsot 1-
es szammal jel6ltem. Tovabbiakban a 2-es szam jeldli a LC-t, 3-as az ngHC-t, 4-es a HC-
t €s az 5-0s az intakt mAb-t. Az elektroferogramok abrajan megfigyelhetd, hogy az 6sszes
mintakomponens migracidés ideje a PI-t tartalmazé gél-puffer rendszerben némileg
lassabb volt (A elektroferogram), mint a fluorofér komplexet nem képz6 megfeleldik (B)
elektroferogram). A jelenséget az alacsonyabb feliileti toltésstirlis€ég okozhatja, mely a
nem kovalens mdédon kotott pozitiv toltésii jeloldanyag és a csokkent ellenaramu EOF
altal kifejtett, csokkent retardacio egylittes hatdsanak eredménye. A kovalensen jelolt
mintakomponensek elektroforetikus mobilitasa is kisebb volt a PI-t nem tartalmazo
pufferrendszerben (C elektroferogram), mint a nem jeldlt mintdké ugyanabban a

pufferrendszerben (B elektroferogram), valosziniileg a kovalensen kotott fluoreszcens
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festék tobblettomege miatt. Az eltérd csicsmagassagok ¢€s csucs alatti teriiletek az
elektroferogramok kozott valdszintileg az eltérd detektald (UV vs. LIF) és jelold (nem
kovalens vs. kovalens) moédszerek hasznalatabol adodtak.

Egy masik érdekes megfigyelés a harom jel6lési modszer kozott a csucshatékonysag és
felbontasbeli kiillonbségekben mutatkozott meg. A 4. tdblazat mutatja az elméleti

tanyérszam és Rs értékeket a 18. dbra harom elektroferogramja esetében.

4. Tablazat A 18. abran elvalasztott csucsok elméleti tanyérszam (N, fels6 panel) és felbontoképesség (Rs,
also panel) értékeinek 0sszehasonlitasa.

Csticsok 1 (Liz) 2 (LO) 3 (mgHC) | 4 (HC) | 5(mAb)
LIF, PI 78310 82369 104890 52025 20506
uv 61717 52193 55236 50789 19039
LIF, Chromeo 26634 28416 26709 27042 25600
Csucs parok Liz/LLC | LC/ngHC | HC/ngHC | mAb/HC

LIF, PI 9,81 14,48 2,16 14,16

[9A% 8,25 1,79 1,65 13,76

LIF, Chromeo 6,04 7,94 1,41 14,07

Az intakt mAb kivételével a Rs és N értékei a PI-dal jelolt mintdk esetében mutattak a
legmagasabb értékeket, ezt kovették a nem jeldlt mintak a PI-t nem tartalmazé gél-puffer
rendszerben UV-detektdldssal, végiil a legalacsonyabb értékeket a kovalensen jelolt
minték esetében kaptam. Ez arra utal, hogy a kovalens jeldléssel szemben a nem kovalens
in-migracios jelolés homogénebb, és a dSDNS-molekulak vizsgalatdhoz hasonldan [79] a
Rs novelését is segitette. A kovalens jel6lés soran problémas egy fehérjén az Osszes
rendelkezésre allo reaktiv hely egységes jelolését elérni, ami nem jeldlt, részben jeldlt és
teljesen jelolt formak keveredését eredményezi, ez pedig sadvszélesedést okozhat [69],
amint azt a 4. tablazat is mutatja. Erdekes modon a kovalensen jelolt intakt mAb elméleti
tanyérszama magasabb volt, mint jelolés nélkiil vagy PI festéssel. Ugy vélem, hogy ez az
elektromigracids diszperzionak tudhatd be. A mintakomponensek és a pufferrendszer ko-
ionjainak mobilitas értékei eltérnek, amely negativan befolyasolja csucsszimmetriat és
ezaltal az Rs-et, mint azt kutatocsoportunk korabban mar bemutatta [52].

