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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Napjainkban a miiszeres analitikai technikak alkalmazasa iranti igény névekvd tendenciat
mutat, mely elsédlegesen a  biotechnologiai, élelmiszeripari, illetve  orvosi
kutatolaboratoriumok elmult évtizedekben torténd robbanésszerti fejlodésével, valamint a
kiilonboz6 gyogyszer hatdoanyagokkal, élelmiszer sszetevokkel és ezek tisztasagaval szemben
tamasztott egyre szigorodd mindségbiztositasi eldirasok megjelenésével magyarazhato. Az
ujgeneracios biologikumokra (legyen szé akéar nagyobb molekulaju terapias fehérjékrol, akar
kisebb molekulaméretli étrend kiegészitd komponensekrdl, melyeket tipikusan ¢l6
organizmusok segitségével allitanak eld) egy természetes szerkezeti valtozatossag jellemzd,
mely altal a késztermékek bizonyos foku variabilitast (mikroheterogenitast) mutatnak. Ezen
valtozatoknak minden esetben elére definialt tartomanyokon beliil kell maradniuk a
biztonsagos alkalmazhatdsag és hatdsossag elérése érdekében, melyek szdmszerlsitéséhez
miiszeres analitikai technikak és az azokhoz tartozé6 méddszerek megalkotasa, illetve folyamatos

fejlesztése valik sziikségessé [1, 2].

A Kkapillaris elektroforézis (CE) egy egyszerlien alkalmazhato, gyors és nagyfelbontast
analitikai technika, mely kis mintaigényével, valamint rendkiviili hatékonysagaval egyre
nagyobb teret hodit az elvalasztastechnika vilagaban, megcélozva tobbek kozt
orvosdiagnosztikai (pl. biomarker azonositas) és ipari (pl. gydgyszer tisztasdg vizsgalatok)
feladatok ellatasat, tovabba a klasszikus kromatografids modszerek altal nem, vagy csak
nehezen megoldhato analitikai problémak athidalasat. A legtobb biologiai eredetli molekula
azonositasdhoz azonban nem csupan a legalkalmasabb elvélasztdsi modszer megtalalasa
fontos. Legalabb ekkora relevancidval bir a megfeleld detektalasi mod kivalasztasa is, mely
optimalis esetben egy jol definidlhaté képet ad a vizsgaland6 analitokrol, valamint lehetdvé
teszi azok pontos mindségi €s mennyiségi azonositasat. A klasszikus ultraibolya abszorbancia
(UV) alapu detektalasi modszerek mellet ma mar eldnyt élveznek a modernebb, indirekt elven
miikddo (pl. 1ézer indukalt fluoreszcencia, roviden LIF - alaptl) modszerek, melyek derivatizalt
mintdk nagy érzékenységli észlelését és karakterizalasat teszik lehetévé, valamint azon
kapcsolt technikak, melyek direkt mddon valdsitanak meg ugyancsak nagy érzékenységii és
nagy felbontédsu strukturalis informéciogytijtést. Ez utdbbiak koziil a bioldgiai minta tipusatol
fliggben az elektrospray ionizacios tomegspektrometria (ESI-MS) bizonyul az egyik legjobb
megoldasnak és nyujt rendkiviil részletes strukturalis informéciot kis-, és nagymolekuldkrol

egyarant. A tomegspektrometriat a mai analitikai gyakorlatban mar eldszeretettel alkalmazzak



akar onmagaban, akar kromatografias vagy elektroforetikus elvalasztastechnikai méodszerekkel
kapcsolva, mind a biotechnologiaban, mind molekularis biologiai €s orvosi analitikai célokra

(3, 4].

Doktori munkam, valamint jelen értekezés célja, hogy a bioanalitikdban, illetve
mikrofluidikdban ismeretes, CE-alapt moddszereket Ujgeneracids, fehérje alapu
bioterapeutikumok, valamint N-kotott és szabad oligoszacharidok karakterizalasan keresztiil
szemléltesse. Ezek mellett fontosnak tartom bemutatni azokat az elektroforetikus elvalaszto
kozegeket (hattér elektrolitok, BGE-k), melyeket kutatomunkdm soran az alkalmazott
detektalasi modokhoz optimalizalva fejlesztettem ki, ugyanis ezek tették lehetdvé szamomra a
kiilonb6zé mintatipusok szerinti hatékonyabb CE analizist. Dolgozatomban kiemelem a
tomegspektrometrids detektalast és annak elektroforetikus elvalasztas utani alkalmazhatosagat,
mely elsddlegesen a kifejlesztett elvalasztdo kozegek Osszetevoinek fliggvényében valtozik.
Célom volt tovabb4, hogy egy a biotechnologiai ipar szamara évek 6ta megoldatlan analitikai
problémara (fehérjék méret szerinti elvalasztasat kovetd pontos, “on-line” szerkezetazonositas)
alternativ megoldast ismertessek. Ennek 1ényege, hogy a klasszikus natrium dodecilszulfat
poliakrilamid lapgélelektroforézis (SDS-PAGE) technika analogjaként alkalmazhato,
gyorsabb és on-line detektalast lehetdvé tévé SDS-kapillaris gélelektroforézist (SDS-CGE)
tomegspektrometrids detektalassal kapcsolva optimalizaljam, ezzel megalkotva egy olyan
analitikai rendszer kombindciét, mellyel a fehérjék méret szerinti elvéalasztasat

tomegspektrometria altali, egyértelmi strukturalis azonositas kdvetheti.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Terapias fehérjék karakterizalasa
2.1.1. A fehérjegyogyszerek jelentosége és fejlodése

A fehérje alapu gyogyszerek klinikumban val6 felhasznalasukat tekintve egyre elterjedtebbé
valtak az elmult évtizedekben, mely elsOsorban széleskorti terapids alkalmazhatdsaguknak
koszonhet. 2010-re tobb, mint szdz természetes €s ugyanennyi modositott fehérje tipusu
gyogyszert engedélyeztek az Eurdpai Unid és az Egyesiilt Allamok teriiletén, 2021-re pedig az
engedélyezett, kizardlag monoklonalis antitest (mAb) alapt terapeutikumok szdma is elérte a
szazat, ezzel csaknem felét kitéve a vilag éves gyogyszeripari bevételének [5, 6].

Torténelmileg elsdsorban két paradigma valtozast fontos megemliteni a bioterapeutikumok
kapcsan, melyek megalapoztdk a terdpias antitestek alkalmazasanak lehetdségeit. Az elsd
Iényeges felfedezés Emil von Behring Nobel-dijas immunologus nevéhez fiizddik, aki az 1880-
as években kifejlesztett ellenszere révén valt ismertté, melynek neutralizald hatasaval szérum
terapia soran semlegesithetévé valt a diftériat okozo baktérium szamos esetben halalt okozo
toxinja. A felfedezett antitoxin ezrek életét mentette meg és valt hatékony terdpiava az addig
kezelhetetlennek tiind, magas mortalitasu betegséggel szemben. A masik fontos paradigma
valtozast a Kohler és Milstein nevéhez fliz6d6 hibridoma technika hozta el, ami lehetové tette,
hogy csaknem korlatlan mennyiségben szelektalhato monoklonalis antitest allhasson a kutatok
¢és orvosok rendelkezésére vizsgalati és terdpids szempontbol meghatdrozott specifitassal. A
technika sikeréhez természetesen hozzéjarultak az azota is folyamatosan fejlédé molekularis
biologiai moddszerek, foként a rekombinans DNS alapu eljarasok, illetve azok, melyek
segitettek részletes képet formalni és megérteni az antitestek szerkezeti sajatossagait, igy
vezetve el a tudomanyt a kiméra és humanizalt monoklonalis antitestek megteremtéséhez,
valamint miikodésiik megértéséhez. Mindemellett, a fag display technikdk és transzgénikus
allatok létrehozasa segitette végbemenni eme paradigma valtozasokat utat nyitva a mai,
ujgeneracios mAb-ok megalkotasahoz, fejlesztéséhez azok modern analitikai eszkozokkel
torténd vizsgalatahoz [5].

A rekombinans fehérjék vizsgalataval foglalkoz6 tudomanyteriilet fejlddésében, valamint
azok human bioterapeutikumként torténd eldallitdsdnak és piacra keriilésének fontos
alappillére a molekuldk atfogd expresszids ismerete és strukturalis tervezhetdsége. Ezen

terapias fehérjék alapvetden harom nagyobb alcsoportba rendezhetdk: (1) hormonok és



vérfaktorok, (2) enzimek ¢€s (3) citokinek. Egy rekombinans human terapeutikum mindharom
alcsoport esetében valamely hidnyzo vagy diszfunkcionalis fehérjét hivatott helyettesiteni a
betegek szervezetében. A legismertebb példa erre az I-es tipust cukorbetegség, amely soran a
beteg egyfajta immunoldgiai tdmadast indit sajat inzulintermeld B-sejtjei ellen, melynek
kovetkezményeképp szervezete képtelenné valik a vérben 1évo glilkoéz transzportjara és
metabolizmusara. 1923-ban az Eli Lilly gydgyszeripari vallalat fejlesztette ki az elsé gyartasi
folyamatot, melynek soran létrehoztak a legelsé kereskedelmi forgalomban kaphato6 inzulint,
amit ekkor még Iletin néven ismertek. A gyartdsi mddszer eleinte haszonallatok (sertés,
szarvasmarha) hasnyalmirigyébdl kivont enzim tisztitdsan alapult, de mivel a fehérje ezen
formai szekvencidiban néhany aminosavval eltértek a human inzulinétdl, sok esetben a beteg
szervezete antitesteket termelt a molekulakkal szemben, igy ezek stlyos immunreakciot is
kivalthattak. A *70-es évek elején ezt a modszert valtotta a rekombinans DNS forradalmat
kihasznalva a Genentech cég korszakalkotd ujitdsa, mely szerint genetikailag modositott
Escherichia coli baktériummal is eldallithatd az enzim jelentdsen nagyobb hozammal és
tisztasaggal. A modszert az addigra mar népszerti Eli Lilly cég licenszelte és a sikeres klinikai
vizsgalatok utdn 1982 végén piacra dobta a Humulin nevili, a human eredetlivel teljesen
megegyez0 szerkezetli fehérjét [7]. Nem sokkal ezt kovetden jelentek meg az elsd, antitest

alapu fehérje terapeutikumok is.

2.1.2. A terapias antitestek jellemzoi

A monoklondlis antitestek és Fc fuzids fehérjék (FcFP-k) funkciojukat tekintve alapvetden
eltérnek az inzulinhoz hasonld, helyettesitd szerepet betoltd biologikumoktol. A mAb-ok
valojaban olyan fehérjek, melyek képesek a szervezet sajat, természetes immunoglobulin G
(IgG) molekuldjahoz hasonld biokémiai viselkedést mutatni, valamint annak bizonyos
funkcioit szabalyozni. Ezek segitségével patogénekhez vagy egyéb ismeretlen eredetii
entitdsokhoz kdtddhetnek, hatdsosan semlegesitve vagy eltavolitva azokat a szervezetbdl. Az
egy masik, természetes vagy mesterségesen modositott fehérje molekulaval (pl. receptor
exodomén, citokin vagy kotéfehérje). Ezen tulajdonsdgaiknak kdszonetden tehat a mAb-ok és
FcFP-k kotddni tudnak extracellularis célmolekuldkhoz, sejtekhez vagy més patogénekhez,
melyeket képesek semlegesiteni, funkciojukat blokkolni vagy eltavolitani azokat a keringésbdl.
Mindemellett, sok esetben képesek szabalyozni a célmolekuldik aktivitdsat is, aminek

eredményeképp némi hasonlosdg fedezhetd fel azon kisebb méretli molekuldkkal, melyek



farmakoldgiailag aktiv agensekként modositani tudjék egy betegség aktiv komponenseit (pl. a
tumor nekrozis faktor alfa (TNFa) és az interleukin 1 béta (IL1P)). Az elsé kereskedelmi
forgalomban kaphato terapids antitest a Humulin megjelenése utan 4 évvel keriilt a piacra 1986-
ban az Ortho Biotech cég altal, mely a Johnson & Johnson leanyvallalataként allitotta eld
Orthoclone OKT3 (muronomab CD3) nevli immunszuppresszans termékét. A gyartasi €s
ellendrzési folyamatok komplexitasat jol mutatja, hogy a kovetkez6 mAb alapu gyodgyszer
megjelenéséig Gjabb 8 év telt el [7, 8]. Ez a folyamat azonban a 2010-es évektdl felgyorsult, és
napjainkra mar csaknem 7000-nél tart a klinikai vizsgélatban szerepld-, és 400 feletti a III.
klinikai fazisnal tartd, elfogadds vagy elutasitas eldtti monoklonalis antitest alapu
bioterapeutikumok szdma (www.clinicaltrials.gov; search: mAb AND therapy).
Szerkezetiiket tekintve a terapids antitestek olyan glikoproteinek, melyek az 6t alcsoport
(IgA, IgD, IgE, IgG és IgM) altal képviselt immunoglobulin szupercsaladba tartoznak. Mivel
az Ot alcsoport koziil a gyogyszeriparban jelenleg az immunoglobulin G-t hasznaljak arra, hogy
génmérndkség sordn bioterapeutikumokat allitsanak eld, ezért a rekombinans mAb és IgG
immunglobulinoknak, mely négy alcsoportra oszthatd: IgGl, IgG2, IgG3 ¢és IgG4. Az
alcsoportok képviseldi eltérd ardnyban taldlhatok meg a human szervezetben és kiilonbozd
szerepet toltenek be az immunrendszer miitkddésében. Az IgG1 a legelterjedtebb alcsoport
(~66%), mely foként virusok és baktériumok elleni védelemben, példaul az opszonizacidoban
(patogének megjeldlése fagocitdzisra), a komplement rendszer aktivalasaban ¢és az
antitestfliggd sejtkozvetitett citotoxicitasban (ADCC) jatszik kulcsfontossagl szerepet. Az
IgG2 foként bakteridlis poliszacharidok felismeréséért felelds, az 1gG3 pedig ugyancsak a
komplement rendszer aktivalasa ¢s az effektor sejtek altali patogén elpusztitas miatt
kiemelkedd fontossag. Végil, az IgG4 jelentds szerepet jatszik az immuntolerancia
fenntartasaban, kiilondsen kronikus antigén expozicid esetén. Egyiittmitkddésiik révén ezek az
alcsoportok biztositjak a szervezet védelmét kiillonbozd patogének ellen. A terdpias
immunoglobulinok funkciéit foként azok idegen eredetli anyagokkal (antigének),
effektorsejtek felszini receptoraival (FcyR), a komplement konstans komponensével (Clq),
valamint a neonatalis Fc receptorral (FcRn) 1étrejovo kapcsolatai hatarozzak meg [9]. Az IgG

molekula altaldnosan értelmezhetd struktirajat és fontosabb funkcioit az 1. dbra mutatja be.
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1. abra: Az IgG molekula strukturaja és funkcioi [9, 10]. ADCC: antitestfliggo sejt-kozvetitett
citotoxicitds, ADCP: antitestfliggd sejt-kozvetitett fagocitdzis, CDC: komplementfiiggd

crer

esetben a fehérjéhez kotddve fontos bioldgiai funkcidkat betoltd N-glikdnok talalhatok.

