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Bevezetés és célkitiizés

Az elmult években a biologiai gyogyszerkészitmények egyre fontosabb szerepet
képviselnek, mivel specifikus hatdsuk révén kevesebb mellékhatast okoznak. A terapias
fehérjék komplex karakterizdlasa sziikségessé teszi az analitikai mddszerek fejlesztését. A
kapillaris elektroforézist széles korben alkalmazzék a fehérjék tisztasaganak vizsgalatara €s
szerkezeti eltéréseik kimutatasara, kiilonosen a kapillaris gélelektroforézis (CGE) modszerét,
amely nagyhatékonysagu elvalasztast biztosit. Kutatasom célja olyan médszerek kidolgozéasa
volt, amelyek gyorsitjadk és egyszeriisitik a terapids fehérjék elvalasztisat és fluoreszcens
jelolését, igy csokkentve a koltségeket.

Kutatocsoportunk szoros egyiittmiikddésben dolgozik a Pannon Egyetem Bio-
Nanorendszerek Kutatdlaboratoriumaval, ahol modszert dolgoztak ki egy glikozilalt fehérjék
analizise soran is fontos endoglikozidaz enzim (6His-PNGaseF) nagyhozamu eléallitasara.
Emiatt céljaim kozott szerepelt ennek az enzimnek a forgalomban is kaphat6 enzimmel torténd
Osszehasonlitdsa, ¢és az optimalis emésztési id0 meghatdrozdsa, valamint a minta
gliilkdztartalmanak, mint enzim aktivitast befolydsold tényezé hatasanak vizsgalata.
Kutatomunkam soran tetrahidroxiborattal térhaldsitott dextran tartalmi matrixokat
alkalmaztam elvalaszto kozegként, és célul tliztem ki, hogy megvizsgaljam az ultrahig és nulla
(1,00%-0,00%) dextran tartalmi matrixok esetében az SDS-fehérje komplexek elvalasztasi
mechanizmusat, nagy hangsulyt fektetve egy terapias monoklondlis antitest (daratumumab) és
alegységeinek elvalasztasara. Tovabbi célul tliztem ki egy 0j tipusu elvalasztas kozbeni (in-
migracid) fluoreszcens jelolési modszer bevezetését propidium-jodid (PI) alkalmazasaval SDS-
CGE esetében. A dolgozat célja bemutatni az 1j jelolési modszer alkalmazhatosagat terapids

fehérjék analizalasakor és megvizsgalni a propidium ligand hatasat az SDS-fehérje komplexek
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Kisérleti munka

Kutatdsaim soran az N-glikdn felszabadulas kinetikajat vizsgaltam a 6His-PNGaseF
enzim emésztése soran, €s az optimalis emésztési idé meghatarozasahoz SDS-CGE moddszerrel
kvantifikaltam a termékeket. Megvizsgaltam a gliikoztartalom hatasat az enzim aktivitasara, és
Osszehasonlito kinetikai vizsgéalatot végeztem a 6His-PNGaseF ¢és egy kereskedelmi PNGaseF
kozott. Eredményeim szerint 1 mg/mL gliik6z jelenléte aktivalta a 6His-PNGaseF enzimet, mig
a kereskedelmi termék aktivitisara nem volt hatassal. A cIEF elvalasztasok soran enyhe
toltésbeli kiilonbségeket figyeltem meg, amelyek valosziniileg befolyasoltdk az enzimaktivités
gliikoz altal kozvetitett valtozasait.

Tovéabbi munkédmban ultrahig dextran tartalmu matrixok alkalmazhatosagat vizsgaltam
tetrahidroxiborattal térhalositott dextran gélek esetében, amelyeket SDS-CGE ipari
standardként hasznalnak fehérje elvalasztasra. Eltéréseket figyeltem meg a fehérje standard
keverék és a terapias monoklonalis antitest (mAb) intakt formaja, valamint alegységeinek méret
szerinti elvalasztasaban. Az elvalasztasi mechanizmusok megértéséhez Ferguson- és reptacios
diagramokat készitettem, amelyek linedris viselkedést mutattak csokkentett dextran
koncentracioknal. A fehérje standard és az antitest intakt és alegység formainak felbontdsa
kozotti kiilonbségek az alakszelektivitas fontossagara utaltak, hisz a terapias antitest SDS-sel
fedett intakt, valamint konnyii- és nehézlancu alegységei még nulla dextrankoncentracio mellett
is megfeleléen elkiiloniiltek.