5.3.3 Az SDS-fehérje komplexek propidium-jodidos in-migracio jelolésének

elmélete

A propidium ion (P*"), mint altalanos biomassza festék, az elvalasztis kdzben (in-
migracid) az SDS-fehérjékhez (S™) kotddik egy egyensulyi reakcioban (20. egyenlet),

nem kovalens mddon. Ez erés fluoreszcenciat biztosit az igy kialakult SDS-fehérje-
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propidium (SPy® —2™ — ) adduktoknak. A kapcsoldédd propidium ion kétszeres pozitiv
toltése miatt az SDS-fehérje-propidium komplex feliileti toltéssiiriisége csokken,

kovetkezésképpen csokken a komplex elektroforetikus mozgékonysaga is.
S"~ + mp2+ 2 spIm- (20)

[spf,?‘zm)‘]

[Sn—][P2+]m

K= 1)

ahol K a komplexképzddési allando, n a fehérjéhez kotddott negativan toltott SDS
molekulak szdma (nagyjabol egy SDS két aminosav ardnyban), és m a fehérjéhez kotott
komplexképzd propidium ligandumok szdma az SDS-fehérje-propidium adduktban.

Megjegyzendd, hogy n > m/2, kiilonben az elektromigracio iranya megfordulna.

2. Séma: Az in-migracios fluorofor jelolés sematikus abrazolasa. Az SDS-fehérje komplexek
(us) a katod feldl az anod iranyaba migralnak. A pozitiv toltésti propidiumionok (pp) ellentétes
iranyba vandorolnak. Az SDS-sel fedett fehérjék komplexeket képeznek a propidium ionokkal,
aminek kovetkeztében az SDS-fehérje-propidium (psp) elektroforetikus mobilitasa csokken. A
propidiumionok a kapillaris belsé falan 1évd elektromos kettOsréteg egyes részeit is
megbonthatjak, ez csokkent ellenaramtt EOF-ot eredményez (5. tablazat), ami csokkentett
retardalo hatassal van a mintakomponensek elektroforetikus mobilitasara.

A gél-puffer rendszerben a propidium ligandumok az SDS-fehérjékkel komplexeket
képezhetnek, de nem komplexalt forméaban is megtaldlhatok. Ha R és 1-R a nem
komplexalt és a propidiummal komplexalt SDS-fehérjék molaris aranya, akkor a
mintakomponensek perr megadhatd a nem komplexalt (us) €s a komplexalt (usp) formak

Osszegeként.

Herr = UsR + psp(1 — R) (22)
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A 21. egyenletbdl levezetve az R és az 1-R kdvetkezOképpen fejezhetd ki:

_ 1 , _ _ K[P2+]m
R = TR CS 1-R= Tk (23 a,b)
A 22.¢s23. a, b egyenleteket kombindlva az oldott analitok pesraz alabbiak szerint adhato
meg:

_ Us psp K[PZ*]™
‘ueff - 1+K[p2+]m 1+K[P2+]m (24)

crer

Tovabbd feltételezem, hogy a propidiumion koncentracidjanak és/vagy a
komplexképzddési allandonak (pl. az elvalasztdsi hémérséklet valtozasa miatt) a
megvaltozasaval az oldott molekuldk pef-a az elvélasztds soran megvaltozik. A
illetéen harom lehetdséget vettem figyelembe K[P2+]™ >> 1, ~1 és << 1 értékkel,
amelyek a mobilitas csokkenését, valtozatlansagat, illetve novekedését eredményeznék.
A 24. egyenlet arra utal, hogy izoterm koriilmények kozott a propidium ligandum
Figyelembe kell venni azonban, a nagy viszkozitasi borattal térhalositott dextran sziird
matrixxal toltott kapillarisban a nagyon alacsony, de fennalld elleniranyt EOF-t is, igy az

oldott molekuldk papp a kovetkezoképpen szdmithato ki:

Uapp = Herr — HEOF (25)

Megjegyzendd, hogy ebben az esetben is az pror ellentétes irdnyu a mintakomponensek
migracioés iranyaval. A pozitiv toltésii propidium ionok névekvd koncentracidja a gél-
puffer rendszerben azonban csokkentette az EOF-t, valdszinlileg a kapillaris belsd
feliiletén 1évo elektromos kettds réteg egyes részeinek megbontésa révén, ahogy azt a 2.
séma is szemlélteti. Ez a csokkent elleniranytt EOF csokkentette a mintakomponensek

Hetr-ra gyakorolt retardacids hatést.

crer

fliggvényében. * a negativ eldjel az ellentétes EOF iranyt jeloli. Az aram- €s pror mérések RSD értékei
0,58% ¢és 0,76% volt.