Ezen immunoglobulinok variabilis régidja képes nem-kovalens kapcsolatot (példaul
hidrogén kotéseket, Van der Waals kapcsolatot, valamint hidrofob és ionos kolcsonhatasokat)
létrehozni az antigénekkel, mely kapcsolat erdssége az affinitdis mértekétdl és a
specifikussagatol fiigg. Fontos megjegyezni, hogy ez a specifitas azt is jelenti, hogy az antitest
semmilyen mas molekuldhoz nem kotddhet a szervezetben. Mig a fehérje konnyii-, és nehéz
lancainak variabilis doménjein (rendszerint Vi €és Vu) keresztiili kapcsolodas a kotés

crer

receptoraihoz valo kotdédése bizonyos funkcidkat, tobbek kozt az effektorsejtek fagocitdzasat
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(ADCP), ¢s elleniik kifejtett citototoxikus hatasat (ADCC) vagy a komplement altal kivaltott

sejtpusztitast (CDC) szabalyozza. Az antitest Fc régidja tovabba felelés az immunoglobulin

crer

s

(PTM) létrejovo szénhidrat struktirak dsszetétele is befolyasolja az IgG effektor funkcidinak
aktivitasat. Ezen glikan strukturak jelenléte a fehérje molekulan egy Gn. “kritikus mindségi
jellemz6” (CQA), mely nagyban megneheziti a fehérje terapeutikumok ipari eldallitasat,
ugyanakkor biztositja azok szerkezeti és funkcionalis allandésagat [11, 12]. A glikanok
fontosabb szerkezeti tulajdonsagairol, jellemzo6irdl, valamint bioanalitikai eszkozokkel torténd
meghatarozasarol bodvebben a dolgozatom 2.2 fejezetében térek ki.

Hatdsmechanizmusuk alapjan megkiilonboztethetiink olyan terapids monoklonalis
ellenanyagokat, melyek 1) citokineket és novekedési faktorokat gatolnak, 2) receptorokat
blokkolnak, illetve csokkentik azok kifejezddését. Az elsd csoport képviseldi kozé tartozik
példaul az autoimmun Crohn-betegség kezelésére fejlesztett kiméra (mesterségesen eldallitott
vagy moédositott) tipusu infliximab, mely a tumor nekrozis faktor alfahoz (TNFa) kotodve fejti
ki hatasat. A gyogyszer hatékonyan képes gatolni a nevezett citokint, megakadalyozva azt a
sejtek aktivaldsdban valo részvételében, ezaltal csokkentve a gyulladast és a szoveti karosodast
[13]. A TNFa gatl6 antitestek jelenleg a leghatékonyabb bioterapeutikumok a piacon, melyeket
szamos egyéb gyulladdsos megbetegedés soran alkalmaznak a klinikumban. Az infliximab
mellett a neutralizald ellenanyagok legismertebb képviseléi tovabba az etanercept,
adalimumab, certoluzimab és golimumab, melyek szerkezetileg részben eltéréek, &m hatasuk
azonos elven alapszik. A masodik csoport képviseldivel nem csupan maga a ligandum, hanem
a sejtmembran receptorai is gatolhatok. Példaként itt a tocilizumab, illetve az aL integrin nevii
fehérjék hozhatdk fel, melyek rendszerint az interleukin-6 (IL-6) receptor blokkolasara
alkalmasak [14]. Napjaink legsikeresebb tumor ellenes immunterapidi ezen receptorblokkolas,
illetve a receptor kifejezddés csokkentésének elvén mitkddnek [9, 15]. Végiil pedig fontos
megemliteni azon ellenanyagok csoportjat is, melyek sejtpusztitdssal és szignalizacids
folyamatokkal valtjak ki hatdsukat a receptor internalizacidja nélkiil, az immunrendszer
bizonyos elemeinek (citotoxikus T-sejtek, a természetes O0ldsejtek és antitest-fliggd sejtek)
aktivizalasaval. Legismertebb képviseldjiik az 1997-ben FDA dltali engedélyt szerzett
rituximab nevii fehérje gyogyszer, mely hatasmechanizmusaként a B-sejtek felszinén talalhato
CD20 antigénnel kolcsonhatasba 1épve elpusztitja, vagy inaktivalja azokat, és ezaltal
hatékonyan csokkenti a B-sejtes limfoma és a kronikus limfocitds leukémia (CLL) koros

sejtieinek szamat [16]. Megjegyzendé azonban, hogy a terdpia hatdsaként a humoralis
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immunvalasz a betegben minimalisra csokkenhet, igy az immunhianyos allapot megeldzése
érdekében a kezelés elott kiegészitd terapidkra és védooltdsokra is sziikség lehet az
immunrendszer védelmének céljabol [17].

Szamos esetben nem csupdn az immunrendszer aktivalasa és védelme, hanem annak gatlasa
is sziikségessé valhat. Az autoimmun betegségek eldforduldsa az elmult évtizedekben
jelentésen novekedett, mivel napjainkra az autoimmunitasra hajlamosit6 genetikai tényezok
mellett szamos kornyezeti tényezd is szerepet jatszik ezek novekedésben. Ilyen példaul a
kornyezeti szennyezes, a dohanyzés, a tulzott cukor-, és zsirfogyasztas, valamint az egyéb
¢letmodbeli valtozasok. Az autoimmun betegek szamanak novekedésével ezért megndtt az
igény bizonyos Ujgeneracios mAb-ek megtervezésére is, melyek specifikusan képesek gatolni
az immunrendszer hibds mukodését. Ezek a terdpias fehérjék tobbnyire CD3-specifikus
ellenanyagok (pl. otelixizumab, teplizumab), melyek Fc régiojat is modositottak abbol a célbdl,
hogy az effektorsejtek Fcy-receptoraihoz ne tudjon kapcsolddni. A kezelés soran ezek a mAb-
ek a T-sejt receptor (TCR)-CD3 komplexhez kotddhetnek, mely a T-sejt antigénfelismerd
receptoranak egy jelentds eleme, és feladata az antigének felismerése, valamint a T-sejt
aktivalasa, aminek révén kulcsfontossagu szerepet jatszik az immunvalasz szabalyozasaban.
Az Gjgeneraciés mAb-ek altal kivaltott T-sejt aktivalds soran a T-sejtek segitd T-sejtekké és
regulatoros T-sejtekké alakulhatnak, ezaltal immuntolerancia kivaltasat eredményezve. Az itt
emlitett gydgyszerek fontos szerepet toltenek be tobbek kozott az 1-es tipusti cukorbetegség
kezelésében ¢s megeldzéseében [9, 17].

Az elmult években vizsgalt és engedélyezett, f0ként neutralizald hatash terapias antitestek
aktualitdsdnak és szdmanak ndvekedésében jelentds szerepet jatszott a 2019-ben megjelend
koronavirus betegség (SARS-CoV2 alfaj) folyamatosan varial6do virus torzseinek vilagméretii
elterjedése, melyet mind fert6zoképességében, lefolydsaban, mind pedig stulyossagat és
mortalitasat tekintve napjaink legmeghatarozobb virusbetegségei kozott tudhatunk [18]. A
nagyobb gyogyszeripari cégek gyors reakcidjanak koszonhetden kifejlesztett és a betegség
kirobbanasa utan viszonylag hamar az emberek szdmara elérhetd, aktiv immunizéalasra
alkalmas vakcina tipusok mellett értelmet nyert a monoklondlis antitest alapti passziv
immunizalas lehetdsége is, mely a betegség korai szakaszaban képes javitani a stlyosabb
lefolyasu esetek elszenveddinek allapotan, csokkentve ezzel az egyébként is magas mortalitasi
ratat. Ilyen tipust terapeutikumok példaul az elézetesen FDA altal vészhelyzeti felhasznalasi
engedélyt (EUA) szerzett, majd visszavont bamlanivimab, etesevimab, casirivimab,

imdevimab, valamint az omicron tdrzs bizonyos varidnsai ellen is hatdsosnak bizonyuld
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bebtelovimab és az elsd teljes korih FDA engedélyt nyert, Actemra névvel piacra kerilt
tocilizumab hatéanyag tartalmu fehérje gyogyszer [19].

Munkam soran a bamlanivimab nevii gyogyszer ideiglenes engedélyeztetésekor
lehetéségem adddott eme monoklonalis antitestet CE alapti modszerekkel fehérje és N-glikan

szinten is karakterizalni, melynek eredményeit a 4. fejezetben ismertetem.

2.1.3. A monoklonalis antitestek min6ségi és mennyiségi meghatarozasa —

miiszeres analitikai modszerek a gyakorlatban

A terapids fehérjék mindségének pontos és megbizhatd jellemzése komoly kihivast jelent
az ipar szamdra, mivel eldallitdsuk soran szamos eltérd tulajdonsaggal vértezhetdk fel, melyek
befolyasoljak hatékonysagukat és biztonsdgossagukat. Emiatt valtak nélkiilozhetetlenné azok
az analitikai stratégiak és modszerek, amelyekkel a mAb-ek és mas fehérjealapt gyogyszerek
mindsége meghatarozhato, ellendrizhetd, és melyek folyamatos fejlesztést igényelnek annak
érdekében, hogy megbizhatd klinikai eredmények sziilessenek, és ezaltal hatékony
készitményeket lehessen eldallitani. A ma ismert legfontosabb fehérjékre alkalmazhato
analitikai stratégiak a kovetkezok:

1) Aminosav szekvencia meghatarozasa: az aminosav szekvencia meghatarozasa alapvetd
fontossagu a monoklondlis antitestek mindségének és hatékonysdganak meghatdrozasdhoz. Ez
a lépés lehetdvé teszi a fehérje polipeptid vazadnak pontos azonositasat és az esetleges mutaciok,
modifikaciok és degradacids termékek felismerését.

2) Térbeli szerkezet analizise: a mAb-ek haromdimenzids szerkezetének azonositdsa fontos
a fehérje aktivitdsdnak és stabilitdsdnak meghatarozdsdhoz. A szekvencia és szerkezet
meghatarozasara alkalmas analitikai modszerek kozé tartoznak tobbek kozt a rontgenkristaly-
diffrakciés, valamit a spektroszkopids modszerek, mint példadul az ultraibolya (UV) vagy
infravords (IR) spektroszkopia, a magneses magrezonancia (NMR) spektroszkdpia és a
tomegspektrometria (MS).

3) Poszttranszlaciés ¢€s kémiai moddositasok elemzése: a  bioterapeutikumok
poszttranszlaciés €s kémiai modositasai, mint a glikozilacio, hidroxilacid, deamidécio,
oxidacio, ¢és ciklizacio, fontos hatdssal lehetnek a fehérje biologiai aktivitasara ¢&s
immunogenicitasara. A PTM vizsgalatokhoz legalkalmasabb analitikai modszerek kozott
szintétn meg kell emliteni a tomegspektrometriat, valamint az elektroforetikus és

kromatografids modszereket kiilonboz6 detektalasi modokkal kapcsolva. Sok esetben ezek
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egylittes alkalmazasa teszi lehetévé a legpontosabb szerkezeti informacid6 meghatarozasat,
példaul a nagy teljesitményli folyadékkromatografia (HPLC), vagy kapillaris elektroforézis
(CE) MS-sel val6 6sszekapcsolasaval.

4) Fizikai tulajdonsagok elemzése: a fehérje terapeutikumok fizikai tulajdonsagai kozé
tartozik a tomeg, a toltés, a hidrofobicitas és a termikus stabilitds. Ezek az adatok fontosak a
termék vizsgalatakor €s a gyartasi folyamat optimalizalasa végett. A fizikai paraméterek
analizisé¢hez leggyakrabban alkalmazott modszerek a dinamikus fényszéras (DLS), valamint
bizonyos kromatografias (pl. méretkizaras, ioncsere) elven miikkddé modszerek.

5) Biologiai aktivitas vizsgalata: a fehérjék bioldgiai aktivitasanak vizsgalata fontos a
hatékonysdg ¢és a biztonsagossag meghatarozasahoz. Ezek meghatdrozasara elsOként az
antigén-antitest reakcié kotési specifitdsan alapuld sejtes immunkémiai tesztek a
legalkalmasabbak (pl. radio-immuno/komplexalt-, (RIA) vagy enzimhez kotott immunszorbens
proba (ELISA)).

6) Tisztasagi vizsgalatok: a molekulak tisztasdganak vizsgdlata minden esetben esszencidlis,
hogy biztonsagos ¢és hatékony gyogyszer késziilhessen a betegek szamara. Ezeket az analitikai
vizsgalatokat elsdsorban ugyancsak kromatografias, elektroforetikus és tomegspektrometria

alapu modszerekkel végzik [20].

Az itt felsorolt pontokat a tovabbiakban a kutatocsoportunk altal alkalmazott mikrofluidikai
technikak és analizdlandé molekulak fényében érintem, kiemelve a kapillaris zona- (CZE),
nativ-, ¢és SDS-gélelektroforézis (SDS-CGE), illetve az elektrospray ionizacios
tomegspektrometria (ESI-MS) alapti modszereket és a mogottiik rejld fehérjeanalitikai

lehetdségeket.

2.1.4. Fehérjeanalitika kapillaris elektroforézis és tomegspektrometria

alkalmazasaval

Arne Tiselius 1930-as években megkezdett elektroforézissel kapcsolatos munkajat
jutalmazo6 Nobel-dija ota 75 év telt el. A modszer alapelve, hogy elektromos térben a toltéssel
rendelkezd részecskék, molekula ionok (pl. nukleinsavak, fehérjék) kiillonbozo sebességgel
vandorolnak egy elektrolit (puffer vagy gélrendszer) oldatdban. A sebesség, amellyel ezek a
részecskék migralnak, elsdsorban a részecskék szerkezetétdl és mobilitdsatol fiigg (amely a

méret, t0ltés, kdzeg viszkozitas, hdmérséklet, térerdsség és kémiai kolcsdonhatasok fiiggvénye).
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Az elektroforézis sordn a kiilonb6z6, vagy hasonlo tulajdonsagu molekuldk elvalaszthatok és
azonosithatok. Kezdetben az elektroforézist sikagyas (lap gél) formatumban végezték, melyet
még ma is széles korben alkalmaznak biomolekuladk elvéalasztasara. Elmondhat6 azonban, hogy
a sikdgyas megkozelitéshez képest a kapillaris oszlopos/csoves elrendezésnek szamos elonye
mutatkozik meg, foként a sebesség, kvantitalhatosag ¢és online detektalas terén. A kapillaris
csovek belsé atmérdje ma mar altalaban 25-75 um méretli, ami rendkiviil gyors és hatékony
szeparaciot eredményez (akar 10%os elméleti tinyérszdm tartoméanyban) [21]. A nagy
hatékonysag és a késziilékek egyszerli hasznalata az elmult 40 év soran a technikat az egyre
gyakoribb alkalmazas és a gyors fejlodés iranyaba terelte. Amennyiben a CE-rdl, mint
egyediilallo analitikai technikarodl esik sz6, emlitést kell tenniink Hjertén 1967-es munkajarol
[22], mely a technika kezdeti iddszakaban mutatja be az els0 kapillarisban végzett
elektroforetikus kisérleteket, ekkor még milliméteres atmérdjii csoveket alkalmazva. A
technika potencialjat figyelembe véve, annak gyors fejlddésével magyarazhat6, hogy 1981-ben
Jorgenson és Lukacs megalkotta a 100 um-nél kisebb kapillarisok hasznalatanak lehetdségeit
[23], ezért ezt az évet tekinthetjiik a ,,modern” CE technika sziiletési évének. Egy altalanos CE

késziilék felépitését a 2. abra szemlélteti.