A bioterapias fehérjék szdmanak novekedése sziikségessé teszi az SDS-fehérjék nagy
ateresztOképességli analizisét gélelektroforézissel. Ennek érdekében kifejlesztettem egy
kapillarison beliili fluoreszcens jelolési modszert propidium-jodid (PI) alkalmazasaval, amely
elkeriili a koltséges kémiai derivatizaciot. Az () modszer lehetdvé teszi az SDS-fehérjék in situ
jelolését és hatékony detektalasat, amit fehérje standardokkal és terapids monoklonalis
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valtoztatasaval optimalizalhato.



Uj tudomanyos eredmények, tézisek
1. Tézis: A Pannon Egyetem Bio-Nanorendszerek Kutatolaboratérium 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-glikdnok
jellemzése is. A legtobb esetben ezeket az oligoszacharid strukturdkat egy endoglikozidaz
enzimmel, PNGaseF alkalmazasaval szabaditjak fel. Munkam soran egy egyetemen beliil
gyartott 6His-PNGaseF enzim deglikozilacios kinetikajat vizsgaltam az optimalis emésztési id6
meghatdrozasahoz, valamint a minta gliik6z tartalmanak hatdsat vizsgaltam, mint potencialis
endoglikozidaz aktivitast modositd tényezét. Az enzim aktivitast a Michaelis-Menten modell
segitségével vizsgaltam ¢és Osszevetettem egy kereskedelmi forgalomban kaphatd és széles
korben alkalmazott PNGaseF enzim aktivitasaval.
2. Tézis: Hig és ultra-hig dextran tartalmu gélek alkalmazasanak lehetosége SDS-
CGE modszer esetében
Munkam soran a szakirodalomban elészor vizsgaltam a hig és ultra-hig (1%-0,01%) valamint
¢s egy terapids fehérje alegységeinek SDS-CGE elvalasztisa esetében, valamint
tanulmanyoztam a szepardciés mechanizmusokat. A hig és ultrahig polimeroldatok gyors
elvalasztasi idoket biztositanak a terdpias fehérjék analizisénél mely rendkiviil elényds lehet a
fejlesztés és gyartas soran.
3. Tézis: Elvalasztasi mechanizmus vizsgalata a hig és ultrahig dextran-borat
matrixokban
A Ferguson diagramok a fehérje standard és a terdpids mAb mintdk esetében linearis
karakterisztikat mutattak, annak ellenére, hogy hig polimer oldatokban nem vérhato a
retikulacid kialakulasa. A fehérje standard és terapias fehérje mintakomponensek kozotti
felbontasbeli kiilonbségek az alakszelektivitas fontossdgara utaltak. Az SDS-fehérje komplexek
az elektromigracio soran a véletlenszeriien eloszlo dextranlancokba vald iitkdzése a kisebb
méretli fehérjék esetében billegést a nagyobbak esetében pedig kotélszerl fliggést eredményez,
ami egyfajta méretalapu elvalasztast eredményezett.
4. Tézis: A propidium-jodid, mint fluoreszcens festék alkalmazasa terapias fehérjék
vizsgalatakor
Munkam soran bevezettem az SDS-fehérje komplexek elvalasztas kozbeni (in-migracio)

fluoreszcens jelolésének koncepciodjat propidium-jodid alkalmazasaval, melyet kordbban csak



nukleinsavak jel6lésére hasznaltak. A modszerrel egyszerlien elvégezhet6 az in situ jelolés az
elvalasztas soran, mely igy nem igényel sem elvalasztas el6tti vagy utani derivatizalasi 1€pést,

jelentdsen felgyorsitva és megkonnyitve ezaltal a jel6lés munkafolyamatat.
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