PI [png/mL] 0 10 25 50 100 200
peor (x10) [m*Vs]* | -0,18 |-0,17 | -0,15 | -0,14 |-0,13 |-0,12
Aramer(’isség [pA] 31,8 31,8 | 31,8 | 31,9 31,9 31,9
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Az 5. tablazat mutatja az EOF mobilitas és az aramerdsség értékeket a mérések soran
alkalmazott PI koncentraciok mellett. Mig a peor értékek tobb mint 30%-kal cs6kkentek
a propidium koncentracid ndvekedésével, az aramerdsség értékek gyakorlatilag
valtozatlanok maradtak. Ez azt mutatja, hogy az ionerésség nem valtozott a PI
koncentraci6 emelkedésével, azaz nem az ionerdsség megvaltozasa befolyésolta az EOF-
t. Az 5. tablazat adatai alapjan linedris korrelaciot talaltam a logaritmikus propidium

ligandum koncentraci6 és az EOF mobilitasanak értékei kozott (R? = 0,998):
tgor = a + b -log[P?*] (26)

Ebben az esetben (5. tablazat) a = 1,82x1071% és b = -3,11x10"'!, ami arra utal, hogy az
EOF csokken a [P?*] érték novekedésével. A 24., 25. és 26. egyenletek kombinalasaval
megkapjuk a mintakomponensek papp-t @ PI koncentracié fiiggvényében.

_ Ks uspK[PZH]™
‘uapp - 1+K[p2+]m + 1:K[P2+]m —a-— b ) log[P2+] (27)

A B
A csokkent feliileti toltésstirtiségli SDS-fehérje-propidium komplex kisebb mobilitasa
(27. egyenlet A tag) és az ellenaramu EOF altal kozvetitett csokkend retardacio (27.
egyenlet B tag) egymadssal ellentétes hatast feltételez. Fontos megjegyezni, hogy mivel b
negativ szam a B tag ndveli a latszoélagos mobilitdst magasabb ligandum-

koncentracioknal, némileg kompenzalva az A tag csokkend tendencigjat.

erer

crer

a csucsalatti teriilet értékek és Rs valtozasara. UV detektalas esetében a gél-puffer
rendszer PI koncentrécioja 0, 10, 25, 50, 100, 200 pg/mL, mig a LIF detektalas esetében
10, 25, 50, 100, 200 pg/mL volt. A 19. és 20. abra hasonlitja 0ssze az UV és LIF

detektalasi modok soran kapott elektroferogramokat.
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19. Abra: A novekvé PI koncentracio hatasa a mintakomponensek migracios idejére és csucs
alatti teriilet értékekre UV detektalas (220 nm) esetén. A szamok az elektroferogramokon a gél-
puffer rendszerben 1év6 PI koncentraciot (ug/ml) jelolik. A csucsok megegyeznek a 18. abran
feltiintetekkel, az elvalasztasi koriilmények pedig a 17. abraéval.
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20. Abra: A novekvd PI koncentracio hatasa a mintakomponensek migraciods idejére és cstcs
alatti teriilet értékekre lézer indukalt fluoreszcens detektalas (gerjesztés 488 nm/emisszid 600
nm) esetében. A szamok az elektroferogramokon a gél-puffer rendszerben 1év6 PI koncentraciot
(pg/ml) jeldlik. A csucsok megegyeznek a 18. abran feltiintetekkel, az elvalasztasi koriilmények
pedig a 17. abraéval.
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Mindkét panel esetében enyhe, de folyamatos ndvekvd tendencia figyelheté meg a
migraciés 1dokben, azaz az intakt fehérjék ¢és az alegységek elektroforetikus
mozgékonysaga csokken a PI koncentracié emelésével, amit az EOF csokkenése azért
valamelyest redukalt. Az elektroforetikus mobilitdsokban bekovetkezd tényleges
valtozasokat a 21. é&bra mutatja, amelyen a papplatszolagos elektroforetikus
mozgékonysagot a folytonos vonal, mig az pesr effektiv elektroforetikus mozgékonysagot

a szaggatott vonal jeloli.