Szamitégép
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2. abra: A kapillaris elektroforézis felépitése sematikus abran szemléltetve [24].

A fehérjék CE analizisekor szamos paramétert ¢s mérési koriilményt kell szem el6tt tartani
a valasztott elektroforetikus modtol és a minta tipusatol fiiggéen. Fehérjék mérésére a legtobb
ismert CE mod alkalmazhatd, melyek elve lehet kapillaris zonaelektroforézis (CZE), nativ-,

vagy SDS kapillaris gélelektroforézis (CGE, SDS-CGE), kapillaris izoelektromos fokuszalas
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(cIEF), vagy micellas elektrokinetikus kromatografia (MEKC). Ezen analizis modok
kivalasztasa elsddlegesen a felmeriilé analitikai problémak és minta tipusok fiiggvényében
valtozik. A CE-alapi moddszerekrél altalanossagban elmondhatd, hogy a klasszikus
elektroforézishez viszonyitva szamos eldnnyel rendelkeznek fehérjeanalitikai tulajdonsagaik
kapcsan. Els0sorban a felbontast érdemes kiemelni, ugyanis az emlitett médszerek mindegyike
hatékony, alapvonali elvalasztast nyajthat a fehérjékre, ami lehetové teszi az alacsony
modszerek tovabba rendkiviil gyorsak, igy rovidebb id6 alatt lefuttathaté egy-egy
méréssorozat, ami rengeteg idot és erdforrast takarit meg a laboratériumi munka folyaméan. A
kromatografias modszerekhez hasonloan a CE is automatizalhat6, ami csdkkenti a felhasznaloi
hibak kockazatat és noveli az ismétlések kozotti reprodukalhatdosagot. Mindemellett, a CE altali
analizis nagyon kis minta mennyiségekkel is elvégezhetd, ami hasznos lehet, ha korlatozott
mennyiségli minta all rendelkezésre.

Osszességében tehat egy olyan magas érzékenységii, nagy hatékonysagli analitikai
modszerrdl beszélhetiink, mely egyszertisége, relative alacsony koltségei, kis oldoszerigénye
¢s gyorsasaga miatt egyre nagyobb teret hodit az iparban és a kutatdlaboratériumokban

egyarant [25], [26].

Az utdbbi évtizedekben a terapids fehérjék  elektroforetikus  elvalasztasa,
molekulatomegének ¢és tisztasaganak meghatarozdsa tobbnyire a klasszikus natrium
dodecilszulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) technika segitségével tortént,
melyet a mai napig rutinszerlien alkalmaznak a molekuldris bioldgidban, valamint a biokémiai
¢s proteomikai gyakorlatban. Az SDS-PAGE az egyik legelterjedtebb mddszer a fehérjék
méretének meghatarozasara, mely sordn a fehérjéket elektroforézissel kiilonb6zd porusméretii
poliakrilamid gélben futtatjak (14sd, 3. abra). Lényege, hogy az SDS segit a fehérjék toltésének
egységesitésében ¢€s szolubilizaciojaban, mig a PAGE a fehérjék méret szerinti elvalasztasat
végzi, tovabba lehetdvé teszi a fehérjék molekulasulyanak és relativ mennyiségének vizsgalatat
[27]. A technika hatranya, hogy rendkiviil munkaigényes, mert tobboras labortevékenységet
kovetel a gél eldkészitése, a mintdk futtatasa, a fehérje frakciok festése, valamint a gélkép
elkészitése és annak elemzése. A kereskedelmi forgalomban kaphato elégyartott gélekkel az
eljaras elso 1épése egyszeriibbé valik €s kevésbé valoszinili a szennyezddés, de 0sszességében
a munkafolyamat ezzel egyiitt is viszonylag lassu és farasztd. Tovabba, a nagymennyiségl
fehérje feldolgozasi miiveletek soran és omikai kutatolaboratériumokban a fehérjék elemzése

gyakran akadalyt jelent a munkafolyamatban. Ennek fényében fejlddhettek ki a miiszeres
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analitika olyan irdnyzatai, melyek adott indikéacidival helyettesiteni tudtak az addig bevett
fehérjeanalitikai modszereket. Ez nem azt jelenti, hogy a kordbbi modszerek nem
alkalmazhatok (vagy adott esetben sziikségesek) a modernebb megkozelitések mellett, csupan
azt, hogy az id6 egyre fontosabb tényezdve valasaval €s az analizalandé molekuldk szdmanak
robbanasszerii novekedésével az analitikai tudomanyteriilet képviseldinek fel kellett ismerniiik

az igényt a mar meglévd, vagy fejlesztés alatt 4ll6 technikak tovabbfejlesztésére,

automatizalasara.
— e
97.4 kDa & [— S
66.2 kDa > g - - —
45.0 kDa = —
31.0kDa e —
P —— |
21.5 kDa > - -
14.4 kDa > —

3. abra: Fehérjék méret alapu elvalasztasa SDS-PAGE technikaval. A gélképen jol lathatok az
elektroforetikus elvalasztas soran létrejovd, Coomassie blue festékkel detektalhatova tett

savok, melyek a kiillonbozd méretii fehérjéket (esetleg alegységeiket) jeldlik (sajat forras).

Napjainkban a mikrofluidika integracios és automatizalasi eldnyei gyorsabb és egyszeriibb
alternativanak bizonyulnak a hagyomanyos SDS-PAGE-hez, valamint mas, lap gél alapu
moddszerekhez képest. Tobbek kozott ismeretes, hogy mar a mintaeldkészitési folyamat is
lényegesen egyszeriibbé tehetd az automatizalt SDS-kapillaris gélelektroforézis (SDS-CGE)
modszer alkalmazasaval, révén, hogy a fehérjék vizsgalata soran elhagyhatdo a molekuldk
festése €s a gél teljes megszilardulasa a méret alapu elvalasztés ideje alatt és utan. Tovabba, az
SDS-CGE, mint SDS-PAGE alternativa rendkiviil magas fesziiltség melletti elektromos
eroteret alkalmaz, ami lehetdvé teszi a fehérjék gyorsabb és hatékonyabb elvalasztasat, ezaltal
kisebb mintaigényti, gyorsabb végeredményt kindl a hagyomdnyos eljarashoz képest.
Altalanossagban elmondhat6, hogy az SDS-CGE moédszer egyszeriibb is a konvencionalis
PAGE-nél, mivel a kis atmérdjii kapillarisban torténd elektroforézis magasabb felbontést és

jobb szelektivitast is biztosit a mintakra online, azaz elvalasztassal egyidejli detektalassal. Ezek
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az értékek azonban az alkalmazott detektorok érzékenységének fliggvényében valtozhatnak.
Fontos megjegyezni, hogy mindkét modszer érzékenysége és felbontasa javithato a megfeleld

mintaelokészitési paraméterek, illetve az elvalasztd kozegek optimalizalasaval.

Dolgozatomban ezen paraméterek optimalizalasara a 2.3 fejezetben térek ki. Az SDS-CGE

technikat UV detektalassal, valamint a CGE-MS kapcsolt megkozelitést a 4. abra mutatja be.
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4. abra: Fehérjék analizise SDS-CGE és CZE-MS alapti médszerekkel (sajat forras).

Panel A: Egy terapias antitest gyodgyszer tisztasag vizsgalata SDS-CGE technikdval UV
detektalassal. Csucsok: 1 — 10 kDa belsd standard, 2 — 24 kDa kénnyd lanc (LC), 3 — 48 kDa
nem glikozilalt nehéz lanc (ngHC), 4 — 50 kDa nehéz lanc (HC).

Panel B: Nativ fehérje keverék elvalasztasa CZE-MS kapcsolt technikaval. Csucsok: 1 —
lizozim, 2 — ribonukledz A, 3 — humdan inzulin (jobb felsd sarokban a csticsokhoz tartozo

tomegspektrumokkal).
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Annak ellenére, hogy a CE-alapu fehérjevizsgalati moddszerek hatékony analitikai
jellemzokkel és nagy felbontassal rendelkeznek, hatranyuk, hogy az -elektroforetikus
elvalasztast direkt UV, vagy egyéb indirekt detektalasi modokkal alkalmazva sok esetben
hidnyzik egy olyan migréacios idon, valamint méret alapu elvalasztas soran a csticsok sorrendjén
feliilli tulajdonsag, amely részletesebb szerkezeti informaciot nyujthat az elvalasztott
molekulékrél (pl. pontos molekulatomeg). Ennek ellenére a CE alapt technikék alkalmazasa
peptidek és fehérjék analizisére dnmagaban is fel tudott térni a ”gold standard” kromatografias
¢s hagyomanyos elektroforetikus moddszerek mellett, mert idovel sziikségessé valt ezen
anyagok gyorsabb, nagyobb felbontasu elvalasztasa és tisztasagvizsgalata, mely az elébb
emlitett technikékkal nem, vagy csak hosszadalmas optimalizalas eredményeként valosulhatott
meg. A hagyoményos €s rutinszerien alkalmazott HPLC-alapu modszerek, melyeket erre a
célra leggyakrabban hasznaltak (és hasznalnak a mai napig), nem minden esetben képesek
megoldani egy adott fehérjeanalitikai problémat. Ugyan az ultramagas nyomasu
kromatografids megkdzelités (UPLC, vagy UHPLC) fejlédése rendkiviil gyors és nagy
hatékonysagu fehérje elvalasztast tett lehetové az elmult két évtizetben, melynek koszonhetden
a kis részecskeméretii toltdanyagok és a magas (akar 1000 bar) nyomasu rendszer segitségével
rovidebb 1d6 alatt érhetd el sokkal jobb felbontds, mint a hagyomanyos HPLC esetében. A
minta sziikségletet, valamint az oldoszer igényt is szem eldtt tartva az UPLC jelenleg a
legvonzobb kromatografias alternativat nyujthatja, ha cél a nagyobb felbontas és rovidebb
analizis 1dOk elérése, &m sok esetben gondot okozhat a magasabb rendszer terhelés, valamint
a kromatografids alapelv atfogd lehetOségei mellett is elvalasztdsi nehézségeket okozd
strukturalis izomerek és bizonyos nagy molekulatémegii biopolimerek elvélasztasa. Igy johet
szamitasba a CE, mint ortogonalis technika, mely 0 informdaciot adhat a fehérjékrdl hasonlo
felbontassal és hatékonysaggal, a kromatografiastol eltérd elvalasztasi alapelv révén. A CE
technika alkalmazasakor hatalmas elény, hogy még az UPLC-nél is alacsonyabb a minta és
oldészer igénye, valamint nincs sziikség koltséges kolonnakra, csupan egy tetszés szerint
feliletmddosithatdo  és  méretre  vaghaté szilika kapillarisra az  elvéalasztashoz.
Reprodukalhatésag és kapcsolhatosag szempontjabol az UPLC-t6] ugyan kiss€ elmarad, am
szamos elény0Os tulajdonsdga miatt (pl. szabalyozhatd elektroozmozis, gélek alkalmazasa,
multikapillaris formatum, stb.) egyre nagyobb jelentdséggel bir a standard kromatografids
modszerek mellett. Ma mar kijelenthetd, hogy az elektroforetikus és kromatografias technikak
nem igazan versenytarsai egymasnak, sokkal inkabb kiegészitik egymas hianyossagait és adott

esetben egylittesen oldjak meg a felmertil6 analitikai kihivasokat [26].
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A terapias fehérjék azonositasan és elvalasztds alapu tisztasagvizsgalatan feliil térbeli
szerkezetiik és szekvencidjuk mélyebb azonositasara is tobbféle megkozelités alkalmazhato.
Az egyik leggyakrabban alkalmazott mddszer a “bottom-up” fehérjeazonositas, mely soran a
célfehérjéket els6ként proteolitikus enzimekkel (pl. tripszin) hasitjak kisebb peptid alkotoikra.
Ezek a peptidek direkt modon, vagy elvalasztastechnikai modszerekkel kapcsolva
analizalhatok példaul tomegspektrométerrel, mely ily mddon nem csupan detektalasi id6 és
csucsintenzitds adatokat szolgaltat az elvalasztott peptidekrdl, de az MS iitkdzési celldjaban
torténd peptid alkotok (jellemzden iitkdzés indukalt disszociacioval - CID) torténd
tovabbfragmentalasaval pontos szerkezeti informécidt és tomeganalizist is biztosit, melyet
adatbazisok segitségével egyértelmiien értelmezhetiink. A kapott informaciok alapjan lehetévé
valik az eredeti fehérjemolekula visszafejtése, annak pontos azonositdsa. Egy masik
megkozelités, a “top-down” fehérje meghatarozas esetén eldszor MS azonositas torténik
enzimek altali alkotokra vald darabolads nélkiil, majd a teljes fehérje tomegspektrum adatai
hasznalhatok az azonositashoz, mely szintén adatbazisok segitségével torténhet. A két modszer
kozti 1ényeges eltérés, hogy a bottom-up eljaras gyorsabb és hatékonyabban alkalmazhat6 nagy
mennyiségll minta vizsgalata esetében, mig a top-down megkdzelités lehetévé teszi a fehérjék
teljes hosszaban torténd meghatarozasat, ezaltal az izoformak és modositasok azonositasat. Ez
utobbi azonban technikailag nagyobb kihivast jelenthet a minta komplexitasatol fliggden [28,

29]. A két emlitett eljarast az 5. dbra szemlélteti.
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Fehérje extrakcio

Fehérje keverék

Ol |

L

Bottom-up ' Top-down
Enzimes emésztés | 5 ) Elézetes frakcionalasi médszerek
< (IEF, SDS-PAGE, stb.
\ |
— 5 i ;e
Peptid keverék Vs | Fehérje frakciok
1y
Elvalasztas (LC, CE, stb.) Elvalasztas (LG, CE, stb.)
Toémeg- HR Témeg-
spektrométer spektrométer
MS/ Peptid | Proteoforma  MS/
Ms fragmensek MS Ms | fragmensek  MS
kivalasztasa kivalasztasa
i CID ETD, ECD
miz mlz miz miz
Kvantifikalas Peptid azonositas Peptid azonositas Kvantifikalas
és karakterizalas és karakterizalas

5. abra: Tomegspektrometria alapu fehérjeazonositas és karakterizalas bottom-up”, és "top-
down” modszerrel. A “top-down” megkozelités esetén kozvetleniil az intakt fehérjéket
vizsgaljak, mig a polipeptidek proteolitikus hasitasaval kapott kisebb peptidek vizsgalatat
“bottom-up” méréstecknikanak nevezziik.

IEF: izoelektromos fokuszalds, SDS-PAGE: SDS-poliakrilamid g¢lelektroforézis, LC:
folyadékkromatografia, CE: kapillaris elektroforézis, CID: {itkdzés segitette fragmentalas,
ECD: elektron befogasos fragmentalas - (szerkesztve [28] alapjan).

A tomegspektrometrias analizis napjainkban az egyik leggyakrabban alkalmazott analitikai
moddszer fehérjék azonositasara és jellemzésére. A technika eldnye, hogy rendkiviil nagy
érzékenységgel és dinamikus tartomdnnyal rendelkezik, ami lehetdvé teszi az alacsony és
magas expresszios szintli fehérjék vizsgalatat egyarant. Mindemellett, a mai modern
késziilékeket nagy specifikussag €s multiplex képesség jellemzi, ami azt jelenti, hogy a
megfeleld felbontassal rendelkezd tomegspektrométerek a kisebb szerkezeti eltéréseket is ki
tudjak mutatni, valamint, hogy ezek a késziilékek detektorként mas analitikai modszerekkel

(foként kromatografiaval és CE-vel) kapcsolva még hatékonyabb analizist biztosithatnak [30].
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A kordbban emlitett elvalasztastechnikai modszerek (pl. kromatografia, elektroforézis)
alkalmazasa, MS detektalassal nagyobb szelektivitast és érzékenységet eredményezhetnek.
Egyrészt ezek a technikak lehetévé teszik a mintakezelési problémak megoldasat, amelyek
nehézséget okozhatnak az MS analizis sordn. Bizonyos foku minta komplexitas esetében
ugyanis a keverékek elvalasztasa elengedhetetlen ahhoz, hogy a tomegspektrumok atfedését
vagy a hattérzaj intenzitasdnak emelkedését megakadalyozzuk. Az elvalasztds a mintat adott
Osszetevokre bontja, igy lehetévé teszi a magasabb tisztasdgi és szelektivitas anyagok
elemzését, ezaltal javul az érzékenység, és csokkenthetd a mérési hibak szama. Masrészt, az
elvalasztasi metodusok révén lehetévé valik a minta eldzetes koncentralasa, ami
kulcsfontossagu a nagyon kis mennyiségben el6fordulé anyagok azonositdsakor. Ezek a
tulajdonsagok vonatkoznak példaul az Osszetettebb bioldgiai mintak (pl. peptid és fehérje
komplexek) analizisére, ahol a kiilonb6z6 anyagok és 0sszetevOk széles korének egylittes
jelenléte nehezitené a tomegspektrumbdl torténd identifikalast. Az elvalasztasi technikak altal
jobban megismerhetdk a mintak jellemzdi, mivel az 6sszetevok specifikus (valamilyen kémiai,
fizikai vagy biologiai elven alapulo) szétvalasztasa lehetéve teszi a szerkezetekre vonatkozd
informaciok megszerzését, mely fontos az anyagok azonositdsdhoz ¢és a bioldgiai
hatdsmechanizmusok megértéséhez. Osszességében, elvalasztastechnikai modszereket
alkalmazva nagyobb érzékenységli, pontosabb és megbizhatobb analitikai eredményeket
kaphatunk, melyek lehetové teszik a vizsgaland6é anyagok egyértelmli definidlasat, és MS
detektalassal egyiitt a pontos molekula tomeg mellett részletes strukturalis informaciot

biztosithatnak egy komplex fehérjeanalitikai probléma megoldasa soran [31].

A fehérjék analizise kapcsdn ma mar ismert, hogy egyetlen gén tobb valtozatot is képes
létrehozni egyetlen fehérjebdl, melyeket proteoformaknak neveziink. A kiilonféle ko-, €s
poszttranszlacidos modositasok jelenléte befolyasolhatja a fehérjék tulajdonsagait (példaul
sejtszignalizacio és fehérjeaktivitas), ezért Iényeges ezeknek a modositdsoknak a megértése
annak érdekében, hogy a bioldgiai folyamatok atlathatobbéd valjanak, €s ezaltal betekintést
nyerhessiink a biologiai gyogyszerek gyartasanak és optimalizalasanak folyamataba. Ez utobbi
egy rendkiviili gyorsasaggal fejlodoé tudomanyteriilet, ami szdmos kiilonb6z0 eredetii betegség
kezelésére Osszpontosit, melyre a legtobb ma elérhetd biologikum glikoprotein tipusu
nagymolekula. A hagyomanyos monoklonalis antitest gyogyszerek eldallitdsa mellett az utobbi
idében tortént fejlesztések lehetdveé tették Uy antitest formatumok eldallitasat is, mint példaul a
fuzios fehérjék és bispecifikus antitestek, amik hatékonyan céloznak meg akar két kiilonb6z6

antigén kotohelyet is. Ezen 0 antitest forméaknak a biologiai aktivitasat is célszer(i analitikai
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vizsgalat ala vonni, és jellemezni a bioterapeutikum eldallitasa soran keletkezd lebomlési
termékeket ¢és potencidlis szennyezdanyagokat [31]. Ehhez olyan pontos analitikai
platformokra van sziikség, melyek képesek kiilonbséget tenni a kisebb molekulaméret és toltés
variansok kozott, tovabba nagy érzékenységgel detektalni a kiilonbozd proteoformakat. Ily
modon belathatd, hogy a mar fentebb emlitett SDS-CGE technika UV detektalassal, és a
kapcsolt C(G)E-MS modszerek olyan ortogonalis platformok, melyek egylittes alkalmazasaval
részletes informacid nyerhetd a rendszerint alegységeire bontott (redukalt), vagy sértetlen
(intakt) formdaja fehérjékrdl, illetve a vélt szennyezokrdl, bomlastermékekrdl. Az SDS-CGE
altal kapott informaciobol (pl. az un. Ferguson moddszerrel [32], lasd 2.1.5 fejezet) torténd
molekulaméret meghatarozas MS analizis nélkiil is megvalosulhat, de ezeket MS altali
elemzéssel kiegészitve még magasabb foku bizonyossagot kapunk a fehérje tomegérdl (lasd,
2.1.6 fejezet). Online MS kapcsolast alkalmazva tovabba lehetéség adodik a proteoformak
komplexeinek és feltekeredésének (foldingjadnak) vagy denaturalt és redukalt alegységeinek

vizsgalatat [31].

2.1.5. Fehérjék molekulatomegének SDS-CGE alapu meghatarozasa: a Ferguson

modszer

A Ferguson modszer (vagy Ferguson elv) egy olyan fehérjeanalitikaban hasznalatos
megkozelités, amely elektroforézist alkalmaz fehérjék és egyéb biologiai nagymolekulak
migracidés tulajdonsagainak definidldsara, valamint méretiik, illetve molekulatomegik
becslésére. A modszer tovabba alkalmazhatd biomolekuldk strukturdlis tulajdonsagainak
vizsgalatara is, de legfobb elénye a molekulatdmeg meghatarozasban és glikoproteomikai
jelentéségében rejlik. Az SDS-PAGE ¢és az SDS-CGE technikdkkal torténd
fehérjetulajdonsagok meghatarozasa arra az alapfeltevésre épiil, miszerint a legtobb fehérjéhez
az SDS 1:1,4 aranyban kotédik igy azok azonos toltés/tomeg hdnyadossal rendelkeznek. Ennek
ellenére sok SDS-fehérje komplex nem jellemezhetd ezzel az altalanos toltés/tomeg arannyal,
ugyanis az SDS fehérjéhez valo kotddése bizonyos molekula tipusok esetében eltérd lehet. Ide
tartoznak az erdsen bazikus fehérjék, glikoproteinek és lipoproteinek. Ezekre a fehérje
tipusokra a hagyoméanyos SDS-CGE alapjan késziilt standard kalibracids gorbék legtobb
esetben jelentdsen eltérd (magasabb vagy alacsonyabb) molekulatomeg becslést

eredményeznének, melyen a Ferguson modszer alkalmazésa segithet, ami a modositott fehérjek
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eltéré migracios viselkedését is figyelembe veszi annak érdekében, hogy pontosabb becslést
kapjunk a molekulatomegekrdl. A Ferguson modszerhez azonban sziikség van valamennyi
vizsgalni kivant fehérje analizisére tobbféle elvalasztd gélkoncentracio alkalmazasa mellett. Ez
persze tovabb ndvelné a hagyomanyos SDS-PAGE protokollok alkalmazédsanak id6-, és
munkaigényét. A Ferguson modszer alkalmazéasa ezért ma foként SDS-CGE technika altali
fehérjeanalizis soran torténik, mely automatizalhato, igy a mérési id0 és a koltségek is

jelentésen csokkenthetdk [33].

Az eljaras alapjan el6szor egy kijelolt elvalaszto gélben torténd referencia anyagok analizise
sziikséges, melyeknek pontos molekulatomege és migracids tulajdonsagai ismertek (pl.
mezitil-oxid és ismert fehérje standardok). Ezek a referencia molekuldk segitenek felallitani
egy Osszefliggést az ismert gél/puffer rendszerben az analizis id6 és a molekulatomegek kozott.
A modszer soran a mintakat elséként eld kell késziteni az elektroforézishez a megfeleld
modszerrel, példaul denaturdldssal és/vagy kémiai kezeléssel (foként szolubilizald és toltést
ado detergensek, pl. SDS hozzdadasaval, idénként redukalé éagensekkel). Ezutdn az
elektroforézis soran az elektromos erétér hatdsara a molekuldk egységes toltésiik, és eltérd
méretiik miatt eltérd sebességgel vandorolhatnak a detektor felé. A referencia migracios idoket
ezt kovetden Ossze lehet hasonlitani az ismeretlen mintdk detektalasi iddpontjaival, majd az
ismert referenciak alapjan kialakitott kalibraciés gorbék segitségével megbecsiilheté az
ismeretlen molekulak tomege, melyek pontossaga fiigg az alkalmazott elvalaszto kdzegtol €s a
fehérjék tulajdonsagaitol. Fontos megjegyezni, hogy a mérés sordn az elvalaszto kozeg és az
alkalmazott elvalasztasi paraméterek (pH, viszkozitas, elektroozmotikus aramlas mértéke

(EOF), homerséklet, kapillaris hossz, stb.) pontos ismeretével kell rendelkezniink.

A poli-ionos biopolimerek (pl. SDS-fehérjék) elektroforetikus vandorlasanak modellezésére
leggyakrabban hasznalt tudoményos magyardzat eddigi ismereteink szerint az Ogston
elméleten alapszik [34]. Ez a modell azt feltételezi, hogy az SDS-fehérjekomplexek nem
deformalodo, gomb alaku objektumokként haladnak keresztiil egy sziirdé matrixon, mely az
effektiv mobilitas logaritmusa (uetr) és a gél koncentracio (T) kozotti linedris Osszefliggeést

eredményezi [35]. Ezt az 6sszefiiggést az (1)-es szamu egyenlet szemlélteti:
() Inpregr = In pregro - KrT,

ahol efro a nulla gél koncentracid esetén a mintakomponens szabad oldatban mért mobilitasa,
¢és Kr a visszatartdsi egyiitthato, mely az elektromigracio sebességének valtozasat mutatja a gél

koncentraci6 fiiggvényében. A sziirépolimer szerkezetének és tulajdonsagainak valtozasai
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azonban a g¢él koncentracidtartomanyban ¢és/vagy a kiilonféle oldatkomponensek
molekulatomege, toltésstirtisége és alakja (pl. nem gomb alaku részecskék) esetén nem-linearis
Osszefiiggést eredményezhetnek [36, 37], mely esetén az Ogston modell kiterjesztése javasolt
[38]. Ez a moddszer lehet6vé teszi a molekulatdmeg megbizhatdé meghatirozasat az
elektroforézis soran mért analizis 1d6 és az ismert referenciaanyagok kozotti Osszefiiggés
felhasznalasaval, ami kiilondsen fontos a bioanalitikai, biokémiai és gyodgyszeripari
kutatasokban [39]. A Ferguson-modszer alapvetéen két diagramra épiil. El6szor a fehérjék
egyéni relativ migracidos iddinek logaritmusat abrazoljadk a valtozd gélkoncentraciok

fliggvényében (6. abra). Ezen gorbék meredeksége adja Kr értékét.
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6. abra: Monoklonalis antitest tesztfehérje és alegységeinek elvalasztasa SDS-CGE
technikaval dextrant (D) és boratot (BA) tartalmazo gélkompoziciokban (panel A), és az
elektroferogramokhoz tartozé Ferguson diagramok 4% boratot és kiillonbozd dextran

koncentraciokat alkalmazva (panel B) - (szerkesztve [39] alapjan).

Cstcsok (A): 1 — 10 kDa bels6 standard, 2 — mAb konnylilanc, 3 — nem glikozilalt mAb
nehézlanc, 4 — mAb nehézlanc, 5 — intakt mAb. Elektroferogramok gélkomponensek szerint

(A):a-10% D/4% BA, b - 10% D/2% BA, ¢ - 2% D/2% BA, és d - 2% D/4% BA.

Jelolések (B): (o) = konnytilanc, (m) = nehézlanc, (o) = nem glikozilalt nehézlanc, (A ) = mAb.

Masodsorban, egy univerzalis molekulatomeg-kalibracios egyenes hozhatd létre standardok
segitségével a molekulatomegek logaritmusanak értékeibdl és a latszolagos papp”
mobilitasokbol (lasd, 7. dbra). A kalibracids egyenes nem csak a nem-konjugalt fehérjékre,
hanem kiilonb6z6 konjugéalt formakra is alkalmazhatd, példaul glikoproteinekre ¢és

lipoproteinekre is.
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7. abra: Standard fehérje 1étra elvalasztasa SDS-CGE technikaval dextrant (D) és boratot (BA)
tartalmazo gélkompoziciokban (panel A), és az elektroferogramokhoz tartozd Ferguson

diagramok a molekulatomeg kalibracids pontokkal (panel B) — (szerkesztve [39] alapjan).

Cstcsok (A): 1 - 10 kDa internal standard, 2 - 20 kDa, 3 - 35 kDa, 4 - 50 kDa, 5 - 100 kDa, 6
- 150 kDa, 7 - 225 kDa. Elektroferogramok gélkomponensek szerint (A): a -10% D/4% BA, b
- 10% D/2% BA, ¢ - 2% D/2% BA, és d - 2% D/4% BA.

Jelslések (B): (m) =10% D/4% BA, (0) = 10% D/2% BA, (A) 2% D/2% BA, és (®) 2%
D/4% BA.

A 6. ¢és 7. abrakon jol szemléltethetd, hogy egyértelmili Osszefiiggés van a molekuldk
mobilitasai, valamint a gélkoncentraciok és molekulatomegek kozott. A latszolagos mobilitas
(uapp) értéke azonban sok esetben korrigalast igényel, ugyanis altalaban az alkalmazott (pl.
dextran-borat alapt) SDS-CGE gélrendszer pH-értékén az EOF aramlés katdd iranyt, ami azt
iranyi migracié) elleniranyd. Igy az EOF mobilitasdnak (uror, mely szintén mérhetd
paraméter) értékét hozzdadva uapp €értékhez meghatarozhatd a molekuldk effektiv mobilitasa
(uetr). Ezen adatok segitségével, valamint az ismert méretli standard anyagokkal végzett
kalibracié révén megbecsiilhetok a vizsgalni kivant, azonos elvalaszto gélben futtatott fehérjék

(pl. mAb-ok, mAb alegységek €s potencialis szennyezdk) molekulatomegei [33].