Elektroforetikus mobilitas [m?V's™!]

2X10-9 T T T T T T T T
0 50 100 150 200
Propidium-jodid koncentraici6 [pg/mL]

crcr

latszolagos (folytonos vonalak) és effektiv (szaggatott vonalak) elektroforetikus mobilitasara.
Jelek: * - lizozim, A - LC, o - ngHC, ¢ - HC, o - intakt mAb. Az egyes gélek kozo6tt (n=3) a
migracios 1d6 reprodukalhatosaga 0,98% RSD volt.

crcr

szarmazo6 egyenesek enyhén kozeledtek egymashoz az 6sszes mintakomponens esetében.
Feltételezésem szerint ez az SDS-fehérje-propidium komplexek effektiv mobilitdsanak
csOkkenése (csokkent feliileti toltéssilirliség) és a csokkend ellendrami EOF (csokkent
retardacid) kozotti kélcsonhatas eredménye. Ahogy az elméleti levezetésben utaltam az

elektroforetikus mozgékonysagok csokkenése arra enged kovetkeztetni, hogy: K[P2+]™
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crer

>>1. Ezért izoterm koriilmények kozott a propidium ligandum koncentracidjanak
novelése a mintamolekuldk effektiv elektroforetikus mozgékonysaganak csokkenését

eredményezi, igy a 24. egyenlet egyszertiisithetd a kovetkezore:
Hefr = wparpm + Hsp (28)

Figyelembe véve a 28. egyenletben szerepld egyszerlsitést, azaz ha K[P2+]™>> 1, akkor
a 27. egyenlet ,,A” kifejezésének masodik része a ligandum koncentracidjatol fiiggetlen.
A 21. ébran kapott meredekség értékeket a 22. dbran abrazoltam, ami logaritmikus
Osszefliggést feltételez a molekulasuly novekedésével, hisz magas korrelacios egyiitthatot
(R?=0,998) mutatott. Ez a komplexképzédési allandd, K véltozasara utal, amely

megerdsiti az elméleti megfontolasokat.
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22. Abra: A 21. dbra meredekség értékei a mintakomponensek logaritmikus molekulasulyainak
MW-nek fiiggvényében.

A 23. abran lathatoak az el6zdleg bemutatott elektroferogramokon elvalasztott fehérjék
csucs alatti teriilet értékei, ami a UV és LIF detektalasbol kapott eredményeket hasonlitja
Ossze. Az abran megfigyelhetd, hogy az intakt mAb az UV detektalds soran (szaggatott

vonal) csak csekély 1,23 szoros ndvekedést mutatott a csucs alatti teriilet értékek

crer
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detektalas esetében ugyanez a molekula, jelentds 17 szeres csucs alatti teriilet ndvekedést
mutatott 10 pg/ml és 200 pg/ml ligandum koncentraciéo kozott. A 200 pg/ml PI
koncentracio felett a fluoreszcens hattérzaj til magas volt, emiatt az értékeket ennél
magasabb koncentracié mellett nem vizsgaltam. A propidium molekulanak 300 nm koriil
abszorbancia maximuma van, ezért 280 nm hullimhosszon is megvizsgaltam a cstics
alatti teriilet értékeket, ebben az esetben az intakt molekulanak 3,86 szorosara novekedett
a kontroll PI-t nem tartalmazé gél pufferrel mért eredményekhez képest. Ezek az adatok
az abran nincsenek feltiintetve, mivel a tovabbiakban a 220 nm-es UV detektalasi
hullamhosszt alkalmaztam a mérések soran, melyet a borat-dextran alapu gélekhez