A kereskedelmi forgalomban kaphato, CGE technikdhoz hasznalt elvéalaszto gélek mellett
alternativ gélkompoziciok fejlesztése is fontos informaciot nyujthat nem csupan a kiilonb6z6
fehérjék molekulatomegének meghatarozasdban, de az elvalasztdsi paraméterek

optimalizdlasdban is. Ilyen esetben szamos egyéb analitikai jellemzd gélkomponens

crer
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migracids tulajdonsagara és szerkezetére nézve. Ezek vizsgalata sordn ezért az elvalasztott
komponensek kozti szelektivitas (a), felbontas (Rs), és elméleti tanyérszam (N) valtozasat is
érdemes figyelembe venni. Dolgozatom 4. fejezetében ezért az SDS-CGE technikaban eddig
nem hasznalt gélrendszer alkalmazaséaval egy terapids monoklonalis antitest alapu gyogyszer
analizise soran mutatom be a fent emlitett paraméterek valtozasanak hatdsat és az ezekbdl

Ferguson modszerrel levont kovetkeztetéseket [40].

2.1.6. Fehérjék molekulatomegének meghatarozasa MS alapi modszerekkel

Ismeretes, hogy a fehérjék aminosav szekvencidja kapcsolatot teremt a fehérjék és kodolo
informacioval. Ezen informacidk birtokdban a fehérjék azonositasa soran lehetdvé valik a
komplex sejtes szabdlyozd héalozatok megértése. A genomika forradalma el6tt a molekula
szerkezetek vizsgalatdhoz kémiai, vagy enzimatikus modszereket alkalmaztak egyetlen, magas
tisztasag fehérje azonositdsdhoz és az ilyen reakciok termékeit UV abszorbancia vagy
fluoreszcens spektroszkdpia segitségével detektaltak. A polipeptideket 1épésrdl 1épésre kémiai
lebontassal szekvenaltak az N-terminustol a C-terminus iranyaba (Edman lebontas) [41], majd
a felszabadult aminosav szarmazékokat UV spektroszkopiaval azonositottak. Az elmult harom
¢vtized sordn azonban a klasszikus moddszer mellett fokozatosan teret nyert a
tomegspektrometria alkalmazasa a kiilonféle fehérjeanalitikai vizsgalatokban [42].

Alapelvét roviden attekintve a tomegspektrometria egy olyan modern analitikai technika,
mely a vizsgaland6 anyagok ionizaciojat, az ionok tomegszelekcigjat és detektalasat biztositja
nagy érzékenységgel és felbontéssal. E16szor a mintabol ionok képzése torténik egy ionforras
segitségével. Ezutan az ionokat egy tomegsziird vagy tomeganalizator valasztja szét azok
toltésének ¢és tomegének fliggvényében (melyre ma mar tobbféle elv létezik). Az igy
elvalasztott ionokat egy detektor érzékeli, €s ez alapjan egy tomegspektrumot hoz létre. A
tomegspektrumbdl nyert adat hasznos informaciét hordoz a vizsgalt molekuldkrol (m/z,
tomeg/toltés arany), melyek alapjan lehetdség van a mintdban taldlhaté vegyiiletek
azonositasadra €s amennyiben sziikséges, azok standardok melletti abszolut, vagy relativ
kvantitativ elemzésére. A miiszerek teljesitményének és sokoldalusaganak novekedésével 1j
fehérjeelemz0 stratégidk jelentek meg, melyekben az MS kozponti elemmé valt [43]. Az MS-
alapt stratégidk mara gyakorlatilag felvaltottdk az Edman lebontast, mint a polipeptidek

aminosav szekvencidjanak meghatarozasi modszerét. A tomegspektrometria alkalmazéasa
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elészor a genom projekt kapcsan valt kiemelkedd fontossaguva. A genomikai adatok
elemzésének eredménye, hogy napjainkra mar teljes genom szekvencidk is elérhetok, amelyek
gyors ¢€s megbizhatd azonositast segitik a peptidek tomegspektrometrids méréseinek
szekvencia adatbazisokkal torténd megfeleltetésével. A teljes, rendszerszerli fehérje analizis
egy szovet vagy sejt esetében proteomika néven valt ismertté, ahol a tomegspektrometria
kulcsszerepet jatszik valamennyi azonositasi 1épésben. A teljes proteom elemzése azonban
hatalmas feladatot jelent, és a legujabb technikai fejlesztések ellenére sem konnyen
megvalosithatd folyamat. A feladat azért jelent kihivast, mert a proteomok szdma és mérete
oriasi, valamint tobbnyire ismeretlen komplexitassal rendelkeznek [44]. A proteomikai
feladatok mellett tovabba nagy jelentdsége van az egyszeriibb, MS altali fehérje
tisztasagvizsgalatoknak, foként a bioldgiai gydgyszerek karakterizalasakor [45].

Az MS altali mindségi és mennyiségi analizis hosszl ideig csupan kis és h6allo vegyiiletekre
korlatozddott, mert hidnyoztak azok a “lagy” ionizacids technikdk, melyek segitségével
lehetdség nyilt volna a biologiai molekuldk talzott fragmentacid nélkiil ionizacioja. A 80-as
évek végén ezen a probléman segitett két olyan ionizacios technika fejlesztése, amelyek révén
elérhetdvé valt az ép biomolekuldk molekula ionokkd vald atalakitdsa: az elektrospray
ionizécio (ESI) és matrix segitett 1ézer deszorpciods ionizacido (MALDI) lehetdvé tették tobbek
kozott a fehérjek tomegspektrometrias elemzését. Ez a valtozds elhozta az ujabb
tomeganalizatorok és Osszetett, kombinalt (pl. hibrid kvadrupél-repiilési idé (QToF), tandem
repiilési 1d6 (ToF-ToF), stb.) eszk6zok fejlesztését is, melyeket a fehérje €s proteom elemzés
nehézségeinek lekiizdésére terveztek. Napjainkra az MS alkalmazasi teriiletei tovabb bdviiltek
és lehetdvé valt a fehérjék mellett szamos fehérje konjugatum molekulatomegének nagy
pontossagl mérése, vagy tovabbi szerkezeti jellemzOk meghatarozasa, ideértve az aminosav
szekvencidkat, a poszttranszlacids modositasok helyét, tipusat €s azok pontos szerkezetét [46].

Egy tomegspektrométer altalanos felépitését a 8. abra mutatja be.
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8. abra: A tomegspektrométer (MS) felépitése. Az ionforrasban a vizsgalandé atomokbdl vagy

molekulakbdl valamilyen gerjesztés (pl. kémiai vagy elektromos energia) hatdsara ionok
keletkeznek. Az ionoptika biztositja, hogy ezek az ionok bejussanak a tomeganalizatorba, majd
az analizator szétvélogatja azokat tomeg/toltés ardnyuk szerint. Az elvalasztott ionok
intenzitasat a detektor méri, mely segitségével egy intenzitds - fajlagos tomeg kapcsolathoz

jutunk, amit tomegspektrumnak neveziink [47].

A fehérjék molekulatomegének meghatdrozasa ma leggyakrabban elektrospray ionizacios
tomegspektrometria (ESI-MS) segitségével, az alabbi modon torténik: adott egy vizsgalandd
fehérje, melynek pontos tomegét kivanjuk definidlni. Az ionizacié minden esetben alapfeltétel,
hiszen csak a toltéssel rendelkezé molekulaionok képesek eljutni az analizatoron at a detektorig
¢és lathatova valni a felhaszndld szdmara tomegspektrumok forméjadban. Ehhez a legtobb
esetben pozitiv vagy negativ ionizacids maod is alkalmazhato, melyek a minta tipusatol fliggden
adnak informécidt az analitikusnak. Pozitiv ionmddban az MS az ionokat pozitiv toltéssel
rogziti. Ebben az esetben az ionizacid soran a molekuldk elveszitik egy vagy tobb
elektronjukat, (illetve pozitiv ionok, pl. H', Na*, NH4", stb. adduktalhatnak a molekulara) ami
pozitiv toltést eredményez, mig negativ mddban a fehérjék az ionizacid soran egy vagy tobb
elektront, (illetve mas negativ toltésti iont, pl. Cl") szerezhetnek, ami negativ toltést
eredményez. Az érzékenység a tomegspektrometrids modok kozott valtozhat, €s fligg a konkrét
koriilményektdl, az alkalmazott berendezésektdl és a vizsgalt molekulatél. Altaldnosan véve a
pozitiv ionmdd gyakran érzékenyebb kisebb molekuldk, példaul peptidek, illetve kisebb
fehérjék tomegének meghatdrozasira. A toltott fehérje ily modon a detektorba jut és

crcr

informaciot (X tengely) szolgéltatva, melynek interpretdldsa nem mindig egyszerii feladat [48].
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9. abra: Standard fehérjék ESI-MS analizissel mért tomegspektruma az elektrospray ionizacid

soran megjelend, jellegzetes fehérje csucsokkal, a hozzajuk tartozoé toltottségi fokokkal és m/z

értékekkel (sajat forras).

Az ESI soran a minta ionokkd alakitasakor a molekulak egyszeres, vagy tobbszords toltésre

tesznek szert. Ennek eredményeként az ionizalt molekuldk kiilonbozd toltottségi allapotokkal

rendelkezhetnek, melyek lehetdvé teszik a vizsgalt anyagok tomegének meghatarozasat, mivel

egyazon molekula kiilonb6z6 t61tottségi allapotokban jelenik meg a spektrumon (lasd, 9. abra).

Ezaltal a kiilonb6zd fehérjék és peptidjeik pontos tomege kiszamolhat6. A molekulatomeg

meghatarozasa egy egyszerli Osszefliggéssel torténhet: adott egy burkologorbe alaku, Gauss-

eloszlast mutato spektrum, mely a fehérje jelenlétére utal. Ilyenkor a két szomszédos toltottségi

fokkal rendelkezd, adott m/z értékkel megjelend csucsbol kiszamolhatok a toltottségi fokok,

melyek segitségével a molekulatomeg visszafejtheto:

2)

M@y

d = Mmi1)y = My; Zne1) = —

X Mn+1)s M = Mni1y X Zntny

Ahol "M 41’ és "M )’a két szomszédos fehérje cstics m/z értéke a spektrumon, ’d ° ezek

egymastol valo tavolsaga, ’z’ a toltottségi fok, "M *pedig a fehérje szamolt tomege [48].
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Egy fehérje tomegének MS Aaltali meghatdrozasakor szamos esetben zavard tényezok
jelentkezhetnek a mérés soran, melyek megnehezitik az molekuldk azonositasat. Ezek koziil
leggyakoribbak az ionszupresszio €s a matrix hatas. Az ionszupresszio egy olyan jelenség, ahol
egy adott ion (akar a minta valamely komponense, akar a mintatol fiiggetlen anyag) jelenléte
vagy magas koncentracidja gatolja vagy elnyomja mas ionok észlelését, azonositasat. Ez egy
olyan potencialis probléma, amely legtobbszor negativan befolyasolhatja a fehérjevizsgalatok
pontossagat €s megbizhatosagat. A zavard ion altali analit intenzitds csokkenés olyan hatraltatd
tényez0, amely soran fontos kideriteni, hogy mely ionok okozzak ezt a jelenséget, és hogyan
lehet minimalizalni vagy megsziintetni a szupresszidés hatast. Ilyenkor tobbnyire a
mintaelOkészitési, vagy tomegspektrometrias modszert kell modositani annak érdekében, hogy
az ¢érdeklodés targyat képezd ionok detektalasi hatékonysagat noveljiik. A matrix hatas
kifejezés arra utal, hogy a mintat koriilvevo egyéb vegyiiletek, anyagok vagy szennyezddések
befolyasoljak a tomegspektrometrias mérést. Ezek a matrixkomponensek olyan interferenciat
vagy hattérzajt okoznak, amelyek zavarjdk a vizsgalt ionok azonositasat és mennyiségi
meghatarozasat. Tipikus példa erre a denaturalt, SDS-fehérjék analizise, mely sordn a minta
matrixban, valamint az elvélasztd kozegben 1évd, nem illékony SDS molekuldk konnyedén
ionizalodhatnak a tomegspektrometrids ionforrasban, melynek eredményeként tobbszordsen
toltott SDS-klaszterek keletkeznek, amik repulzids hatasuk révén gétoljak a vizsgalandd
fehérjék analizatorban torténd szeparalasat, valamint a toltdtt molekulaionok detektorba jutasat
(10. abra). Emellett szamos detergens €s mas ionos, nem illékony vegyiilet képes a fehérjék
ugynevezett maszkoldsara, gatolva ezzel azok ionizacidjat. Tovabba, ezek az anyagok
megtapadhatnak a késziilék ionforrdsdnal (vagy rosszabb esetben az analizatorban), ami
gyakran a késziilék elszennyezddését eredményezi hosszadalmas tisztitasi folyamatot vonva
maga utan. Ezen okokbdl kifolydlag adodhat az igény olyan pufferek és gélrendszerek
fejlesztésére, valamint technikai Ujitasok kivitelezésére, melyek csokkenthetik az
ionszupressziot €s a matrix hatast okozo zavaro tényezoket, lehetdvé téve a kevésbé MS-barat,
am analiziskor fontos szerepet betoltd anyagok jelenléte melletti tomegspektrometrids

fehérjeazonositast.
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10. abra: Lizozim fehérje ESI-MS analizissel mért tdmegspektrumai vizben oldott mintabdl
(panel A), valamint 2% SDS-oldatban denaturalt formaban (panel B). Az abra jol szemlélteti
nativ fehérjéhez viszonyitva az SDS okozta fehérje jel intenzitas csokkenést (sajat forras).

Az MS paraméterek optimalizalasardl, illetve a zavard hatasok kikiiszoboléserdl
részletesebben dolgozatom 4. fejezetében teszek emlitést, ugyanis ezen optimalizalasi 1épések
mellett egy sajat megoldast is kidolgoztam az SDS-fehérjék tomegspektrometrids

detektalhatdsaga érdekében.

A ’80-as évek végére egyértelmiivé valt, hogy a fent emlitett fehérjeanalitikai problémak
megoldasara (a migracios idon és sorrenden feliili informacid hidnya) l1étrehozhat6 egy olyan
kapillaris elektroforézissel 6sszekotott technika is, mely a kapesolt folyadékkromatografias
(LC) modszerek analogjaként részletesebb és mélyebb strukturalis informéciot nyujthat mind
kisebb fehérje komponensek, mind pedig nagyobb fehérjék pontos, tomeg alapu
meghatarozasaval, nagy érzékenységgel. Mig az elvélasztott fehérjék méretének ¢&s
szerkezetének azonositasa UV detektalast alkalmazva elsé sorban standardek alkalmazéséaval

érhetd el, ez a megkozelités nem mindig nydjt pontos informécidt a vizsgalandd anyagok
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tényleges molekulatomegérdl és strukturajarol. gy torténhetett, hogy a CE megsziiletése utan
a 80-as évek végén megjelentek az elsd probalkozéasok a tomegspektrometrias detektalds CE
analizissel valo kapcsolasara [49]. A CE-t tdmegspektrometrias detektalassal 6sszekapcsolva
értékes extra informacidhoz juthatunk az elektromos térben elvalasztott, sot, akar komigrald
(egylitt a detektorba juto) analitokrdl is.

A CE ¢és CE-MS-alapu fehérjeanalitikai megkozlitések a fehérjék szerkezetmeghatarozasa
mellett azok kiilonféle poszttranszlacios modosulasainak (példaul N-glikozilacio), valamint
mas, fehérjéhez nem kotott biologiai  eredetli komponensek (példaul szabad”
oligoszacharidok) elemzésérdl is szot ejtek, bemutatva ezzel a technikék kutatocsoportunk altal
képviselt legfontosabb alkalmazasi teriileteit. Dolgozatomban a glikoproteinek, N-glikanok ¢és
szabad cukrok részletesebb CE és MS alapu analitikai vizsgélatar6l, valamint a kapcsolt

technika tovabbi elényeirdl és kihivasairdl a kovetkezo fejezetekben térek ki.
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2.2. Oligoszacharidok karakterizalasa
2.2.1. N-kotott glikanok jelentosége

A glikanok olyan szénhidrat tipusu molekuldk, melyek a sejtek bizonyos fehérjéin és
lipidjein taladlhatok. A poszttranszlacids modositasok soran létrejové glikanok és
glikoproteinek atfogd vizsgalata napjainkban igéretes megkozelitésnek bizonyul kiilonbozd
biomarkerek felfedezése kapcsan, ugyanis a glikdnok szerkezeti valtozasat vizsgalva szamos
betegség kialakuldsat, vagy fiziologiai allapot megvaltozasat lehet nyomon kovetni (lasd, 11.
abra). A napjainkban ismert elvalasztastechnikai tudoméanyok, a szénhidrat kémia és a rendszer
szintll bioldgia terén tortént legiijabb tudomanyos fejlemények mara lehetdvé tették, hogy a
fehérjékhez kapcsolt cukorszerkezeteket és azok jelentdségét mélyebben is megértsiik [50, 51].
Az N-glikozilacié az egyik leggyakoribb olyan fehérjemddositds, mely kulcsfontossagi

szerepet tolt be az €16 organizmusok anyagcsere-, és sejtszignalizacids folyamataiban [52].
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11. abra: Normal ¢és malignus sejt altal felszabaditott glikoproteinek transzportja.
Megfigyelhetd, hogy az egészséges, valamint az attol eltérd allapotti sejtek rendszerint
kiilonbozd N-glikan szerkezettel rendelkezd glikoproteineket szabaditanak fel a sejten beliili
térben, ahonnan azok a keringésbe eljutva eltérd szignal transzdukcios folyamatok beinditasat
kezdeményezhetik. FucT — fukozil-transzferdz; SiaT — szialil-transzferaz (szerkesztve [51]

alapjan).



Az ilyen glikan médositasok fehérjekeverékekbdl torténd azonositasa azonban még ma is
kihivast jelent, mivel a glikozilaci6 a fehérjék kiilonbozé régidin is megtorténhet,
(makroheterogenitas) illetve mindegyik kotéhelyre eltéré  Osszetételi  glikdnok
kapcsolodhatnak (mikroheterogenitas) [52, 53].

Az 1d6 eldrehaladtaval azonban jelentds elorelépés tortént a glikoproteinek szénhidrat
struktardinak és szerepének feltarasaban, kiilondsen az oligoszacharid mikroheterogenités, a
kotohelyek azonositasara iranyuld vizsgéalatok és a bioldgiai felismerés (példaul a receptor-
ligand vagy sejt-sejt kdlcsonhatasok, az immunogenités ¢és a fehérjehajtogatas szabalyozasa,
valamint a fehérjék bioldgiai aktivitdsanak szabdlyozasa) terén [52]. A szénhidratoknak
jelentds szerepiik van emellett a biotechnolodgiai iparagakban is. A glikoprotein aktivitasanak
¢s hatékonysaganak valtozasa [54], bizonyos élelmiszerek gyartasi hozama, tisztasdga ¢és
oligoszacharid Osszetétele kritikus tényezok (kritikus mindségi attribitumok — CQA-k) a
kiilonb6z6 szénhidrat tartalma termékek eldallitasa soran [55]. Ezért valt sziikségessé a gyors,
haté¢kony ¢és nagy felbontdsu analitikai modszerek alkalmazédsa a glikozilaciés mintézat
meghatarozasahoz biologiai mintdkban, valamint a gydgyszeripari €s élelmiszeripari termékek

szénhidratprofiljanak elemzésekor.

2.2.2. Glikananalitika CGE-LIF és CE-MS segitségével

Jelenleg a glikdnok szerkezetének hatalmas valtozatossaga jelenti a legnagyobb kihivast az
oligoszacharid elemzés terén, azok kapcsolodasi sorrendjének és pozicidés izomereinek
sokasaga miatt. Emellett analitikai nehézséget jelent a cukrok kromofor/fluorofor
molekularészleteinek és a toltéssel rendelkezd csoportjainak alapvetd hianya is. A
leggyakrabban hasznalt szénhidrat analitikai technikdk koz¢é sorolhatd a magneses
magrezonancia (NMR), a folyadékkromatografia (LC), a kapilléris elektroforézis (CE) és a
tomegspektrometria (MS). A kromatografias és elektroforézis alapu technikakhoz képest a
NMR sokkal tobb mintat igényel az analizishez, &m megfeleld szakértelem mellett a molekuldk
atomjainak helyezkedése nagy pontossaggal meghatarozhat6. A szénhidratok vizsgdlatara
leggyakrabban hasznalt modszerek ma jellemzdéen kromatografia alaptiak, mint a hidrofil
kolesonhatési kromatografia (HILIC) és a grafit allofazisokat alkalmazé LC, fluoreszcens vagy
MS detektalassal kombinalva [56]. A kromatografids moddszerek 4ltaldban nagyon
idoigényesek, am hatékonysaguk ¢és reprodukdlhatésaguk miatt ezeket ma is standard

modszerként alkalmazzak. A mikrochip LC ¢és a fentebb mar emlitett ultramagas nyomasu
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folyadékkromatografia (UPLC) megsziiletése ndvelte az elvalasztas sebességét, ezzel
csokkentve az analizis 1d6t [57, 58]. Az LC moddszerek mellett a permetilacio segitségével
torténd tomegspektrometrias glikan analizis is teret hoditott [59], de az utobbi években az MS-
alapu szénhidrat vizsgalat foként LC és CE késziilékekkel kapcsolva, elvalasztds utani
detektalasi modként terjedt el, és valt a glikozilaciés mintdzatok elemzésének egyik
legelterjedtebb modjava. Ezek ellenére talan kijelenthetd, hogy a leghatékonyabb és
legérzékenyebb elvalasztastechnikai modszer a glikdnok karakterizaldsara a 1ézer indukalt
fluoreszcens detektalassal kapcsolt kapillaris gélelektroforézis (CGE-LIF) [60].

A kapillaris elektroforézis jelentOsége ¢és alkalmazasa a glikomikai vizsgalatokban
meghatarozova valt, foként az enzimesen felszabaditott N-glikdnok analizisére 6sszpontositva,
melyet a modern CE késziilékek megjelenése és a modszerek gyors fejlédése segitett [61-63].
A kozelmultban 20 fiiggetlen kutatocsoport az Egyesiilt Allamokbol, Eurdpabol és Azsiabol
egy egylittmiikodés keretein beliil a résztvevd kutatdlaboratdériumok egyiittes tesztjeinek
elvégzését kezdeményezte, fokuszba helyezve a mintaeldkészités és a CE altali glikan analizis
ismételhetdségét egy atfogd glikan "mapping” gyakorlat sordn glikoprotein tesztmintak
felhasznalasaval [64]. Ennek az erOfeszitésnek eredményeként kivald reprodukalhatosag
mutatkozott a migracios 1d6 és a csucs alatti teriilet értékekben, ami kozvetleniil vezetett a CE
alapu glikan azonositdsahoz jelenleg is hasznalt, kereskedelemben kaphato glikomikai kitek
megalkotasahoz. Ez lehet6vé tette a nagy ateresztoképességii, rutinszeri N-glikan
mintaelOkészitési és mintaclemzési folyamatot. Az idok sordn ez a megkozelités egy validalt
bioipari médszerré ndtte ki magat, tovabba egy potencidlisan még nagyobb ateresztoképességl,
multikapillaris elektroforézis formatum is 1étrejohetett [65], mely nem csupéan az N-glikanok,
hanem szabad oligoszacharidok ultragyors jellemzésére egyarant lett alkalmazhat6 [66]. Ugyan
napjainkra a kapillaris elektroforézis az egyik leggyakrabban hasznalt cukoranalitikai
technikava lépett eld, a szénhidrat molekuldk elektromos tér kozvetitette elvalasztasa sok
esetben ezzel egyiitt is kihivast jelentd feladat maradt, melynek révén tovabbi
modszerfejlesztési 1€pések megalkotasa valt sziikségesseé. Ezek tipikusan a negativ toltésii
kromoforral/fluoroforral torténd jeldlés optimalizalasan €s a minta tisztitasi folyamatanak
tokéletesitésén alapulnak. A fluorofér jelolés legnagyobb eldnye, hogy lehetévé teszi az
analitikusok és kutatok szamdra az oligoszacharidok gyors és rendkiviil érzékeny, akar

attomolos koncentraciotartomanyon beliili detektalasat [67].

A glikoproteinek aszparagin régidinak nitrogén atomjaihoz kapcsolt oligoszacharidjainak

(innen az N-glikdn megnevezés) szerkezetmeghatarozisa daltaldban a cukor szerkezet
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enzimatikus felszabaditasaval kezdddik [68]. A glikoprotein kezelése endoglikozidazokkal
(példaul peptid-N-glikozidaz F (PNGaz F), endoglikozidaz F2 (Endo F2), endoglikozidaz H
(Endo H)) a leggyakrabban alkalmazott mddszer, de az enzimes emésztés mellett kémiai
megkozelitések is alkalmazhatok [69, 70]. Az N-kotott cukorok enzimatikus felszabaditasa
altalaban a fehérjék mobilitasanak valtozasat eredményezi, igy az N-glikozilacio jelenlétét
vagy hidnyat az el6z6 fejezetben bemutatott SDS-gél elektroforézissel (SDS-PAGE vagy SDS-
CGE) is ellendrizhetjiik. Az O-kotott glikdnok esetében az O-glikandz (endo-a-N-
acetilgalaktdzaminid4z) hasznéalhat6 a cukorstrukturdk felszabaditdsara, de emellett sziikség
lehet mas enzimek altali elokezelésére is a diszacharid “core” régid felfedéséhez, ami
bonyolultabba teszi az O-glikdnok elemzését. Ezen glikoprotein konjugatumokrél O-
glikananalitikai célok megfogalmazéasa és mérési eredmények hianydban nem esik sz6 a
dolgozatomban.

A felszabaditott N-glikan szerkezetekbdl a cukor monomer egységek exoglikozidazokkal,
(példaul neuraminiddz (szialiddz), B-galaktozidaz, a-fukoziddz, B-N-acetilhexozaminidaz és a-
vagy P-mannoziddz), egymas utan hasithatok, melyek mobilitasbeli valtozasokat
eredményeznek a lehasitott cukrok szamatol és méretétdl fiiggden. A legelterjedtebb endo- és

exoglikozidaz vagasi helyeket a 12. dbra szemlélteti.

Glikozidazok altali emésztés (komplex N-glikanok)

a-mannoziddz  B-mannoziddz 4 fukozidiz V' Fukez
= Glukoz
O Mannéz
/\/ T \/\Endoglikozidéz F B
Neuraminiddz  B-galaktozidaz B-N-acetilhexozaminidaz @ szdlsa

12. abra: N-glikanok szerkezeti analiziséhez alkalmazott glikoziddz enzimek fajtai és hasitd

helyei (szerkesztve [71] alapjan).

Fontos megjegyezni, hogy az enzimekkel szemben ellenallo strukturdk nem szabadithatok fel
¢s detektalhatok ilyen mddszerrel. A hasitassal szembeni ellenallas foként akkor tapasztalhato,
amikor a glikan hidroxilcsoportjaihoz valamilyen modositas (példaul szulfatalas, acetilalas,
foszforilalas) tarsulnak, igy a glikozid kotések nem ismerhetdk fel a hasitd enzimek éltal. Egy

masik lehetséges ok a sztérikus akadalyozasban rejlik. Az N- és O-glikanok teljes eltavolitasa
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kémiai kezeléssel érhetd el (példaul hidrazinolizissel vagy B-eliminacioval), de ilyenkor a
peptidek sériilése altalaban megakadalyozza a pontosabb fehérjekarakterizalasi 1épéseket [71],
valamint az O-glikanok egyidejii lehasitdsa modosithatja a kinyerni kivant informaciot [69].
Bar az N-glikan felszabaditasi modszerek manapsag rutinszertien alkalmazhatok és kevesebb
1dot igényelnek [72, 73], az azt kovetd CE alapt analizis eldtt tovabbra is szilikség van
derivatizalasi 1épésekre. Az egyik legegyszeriibb megkdzelités a monoszacharidok vagy
oligoszacharidok szdrmazékképzése borat komplexéacioval, amely lehetové teszi a rovid
hullamhosszit UV detektalast [74]. Ennek a megkozelitésnek egyszeriisége ellenére a
leggyakrabban hasznalt szarmazékolasi modszer az elvalasztas el6tti fluoroforral valo jeldlés
reduktiv aminalassal [75, 76], amely lehetové teszi bizonyos derivatizalo reagensek (2-AP, 6-
AQ, CBQCA, stb.) széles skaldjanak alkalmazasat [77, 78]. Az elmult harom évtizedben a
nagyfelbontasu kapillaris gélelektroforézist széles korben hasznaltdk az N-kotott
oligoszacharidok elvélasztasdra reduktiv amindlasi Iépés 4ltali 1-aminopirén-3,6,8-

triszulfonattal (APTS) valo jeloléssel (13. &bra) [67].
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13. abra: N-glikdnok APTS festékkel torténd jelolési reakcidja natrium-cianoborohidrid
jelenlétében. A reduktiv amindalas soran a piran6z vagy furan6z cukor gytrii felnyitasra keriil,
hogy aldehidet vagy ketont képezzen, majd a szarmazékképzd reagens amin csoportja nukleofil
addicioval imin (Schiff bazis) képzddéséhez vezet, melybdl a kdvetkezd 1€pésként a redukalo

agens stabil komplexet hoz 1étre [67].