javasol a szakirodalom.
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23. Abra: A 19. és 20. abran lathato cstcs alatti teriiletek és a gél-pufferben 1év6 PI ligandum
koncentracidja kozotti Osszefiiggés. Szaggatott vonalak: UV 220 nm-es detektalas (0 PI
koncentraciotol kezdve); folytonos vonalak: LIF-detektalas (10 pug/mL PI koncentraciotol
kezdve) Jelek: *-lizozim, A-LC, o-ngHC, ¢-HC, o-intakt mAb. A hibasavok a haromszoros

méréseken alapuld adatok szorasat mutatjak.

A meredekség értékeket megvizsgalva azt kaptam, hogy LIF detektaldssal az intakt mAb
mutatta a legnagyobb értéket, mig a nehézlanc fragmentumhoz tartozd egyenes

meredeksége mutatta a legalacsonyabb értéket. A masik harom mintakomponens
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meredekség értéke nagyon hasonld volt. Lényeges kiemelni, hogy a nehézlanc
fragmentum glikozilalt, ami megndvekedett hidrofil tulajdonsagot eredményez, ezaltal
csokkentheti a propidium kotédését. Mig a lizozim, a LC és a ngHC glikén struktarakat
nem hordoz, ezért nagyon hasonl¢ feliileti toltésstiriséggel rendelkeznek. Az intakt mAb
bar glikozilalt, de az Y alaki molekula belseje felé nézd glikan strukturdk nem
befolyasoltdk sem az SDS sem a propidium ko6tédését. Ezen kiviil a denaturalt, de nem
redukalt mAb-molekula masodlagos szerkezetének elvesztése miatt az extra hidrofob
feltiletek valdsziniileg vonzottak a nagy planaris propidium molekulakat, szoros van der
Waals kotéseket képezve, ezzel novelve a megkotott fluorofor molekuldk szamat, és
egyidejlileg nagyobb fluoreszcens jelet eredményezve.

Tovabbiakban megvizsgaltam a mddszer kimutatasi hatarat az intakt mAb-re, 1,5-1000

ug/ml koncentracio tartomanyban, melyet a 24. dbra szemléltet.
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24. Abra: Az intakt mAb kimutatasi hatara SDS-CGE-LIF-vel, 200 pg/mL PI-t hasznélva a gél-

s

abrazolja, a hibasavok pedig a haromszoros méréseken alapuld adatok szorasat mutatjak.
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tartalmi gél esetén az LOD 2 pg/mL (1,35x10-8 M), mely érték megegyezik a
kereskedelmi forgalomban levé mikrochip kapillaris elektroforézis altal mért
eredményekkel [75].

Ezt kdvetéen megvizsgaltam a ndvekvd molekulatomegii mintakomponensek kozotti

felbontas értékeket is, melyet a 25. dbra mutat be.
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25. Abra: A novekvé molekulatomegli mintakomponensek kozotti Rs értékek a

s

LC/ngHC; A-ngHC/HC; v-HC/mAb. A hibasavok a haromszoros méréseken alapuld adatok
szorasat mutatjak.

A felbontoképesség maximalis értéke a lizozim-LC, LC-ngHC, ngHC-HC ¢és HC-mAb

egymast kdvetd mintaparok esetében a 100 pg/ml PI koncentracional volt tapasztalhato.
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A korabbi eredményeket figyelembe véve, ha az érzékenység kiemelt fontossagi az
elvéalasztds soran, akkor a 200 pg/mL PI tartalmazd gél puffer rendszert javasolt
hasznalni, mivel ez propidium koncentraci6 biztositotta a legnagyobb csucsalatti teriilet
értéket az Osszes mintakomponens esetében. Azonban ha a csucsok kozotti felbontas
maximalizdlasa a cél, akkor a 100 pug/mL PI-t tartalmazd gélt ajanlott hasznélni.
¢s 200 pg/mL kozott torténd finomhangoldsara, hogy nagy felbontdst biztositson,

ugyanakkor detektalas érzékenysége is megfeleléen magas maradjon.
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6 Osszefoglalas