A Schiff bazis redukcidja nétrium-cianoborhidriddel, vagy annak kevésbé karos
alternativaival (példaul 2-pikolinsav-bordnnal) a szdrmazékolési reagens (mely leggyakrabban

8-aminopirén-1,3,6-trisulfonsav, réviden APTS), jelenlétében stabil adduktot eredményez,
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amelyet UV elnyelés révén vagy lézeres indukalt fluoreszcencia (LIF) segitségével lehet
detektalni. Mivel az addicios reakcio a cukor reduktiv végére specifikus, csak egyetlen,
haromszoros negativ toltéssel rendelkez6 APTS molekula kapcsolodik egy adott
cukormolekuldhoz, mely ezaltal gyors elvalasztast és egyértelmi kvantitativ meghatarozast
tesz lehetdveé. A jelolési 1épés utan a felesleges festéket a legtobb esetben célszert eltavolitani
a mintabol annak érdekében, hogy elkeriiljiik a CE-LIF analizis soran a festék felesleg zavaro
hatasat (és ezzel egyiitt a lehetséges ionszuppresszids hatast az esetleges CE-MS vizsgalatok
soran). A szérum glikoproteinek glikan analizise soran tovabba nem csupan a feleslegben 1évo
jeloléanyag karos hatasait kell kikiliszobdlni, hanem a szabad vércukor komponensek
nemkivanatos enzim inhibicidjat is [79]. Emiatt altaldban egy denaturald 1€pés elézi meg az
enzimes felszabaditast, hogy a kitekeredett glikoproteinek glikanjai sztérikusan szabadda
valjanak és az endoglikoziddzok hozzaférjenek szubsztratjaikhoz. A hagyomanyos denaturalé
eljarasokat alkalmazva megfigyelhetd, hogy a szérum mintak bizonyos térfogat felett (~ 10 uL)
precipitdlodnak, mely eltérd denaturdld modszereket tesz sziikségessé a nagyobb
mintamennyiségek és/vagy fehérje koncentraciok vizsgalatakor [79]. Ezenfelil, az
endoglikoziddz emésztés soran kiillonféle monoszacharidok és egyéb, alacsony polimerizacios
fokt (DP) cukrok (pl. a vérben 1év0 gliikdz, maltéz, Man3GIcNAc, stb.) jelenléte gatld hatdssal
birnak [80-82]. Ezért kutatécsoportunk nemrégiben bemutatott egy Uj, szérum szintli
mintaelokészitési protokollt, mely sordn akar 50 pL-es kiinduldsi mintamennyiség is
alkalmazhat6 anélkiil, hogy a denatural6 1épés soran a minta kicsapodasa jelentkezne [83]. A
folyamat magéba foglalja a szérum glikoproteinek aminosav alapt szelektiv kifogasat egy 1j,
hémeérsékleti gradiens denaturalasi eljéréssal egyﬁtt, valamint lehetdvé teszi az akar 1,5 mg/50

A denaturdlasi lépés utani, automatizdlhatdé mintaelokészités folyamatdt a 14. abra
szemlélteti.

MeCN Hulladék APTS Na,BH,CN MeCN  Hulladék H,O Minta

- —_— CE-LIF
PNGase F Qllkap APTS Tisztitds E'Iumo likan
emésztés kifogas jelolés vizzel Bl

1h/50°C 2h/37°C

A

14. abra: Laboratoriumi automatizalds folyamatabraja a magneses gyongy altali N-glikan

mintael6készitéshez és analiziséhez CE-LIF alkalmazasaval (szerkesztve [84] alapjan).
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A teljes ¢és részletes N-glikan mintaeldkészitési folyamatrol dolgozatom “Anyagok és
modszerek” fejezetében irok. Erdemesnek tartom azonban megemliteni, hogy
kutatocsoportunk folyamatosan torekszik az emlitett CE alapt glikdn mintael6készitési
folyamatok egyszerisitésére, beleértve a tisztitasi procedura teljes elhagyasanak lehetdségét,
mely jelentésen csokkentené a tisztitdsbol adddo reprodukélhatosadgi problémakat és a
munkafolyamat id6tartamat.

A mintael6készitési folyamat utan a fluoroforral jelolt glikdnokat kapillaris elektroforézissel
analizalhatjuk (szeparalhatjuk), LIF detektalassal kapcsolva. Ez a modszer kivald
érzékenységet ¢és rovidebb elvalasztasi idot tesz lehetdvé, mint a legtobb folyadékfazisu
elvalasztasi modszer [84]. Az APTS festékkel jelolt cukor komponensek migracios id6 értékeit
a CE-LIF soran altalaban gliikézegységekre (GU) vonatkoztatva definialhatjuk, mely ezaltal
rendszertdl fliggetlen, normalizalt adatokat biztosit a felhasznalonak az adatbazis keresés altal
segitett szerkezet meghatarozashoz [85, 86]. A GU-szamitasban hasznalt gliikozegység
koncepciodja alapvetden hasonld a giz-kromatografidban ismert Kovats retencios indexhez
[87]. A klasszikus GU-szamitasi modszer azonban egy tovabbi oligoszacharid 1étra futtatast
igényel minden analizalandé minta esetében, igy ndvelve a szerkezetazonositas pontossagat,
am ezzel egyiitt a mintafeldolgozasi i1d6t is. Ezenfeliil bevezetésre keriilt egy ugynevezett
harmas belsé standard megkdzelités is a GU-szamitasban, mely segitségével sokszor
elhagyhatok a minta melletti gliikoz 1étra futtatasok. Ez a folyamat a DP2, DP3 és DP15 harom
belsé standard minta melletti beinjektalasa és egyidejii analizise révén normalizalja a migracios
iddket az elektroferogramokon [88]. A gyakorlat ugyanakkor azt mutatja, hogy a minta analizis
elétt a legtobb esetben informativ lehet a maltooligoszacharid 1étra futtatasa (jelintenzitas,
csucsalakok, stb. ellendrzése), igy célszerli azt elvégezni, amennyiben az analitikai feladat
soran az id6 nem kulcs tényezd.

Az adatbazisok altal segitett glikdn szerkezet meghatdrozas egyik alapvetd feladata a
kereskedelmi forgalomban 1évd standardek GU-értékeinek kozvetlen Osszehasonlitisa a
vizsgalni kivant ismeretlen mintakomponensek GU-értékeivel. Az elektroferogramon szerepld
barmely ismeretlen szerkezet GU-értékeit a mellette 1€vé oligoszacharid létra cstucsok

migracios idejének figyelembevételével lehet kiszamitani:

(3) GUy = Gy + -2

tNy1—tN
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ahol GUx a meghatarozandoé csucs GU értéke, Gy a maltooligoszacharid létra meghatarozando
csucs elotti elemének polimerizacios foka, tx az ismeretlen csiics migracids ideje, v €s ty+;
pedig az ismeretlen csucs el6tti és utani 1étra csticsok migracios idéi [89]. Osszességében, a
GU értékek hasznalata a tényleges migracios idok helyett csokkenti a mérési pontatlansagokat,
melyeket a szeparacios paraméterek valtozasa, a kapillaris el6¢lete vagy a puffer 6sszetételének
modositasa okozhat [90]. A 2015-ben kutatocsoportunk altal kifejlesztett GU érték alapt glikan
szerkezetazonositds egy ingyenesen elérhetd, "GUcal” nevli szoftver segitségével konnyen
elvégezhetd (http://www.gucal.hu). A szamitisi miiveletek €s azok grafikus felhasznéloi
felilete MATLAB nyelven irodtak. Ez az egyszeri GU érték szamitd program gyors ¢és
megbizhatod csiicsazonositast tesz lehetove, tovabba az alkalmazas folyamatos fejlesztés alatt
all, ezaltal rendszeresen olyan 0j glikan szerkezetekkel boviil, melyek (példaul az emberi

szérumban) idérdél-idére azonositasra keriilnek. A szoftver feliiletét a 15. dbra mutatja be.
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15. abra: A glikan szerkezetazonositasra fejlesztett GUcal szoftver feliilete (A) és egy a
szoftverrel meghatarozott, glikdn szerkezetekkel ellatott CE-LIF mérés elektroferogramja (B).
Minden feltiintetett glikdn roviditett neve koveti az Oxford nomenklatarat, mely a

www.GlycoStore.org oldalon fellelhetd a relevans GU értékekkel egyiitt (szerkesztve [91]

alapjan).

Mivel a szénhidratok nagyfoku szerkezeti valtozatossadga rendkiviili kihivast jelent az
analizisik és azonositasuk szempontjdbol, az adatok validaldsa érdekében legtobbszor
exoglikozidaz-medialt glikdn szekvenalds alkalmazand6 mind az adatbdzis segitségével

torténd, mind pedig a szoftveres modszerrel végzett szerkezet meghatarozas mellett [64].
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Az oligoszacharidok CE altali szekvencialis analizise egymast kovetd exoglikozidaz
emésztési 1épésekkel az egyik leggyakrabban hasznalt technika a bonyolultabb szénhidratok
szerkezetének meghatdrozasara, beleérve a pozicios és kotési izomerek felismerését [92-94].
Révén, hogy az exoglikoziddaz enzimek rendelkeznek monoszacharid egység, kapcsolodasi
helyzet €s orientacios (o/p) specificitassal, nem csak a szekvencia, hanem az ehhez tarsulo
kapcsolddasi és anomer konfiguracids informacié is feltarhato [63, 93]. Az exoglikozidaz
matrixon alapulé glikdn szekvenalas a reakcidtermékek elvalasztasat igényli minden egyes
enzimreakcio esetén, melyekbdl strukturalis informaciot nyerhetiink a reakciok utani glikan
szerkezetek elektroferogramokon lathatd csucsainak eltolddasaibol, eltinésébdl vagy
megjelenésébdl €s a csucsintenzitas-valtozas adatokbdl (lasd, 16. abra). Az enzimek matrixban
torténd hasznalatanak egyik korlatja, hogy aktivitasukat kis id6 elteltével elveszithetik, mely
jelentésen noveli az analizis pontatlansagat és koltségét. Ezért ma mar olyan szekvenalasi
1épéseket célszerli beiktatni, melyek esetében az enzimek immobilizalt formaban talalkoznak
a szubsztratjaikkal [95]. Ezen modszer alkalmazéasaval az enzimaktivitas tovabb fenntarthato,
a glikozidazok ellenalld képessége a denaturacioval szemben novelhetd, mindemellett pedig

lehetové valik az adott folyamat soran alkalmazott enzimek ismételt hasznalata is [96, 97].
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16. abra: PNGase F emésztett, APTS jelolt human szérum IgG N-glikan szekvencia analizise
CGE-LIF modszerrel. Az dbran jol kdvethetd a glikan struktirdk enzimes emésztéseit koveto,
monomer vesztések sordn létrejovo cukor oligomerek elektroferogramjai (szerkesztve [97]

alapjan).
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A mindségi szerkezet meghatirozas mellett olykor az azonositott, vagy mar ismert
struktarak mennyiségi meghatarozasara (kvantitativ analizis) is szlikség lehet. Ahogy fentebb
mar emlitésre keriilt, a cukrokhoz kapcsoldddo APTS molekula harom negativ toltést biztosit a
szénhidratoknak az elektromos tér kozvetitette migracidhoz, valamint az egy festékmolekula -
egy cukorszerkezet sztdichiometria révén lehetové teszi az egyszerti kvantifikalast. Napjainkig
azonban relative kevés kisérlet folyt az APTS-jelolt cukrok pontos mennyiségi
meghatarozasara [98, 99]. Ellenben megfigyelhetd, hogy ezen publikaciok jelentéseiben a jeldlt
tartomanyban.

Az APTS-cukrok CE-LIF 4ltali kvantitativ meghatarozasrol dolgozatom 2.2.3
alfejezetében, valamint az eredményeim ismertetésénél (4. fejezet) teszek bovebb emlitést,
tovabba, tapasztalataimat egy konkrét példaval is szemléltetem (szabad oligoszacharid mintak

kapillaris-, és multikapillaris gélelektroforézise soran).

Bar a CE alapu oligoszacharid vizsgalati modszerek hatékony analitikai tulajdonséagai
ismertek, egyik hatranyuk, hogy a fehérjék esetéhez hasonldan hidnyzik egy olyan rutinszertien
alkalmazhato, egyszerli detektdlasi modszer, amely enzimes szekvencia analizis, vagy
szoftveres becslés nélkiili, pontos szerkezeti informacidt tudna nyujtani az elvalasztott
analitokrél. Igy meriilhet fel nem csak a fehérjék, hanem a szénhidratok esetén is a
tomegspektrometrias detektalassal valo CE kapcsolas lehetdsége, mely altal értékes szerkezeti
informéciot kaphatunk az elvalasztott, sot, sok esetben a komigralé cukormolekuldkrol is.

Elsdként 1987-ben végeztek online kapillaris elektroforézissel kapcsolt elektrospray
ionizécios tomegspektrometrias (CE-ESI-MS) analizist [49], de azéta a kiilonféle CE-MS
Osszekapcsolasi technikék ¢€s interfész tipusok megsziiletésével, (koztiik a koaxialis, [100],
folyadék kapcsolatos, (liquid junction) [101], és kopenyfolyadék nélkiili (sheathless) [102]
rendszerek) megndtt a modszer alkalmazhatosaganak jelentdsége. Ezekkel a fejlesztésekkel
parhuzamosan a szénhidratanalitikai CE-MS modszerek is folyamatosan fejlodtek [103, 104],
azonban még ma 1is viszonylag kevés informdcioval rendelkeziink ezen eljarasok
megbizhatdsadgarol ¢és reprodukalhatosagardl a biofarmaciai, vagy biotechnologiai ipar
teriiletén (foként a HPLC-MS alapt “golden standard” mddszerekhez viszonyitva). Fontos
megemliteni tovabba, hogy a szénhidritok CE analizise sordn haszndlatos fluorofor
derivatizald reagensek negativ toltése, (példaul az APTS esetén), nem csupan gyorsitjak az
elektromigraciot, hanem segitségiikkel lehetévé valik a derivatizalt minta MS detektalasa is,

foként negativ ionizaciés modban [105, 106]. A jelolt glikanok és mas oligoszacharid
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molekuldk CE-MS analizise azonban nem mindig egyszerii feladat, révén, hogy szamos
paramétert kell pontosan 6sszehangolni, valamint ellendrizni annak érdekében, hogy a mddszer
reprodukélhaté maradjon a migracids idok és a csucs alatti teriiletek vonatkozéasaban. Ilyenek
példaul a két technika k6zott kapesolatot 1étesitd interfész tipus beéllitasa a CE és MS egységek
elektromos aramkorének szétvalasztasaval, valamint a megfeleld polaritdsok hasznélata az
elektroforézis és az MS ionizaci6 soran [107-109]. Mindemellett 1ényeges a megfeleld
kapillaris hossz és belsé atmérd kivalasztasa, az elvalasztd €s konduktiv (sheath) pufferek
Osszetételének, pH-janak, valamint az elektroforetikus és elektrospray fesziiltségek pontos
beallitasa is a stabil elektrospray folyamat biztositasdhoz. Legfobb probléma, hogy szamos
esetben a CE elvalasztashoz alkalmazott szeparacios feltételek nem Osszeegyeztethetok a
tomegspektrometrids detektalassal (tobbek kozott a fentebb mar emlitett szuppresszios hatasok
miatt). A szénhidratok meghatarozasa CE-LIF soran altalaban viszkézus elvalasztd matrixok
hasznalatat igényli a magasabb felbontas érdekében, ami altalaban nem kompatibilis az MS-
sel a nem illékony gélképzd anyagok és egyéb zavard komponensek analizatorba €s detektorba
jutasa végett [110]. Az oligoszacharidok CE-MS mérése ezért altalaban alacsonyabb felbontast
eredményez gélképzok alkalmazasa nélkiili hattér elektrolit oldat hasznalata mellett. Lényeges
tovabba, hogy a legtobb CE-LIF alapt glikananalitikai modszer modositatlan fala szilika (BFS)
kapillarist hasznal forditott polaritasu elvalasztasi modban (andd a detektalasi oldalon), ami azt
jelenti, hogy az EOF iranya a kapillarisban az injektalasi irdny felé mutat, ellentétesen a negativ
mert a legtobb interfész miikodésének és a stabil elektrospray folyamat fenntartasanak feltétele,
hogy a szeparacids puffer ne {iriiljon ki a kapillarisbol az elektroforézis soran, valamint a
kopenyfolyadék se higitson rajta jelentdsen (ez bizonyos esetekben eldnyds is lehet, lasd 2.3
fejezet), ezzel csokkentve az elvéalasztas alatti allando fesziiltség mellett jelentkezd
aramerdsséget [111]. A gyakorlatban az elektroozmdzis csokkentéséhez vagy elnyomésahoz
gyakran savas hattér elektrolitokat hasznalnak az Osszekapcsolds soran anélkiil, hogy
megvaltoztatndk a CE vagy MS polaritasokat, vagy modositanak a kapillaris fal belso feliiletét

(17. abra).
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17. abra: APTS jelolt maltooligoszacharid 1étra CE-MS analizise kiilonb6z6 dsszetételll savas
elvalasztod pufferekben. Az dbran kétféle sav (ecetsav és hangyasav), valamint valtoz6 metanol
koncentraciok alkalmazasat lathatjuk, melyek eltérd felbontast és elvalasztasi 1dot

eredményeznek (szerkesztve [107] alapjan).