A teréapias fehérjék széleskort felhasznalési lehetdségei az elmult évtizedekben fokozott
figyelmet és kutatési torekvéseket valtottak ki, amelyek klinikai sikerekben csticsosodtak
ki. Az SDS-CGE modszerét gyakran alkalmazzdk a bioterapias fehérjék
mindségellendrzésére, mivel szamos eldnyt biztosit a hagyoményos lap
gélelektroforézissel szemben, beleértve az automatizalhatosagot, a nagyobb felbontast, a
gyorsabb elvalasztasi iddt, valamint a kis vegyszerigényt. Ezért kutatdbmunkam célja
olyan 10j analitikai stratégiak bevezetése és megértése volt, melyekkel a bioterapias
készitmények karakterizalasanak hatékonysaga ndvelhetd.

A terapids fehérjék hatékonysagat és miikodését jelentdsen befolyasolja az aszparaginhoz
kotott N-glikanok jelenléte. Ezeket a kotott N-glikdnokat altalaban endoglikozidazokkal,
példaul PNGaseF enzimmel torténd felszabaditds utan analizaljdk. Munkam soran
értékeltem az N-glikan felszabadulas kinetikdjat a korabban altalunk eldallitott 6His-
PNGaseF enzim altal torténd emésztés soran. Az emésztési ido optimalizalasa érdekében
a reakciotermékeket SDS-CGE modszerrel kvantifikdltam. Ezt kovetéen megvizsgaltam
a minta gliikoztartalmanak hatasat, mint potencialis endoglikozidaz aktivitas modositd
tényez6t. Osszehasonlitd Michaelis-Menten kinetikai vizsgalatot végeztem a 6His-
PNGaseF és egy gyakran hasznalt kereskedelmi PNGaseF termék kozott, gliikkoz
jelenlétében és anélkiil. Megallapitottam, hogy a mintaban 1év6 1 mg/mL gliikoz aktivalta
a 6His-PNGaseF enzimet, mig a kereskedelmi termék felszabaditasi hatékonysagara nem
volt hatassal. A cIEF elvalasztasok soran enyhe toltésbeli kiilonbségeket mutattam ki a
két endoglikoziddz kozott, ami feltételezhetben amiatt van, hogy a kereskedelmi
forgalomban kaphaté PNGaseF enzim feltételezhetéen harom enzim keveréke. Ezek a
kiilonbségek valoszinlileg befolyasoltdk a gliikoz altal kozvetitett enzimaktivitas
valtozasait.

Az ipari standardként fehérje elvéalasztdsra hasznalt, tetrahidroxiborattal térhalositott
dextran gélek esetében ultrahig dextran tartalmii matrixok alkalmazhatosagat nem
vizsgaltak ezidaig a szakirodalomban. Munkam sordn eltéréseket figyeltem meg a
mintaként alkalmazott fehérje standard keverék és a mAb intakt és alegységeinek
elvalasztasdban. Az elvalasztasi mechanizmus megértésének érdekében Ferguson és
reptacios diagramokat vettem fel. A csokkent dextran koncentracioknal mindkét minta
esetében linearis Ferguson diagramokat kaptam, hasonléképpen az Ogston elmélet altal

javasoltakhoz. Azonban ez a modell egy merev poérusszerkezetet feltételez, ezért nem
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alkalmas az elvalasztdsi mechanizmus leirdsadra ultrahig polimeroldatokban, ahol
feltételezhetéen nem alakul ki ilyen mértékii stabil retikulacié. Emiatt ezeket az
elméleteket elvetettem ¢&s feltételezésem szerint a hig és ultrahig dextran tartalmu
polimeroldatokban a véletlenszertien eloszlo dextran lancokba val6 iitk6zés okozza az
SDS-fehérjék méret szerinti elvalasztasat, ami kisebb fehérjék esetén billegést, mig a
nagyobbaknal kotélszer fliggést eredményez az elektromigracio alatt, ezzel befolyasolva
a retardaciot. A terapias mAb SDS-sel fedett intakt, valamint LC és HC alegységei még
nulla dextran koncentracio mellett is bar részlegesen, de elkiiloniiltek. A nagyon hasonld
toltésstirtiséggel rendelkezé makromolekulak méret szerinti elvalasztasaért valosziniileg
az alakszelektivitas volt felelds. Ugyanis az alakvaltozatok hianyaval (pl. glikozilacio)
még a nagy molekulasuly kiilonbségli fragmentumok sem kiiloniiltek el, amint azt a LC
(24 kDa) ¢és ngHC (48 kDa) ko-migracidja mutatja a dextran nélkiili oldatokban.

A rohamosan novekvd bioterdpias fehérje készitmények szdma megkoveteli az SDS-
fehérjék nagy ateresztoképességii analizisét gélelektroforézis esetében. A kdzelmultban
bevezetett multikapillaris elektroforézis berendezések lehetévé teszik a nagy
ateresztoképességli miikodést, azonban tébbnyire ezek csak fluoreszcens detektorral
vannak felszerelve, ami a fehérjék fluoroforral torténd jelolését igényli. Ezért a konnyen
alkalmazhatd fluoreszcens jelolési modszerek kidolgozasa rendkiviil fontos. Az
1doigényes ¢és koltséges kémiai derivatizacidés reakcid elkeriilése érdekében
kifejlesztettem egy kapillarison beliili jelolési modszert PI alkalmazasaval, amit korabban
csak nukleinsav analizishez alkalmaztak. A pozitiv toltésti propidium ligand az
elektromigracié soran komplexet képez az SDS-fehérjékkel, lehetdvé téve az in situ
jelolést az elektroforézis folyamat soran, eldzetes vagy utdlagos derivatizacio nélkiil. A
modszert el0szor egy kereskedelmi forgalomban kaphato fehérje standard alkalmazaséaval
mutattam be, majd egy terapias mAb és annak alegységei jeldlésének optimalizalasara
fokuszaltam. A legjobb érzékenységet az intakt mAb detektalasa sordn 200 pg/mL PI
hasznalataval értem el. A terapias fehérje fragmensei kozotti Rs értékek 50-200 pg/mL
ligandum koncentracié tartomanyban megfeleléek voltak, de a ng/glikozilalt HC par
esettben a 100 pg/mL koncentracid hasznalata ajanlott. A modszer pontossaga,
érzékenysége, detektalasi tartomanya és felbontdsa a PI  koncentracidjanak

valtoztatasaval optimalizalhato.
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7 Tézispontok

1. Tézispont: A Pannon Egyetem Bio-Nanorendszerek Kutatélaboratérium
altal gyartott 6His-PNGaseF enzim emésztési idejének optimalasa soran
megallapitottam, hogy a gliikoz jelenléte noveli az enzimatikus emésztési
folyamat hatékonysagat.

A terapias fehérjék mindségi ellendrzésekor fontos 1épés a glikoproteinekhez kotott N-
glikanok jellemzése is. A legtobb esetben ezeket az oligoszacharid strukturdkat egy
endoglikoziddz enzimmel, PNGaseF alkalmazésaval szabaditjak fel. Munkam soran egy
egyetemen beliil gyartott 6His-PNGaseF enzim deglikozilacios kinetikdjat vizsgaltam az
optimalis emésztési id6 meghatarozasahoz, valamint a minta gliikkdz tartalmanak hatasat
vizsgéltam, mint potencialis endoglikozid4dz aktivitast modositd tényezdt. Az enzim
aktivitdst a Michaelis-Menten modell segitségével vizsgaltam és Osszevetettem egy
kereskedelmi forgalomban kaphatd ¢és széles korben alkalmazott PNGaseF enzim
aktivitasaval.

2. Tézispont: Hig ¢és ultra-hig dextran tartalmu gélek alkalmazasanak
lehetosége SDS-CGE modszer esetében

Munkdm sordn a szakirodalomban eldszor vizsgaltam a hig és ultra-hig (1%-0,01%)
standard keverék ¢s egy terdpias fehérje alegységeinek SDS-CGE elvélasztasa esetében,
valamint tanulmanyoztam a szepardcidés mechanizmusokat. A hig ¢és ultrahig
polimeroldatok gyors elvalasztasi idOket biztositanak a terapias fehérjék analizisénél
mely rendkiviil elony0s lehet a fejlesztés és gyartas soran.

3. Tézispont: Elvalasztasi mechanizmus bizonyitasa a hig és ultrahig dextran-
borat matrixokban

A Ferguson diagramok a fehérje standard ¢és a terapias mAb mintak esetében linearis
karakterisztikat mutattak, annak ellenére, hogy hig polimer oldatokban nem varhat6 a
retikulacio kialakulasa. A fehérje standard és terdpias fehérje mintakomponensek kozotti
felbontasbeli kiilonbségek az alakszelektivitas fontossagara utaltak. Az SDS-fehérje
komplexek az elektromigracio sordn a véletlenszeriien eloszld dextranlancokba vald
itkozése a kisebb méretli fehérjék esetében billegést a nagyobbak esetében pedig

kotélszert fliggést eredményez, ami egyfajta méretalapu elvalasztast eredményezett.
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4. Tézispont: A propidium-jodid, mint fluoreszcens festék alkalmazasa terapias
fehérjék vizsgalatakor
Munkam soran bevezettem az SDS-fehérje komplexek elvalasztas kdzbeni (in-migréacid)
fluoreszcens jelolésének koncepciodjat propidium-jodid alkalmazasaval, melyet kordbban
csak nukleinsavak jel6lésére hasznaltak. A modszerrel egyszeriien elvégezhetd az in situ
jelolés az elvalasztas sordn, mely igy nem igényel sem elvélasztas eldtti vagy utdni
derivatizalasi 1épést, jelentésen felgyorsitva és megkonnyitve ezaltal a jelolés

munkafolyamatat.



THESES 65

8 Theses

1. During the optimization of the digestion time of 6His-PNGaseF enzyme
produced by the Bio-Nanosystems Laboratory of the University of Pannonia
I observed that the presence of glucose increased the efficiency of the
enzymatic digestion process.

In my work, the deglycosylation kinetics of an in-house produced 6His-PNGaseF enzyme
was investigated to determine the optimal digestion time and the effect of sample glucose
content as a potential modifier of endoglycosidase activity was studied. The enzyme
activity was evaluated by using the Michaelis-Menten model and compared with the

activity of a commercially available and widely used PNGaseF enzyme.

2. The use of dilute and ultra-dilute dextran solutions in SDS-CGE

I have investigated the effects of dilute and ultra-dilute (1%-0.01%) as well as zero
dextran concentration separation buffer systems for the separation of a protein standard
mixture as well as a therapeutic protein and its subunits to study the mechanism of
separation. Dilute and ultra-dilute polymer solutions can provide extremely fast
separation times for the analysis of therapeutic proteins during development and

production.

3. Investigation of the separation mechanism in dilute and ultra-dilute
dextran-borate matrices

Ferguson diagrams showed linear characteristics for both samples, despite the fact that
reticulation was not expected in ultradilute polymer solutions. The differences in
resolution between the protein standard and the therapeutic protein sample components
indicated the importance of shape selectivity. The intermittent non-sticky bumping of the
SDS proteins into the randomly distributed dextran chains resulting in pivoting for
smaller and rope like hanging for the larger proteins during their electromigration,

consequently resulting in some size based separation.

4. In-migratio application of propidium iodide as a fluorescent dye in the
analysis of therapeutic proteins

I introduced the concept of in migratio fluorescent labelling of SDS-protein complexes
using propidium iodide, which was previously used only for nucleic acid labelling. The

method allowed simple in situ labelling during the separation process, thus requiring no
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pre- or post-column derivatization steps, significantly speeding up and facilitating the

labelling workflow.
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