Egy masik kritikus paraméter a konduktiv kopenyfolyadék és/vagy az elvélasztd kozeg
illékony, szerves oldoszer tartalménak optimalizdlasa, mely jelentésen befolyasolja az
elektrospray folyamat soran a minta ionizaciojat, segitve a szénhidratokat tartalmazo oldoszer
cseppek gyorsabb eltavolitasat és javitva a detektalas érzékenységét. Tovabba, bizonyos
oldészerek egyiittes alkalmazasa az elvalasztd és sheath folyadékokban (pl. cukrok esetén
izopropanol, fehérjéknél metanol) segithet kikiiszobdlni a két folyadék kozti konduktivitasbeli
kiilonbségeket, mely a reprodukalhato CE-MS mérés alapfeltétele. A kiilonbozo lehetdségek
koziil azonban néhany tovabbi alternativa is rendelkezésre 4ll az EOF hatdsdnak
megsziintetésére a savas BGE-k hasznalata mellett, példaul a kapillaris inlet oldalan
alklamazott nyomassal mely kiilonosen a “sheathless” interfészek hasznalata soran lehet fontos,
ugyanis ekkor az elvalasztd kozeg folyadékdrama nem taldlkozik fizikailag a
kopenyfolyadékkal, igy a kapillaris inlet oldalan alkalmazott nyomas nélkiil az elektrospray

folyamat megszakithatja az elvalasztd kozeg folytonossagat, ezzel csokkentve az elvalasztas
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hatékonysagat ¢és a folyamat reprodukalhatosagat [83], [112]. Emellett a kapillaris belsé
falanak bevonatolasaval (coating) is csokkenthetdé az EOF mértéke és a minta adszorpcioja,
tovabba sok esetben magasabb felbontas is elérhetd bizonyos bevonatok alkalmazasaval [105].
Az N-glikdnok MS detektalassal kapcsolt CE elvalasztasanak hatékonysagat mindig célszeri
mas detektalasi modszerekkel is 0sszehasonlitani €s alatdmasztani, hogy megbizonyosodjunk
az MS-alapti modszer alkalmazhatosagardol. Ezt megtehetjiik egy rutinszeri CE-LIF analizis
altal kapott elektroferogram segitségével, mely felbontasban ¢és reprodukalhatosagban

altalaban megbizhatobb, valamint gyorsabb a kapcsolt mdodszernél (1asd, 18. abra).
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18. abra: APTS jelolt glikdn standardok CE-LIF (panel A) és CE-MS (panel B) analiziseinek
Osszehasonlitasa. Egy jol beallitott CE-MS rendszer a megfeleld paraméterek optimalizalasaval
a CE-LIF mérés soran kapott eredményekkel 6sszehasonlitva kdzel azonos felbontés és analizis
id6 érheté el, on-line m/z adatokkal, ezaltal strukturalis informacidval is kiegészitve
(szerkesztve [105] alapjan). Roviditések: LIF —lézer indukalt fluoreszcens, TOF-MS: repiilési

1d6 analizatorral szerelt tomegspektrometrias analizis.

A mindségi azonositds melletti, N-glikdn szerkezetekre vonatkoztatott CE-MS alapu
kvantitativ analizis még napjainkban is ritkasagnak szamit. Erre kordbban féleg izobar (ahol a
kiilonb6z6 mintdkbol szarmazo, kiillonbozo jelold agenssel jelolt molekuldk tdmege azonos, de
az MS/MS soran keletkezett ionok csak az adott jel6lé anyagra jellemzdk) €s stabil izotop
jeloléses MS-t (ahol a glikant eltérd tomegil izotopokkal jeldlik, melyek beépiilve tomegeltérést
okoznak a tomegspektrumon és bizonyos iondtmenetek soran), valamint HILIC-MS alapt
modszereket alkalmaztak [113, 114]. A CE-MS altali kvantitadlas soran felmeriild alapvetd
probléma a fehérjék analizise soran is oly sokszor felmeriilé ionszuppresszio jelensége, mely
azzal magyarazhato, hogy a leghatékonyabb CE altali glikan analizis (ahogyan a fehérjékeé is)
komplex elvalasztd gélrendszerekben valosulhat meg, melyek az esetek tilnyomo részében

ionszuppressziot okozd komponenseket tartalmaznak (pl. trisz, borat, PEO, stb.) Emiatt a
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felbontas rovasara a gélképzo agensek elhagyésaval olyan puffer rendszerek megtervezése és
megalkotésa sziikséges, melyek lehetdvé teszik a jelolt glikanok elvalasztasat és érzékeny MS
detektalasat. Oligoszacharidok kvantitdlasa ugyan MS alkalmazasa nélkiil is lehetséges pl. CE-
LIF moédszerrel (lasd, 2.2.2 alfejezet), azonban a glikén jelold agenseket eltérd izotdpokkal (pl.
12C — 13C) szintetizalva remek lehetéség adodik a cukorszerkezetek CE-MS alapt, relativ

mennyiségi meghatarozasra (lasd, 19. abra) [115].
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19. abra: Egy monoklonalis antitest (Cetuximab) Fab és Fc glikanjainak relativ kvantitativ
analizise '2C/'*C izotéparany alapi 2AA (2-aminobenzoesav) jeldléses modszerrel
(szerkesztve [115] alapjan).

Panel a és b: extrahalt ion elektroferogramok (EIE-k) az Fab (a) és Fc (b) régiok glikdn
profiljairdl, valamint az FA2G2Gal struktura mennyiségi eltéréseinek MS spektrumok altali
(izotoparany kiilonbségek) szemléltetésével. Panel c: a meghatirozott, Fab és Fc régidkon

talalhato N-glikan struktirak mennyiségének relativ eloszlasa.
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2.2.3. Szabad oligoszacharidok jelentosége

A molekularis biologiaban, orvostudoméanyokban és taplalkozastudomanyokban a “szabad
cukor” kifejezés leggyakrabban akkor hasznalatos, amikor azon szénhidratokrdl esik szo,
melyek példaul az N-kotott glikdnokkal ellentétben nem részei mas 0sszetett molekulaknak,
azaz sem bioldgiai, sem kémiai uton nem kapcsolodnak mas molekulatipusokhoz (pl.
fehérjékhez, lipidekhez, stb.). Jelentdségiik a kiilonb6zo biologiai funkcidik révén kimagaslova
valt az utobbi évtizedekben, ugyanis szamos pozitiv €élettani hatdssal rendelkeznek. Elég csak
a humén anyatejben magas koncentracioban megtalalhat6, specialis, nagyfoku diverzitast és
szerkezeti sajatossdgot mutatd, nem emészthetd oligoszacharidokra (HMO-k) gondolnunk,
melyek jelenléte (valtoz6é mennyiségekben és aranyokban) kritikus tényezd az anyatejjel taplalt

csecsemok és kisgyermekek korai fejlodési szakaszaiban [116].

A HMO-k felfedezésének torténete egészen a 19. szazadra mutat vissza, ugyanis az akkori
gyermekorvosok egy csoportja mar az 1800-as évek végén megfigyelte, hogy az anyatejjel
taplalt csecsemdk aranyaiban kisebb valdszintiséggel kapnak el fertdzo betegségeket, igy az
akkoriban elég magas (~ 30%-0s) csecsemd mortalitasi rata mellett jobb talélési eséllyel
rendelkeznek, mint a tehéntejjel, vagy mas allati eredettl tejjel taplalt tarsaik. Elséként Theodor
Escherich osztrdk mikrobiologus ¢és gyermekorvos talalt §sszefliggést a csecsemdk emésztése
¢és az intesztinalis baktériumflora kozott, majd eredményeit alapul véve Moro és Tissier
felfedezték, hogy az anyatejjel, taplalt csecsemdk székletének baktériumfloraja eltér az allati
eredetli tejjel taplalt csecsemdkétdl [117-119]. Ezt kovetden Eschbach az anyatejet vizsgalva
azt a kovetkeztetést vonta le, hogy a human eredetii tej egy "masfajta laktozt” tartalmaz, mely
eredményeképp szamos kutatas kozéppontjava valtak az ekkor még ismeretlen szerkezetli és
tulajdonsagu szabad oligoszacharidok [120]. Természetesen hamar kideriilt, hogy a kiilonb6z6
eredetll tejek kozott nem a laktdz szempontjabdl van kiilonbség, hanem abban, hogy az anyatej
tartalmaz egy specialis, a laktoztdl eltéré komplex szénhidrat frakciot is, mely képviseldinek
koncentracioja a laktacio eldrehaladtaval folyamatosan valtozik. Ezen molekulék legfontosabb
biologiai tulajdonsagaik kozott tudhatdo a prebiotikus hatdsuk (egészséges bélrendszer
kialakuldsa, baktériumok altali kolonizacidja) [121], antiadheziv funkciojuk (patogének
receptor analogként vald megkdtése, megakadalyozva a fertdzést az epitél sejteken keresztiil)
[122], tovabba immunmoduldns hatdsuk [123] és az agyi fejlodésben betoltott szerepiik is
(glikolipidek biztositasa) [124]. Erdekesség, hogy egyes kutatasok szerint bizonyos struktirdk

a szoptatds sordn nem csak a csecsemdk fejlodését segitik, hanem a gyakran jelentkezd
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mellgyulladds (mastitis) ellen az anya szervezetét is védik, receptor analogokként gétolva a

patogén invaziot [125].

Felmertiilhet azonban a kérdés, hogy az anyatejes taplalas lehetoségének hianyaban ezekhez
az esszencialis cukorszerkezetekhez hogyan juthatnak hozza azok a gyermekek, akik
valamilyen biologiai, vagy egyéb kiilsd okbol kifolyolag soha nem taldlkoznak ezen
struktirakkal azok természetes forrasan keresztiil. A valasz ilyenkor a mesterséges taplalasban
rejlik, ugyanis a modern orvostudomany €és muszeres analitika ebben az esetben is kézenfogva
talalt megoldast a problémara, mely eredményeként napjainkra mar tobb multinacionalis
vallalat is kifejlesztett és forgalomba hozott olyan életkor-, €s egyéb specialis igények szerint
kiilonb6z6 Osszetételli csecsemd tapszereket, melyek specidlis dsszetevoik révén a human
anyatejet hivatottak helyettesiteni. Ezen tapszerek az id6 eldrehaladtaval egyre pontosabban
(de korantsem tokéletesen) képesek lemasolni az anyatej Gsszetételét. Ezaltal evidenssé valik
annak jelentdsége, hogy megfeleld analitikai eszkdzok és modszerek alljanak rendelkezésre

eme specialis szabad cukrok mindségi és mennyiségi vizsgalatara.

A vizsgalt human tejmintdkbol napjainkig tobb, mint 200 egyedi HMO szerkezet
azonositasara keriilt sor, de a szerkezeti valtozatossdg még ennél is nagyobb lehet, melyet a
folyamatosan novekvd referencia konyvtarak adatai is bizonyitanak [126]. Egy adott HMO
valtozat tobbféle izomérikus szerkezetet eredményezhet a szintézis sordn valtozatos
monoszacharid kotéstipusokkal, ami ezaltal nagyszaml izomer szerkezetet eredményez
(paldaul: 2°FL-3FL és LNT-LNnT izomerparok esete, lasd, 20. abra). Szerkezeti felépitésiiket
tekintve elmondhat6, hogy a legegyszeriibb HMO struktardk redukald végén 1évo laktoz
egységek LacNAc (B-N-acetil-laktézamin), vagy lakto-N-bioz (LNB) beépiilésével
egésziilhetnek ki, melyek tovabb modosithatok kiilonbozd kotéstipusokkal beépiild fukoz (Fuc)
vagy szialsav (NANA) egységekkel, novelve a komplexitast [127, 128]. A specialis HMO-k
bioszintézisének fObb tényezdi az anya szekretor stitusza, Lewis-vércsoportja, az egyes
glikozidaz, vagy glikoziltranszferaz enzimek polimorfizmusai (SNP-k), valamint a terhesség
idOtartama és az anya egészségi allapota. A szekretor statusz olyan gének jelenlétére vagy
hidnyara utal, amelyek kodoljak azon sejtfelszini enzimeket, melyek az ABO vércsoport
antigének kialakitasaért felelosek, és ezen keresztiil befolyasoljak az anyatej oligoszacharid
Osszetételét. A Lewis-vércsoport a vorosveérsejtek feliiletén talalhatd antigének egy csoportjat
jelenti, mely a human tejben eléfordulé specifikus HMO-k kialakulasat befolyasolja kiilonb6z6
transzferaz enzimeket kodold gének megléte vagy hianya révén - (pl. FUT3 gén -

fukoziltranszferaz = fukozilalt struktarak kialakulasa) [129].
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20. abra: A human tejben megtalalhato, leggyakrabban vizsgalt oligoszacharidok szerkezete

(a teljesség igénye nélkiil - sajat forras).

Szerkezetek: Lac — laktoz, 2°’FL — 2’-fukozillaktéz, 3FL - 3-fukozillaktéz, DFL -
difukozillaktéz, LNT2 — lakto-N-trioz, 3’SL — 3’-szialillaktdz, 6’SL — 6’-szialillaktéz, LNnT
— lakto-N-neotetradz, LNT — lakto-N-tetra6z, pLNnH — para-lakto-N-neohexadz.

2.2.4. Human tej oligoszacharidok és csecsemd tapszer formulak szabad

cukortartalmanak vizsgalata CGE-LIF és MS moédszerekkel

Szamos glikoanalitikai modszer alkalmas arra, hogy kiilonb6z6é biologiai matrixokbol
atfogodan jellemzze a szénhidratokat monoszacharid szinttdl az egészen bonyolult, tdbbszala
szerkezetekig [130]. Mig a gazkromatografia (GC) tovabbra is kompatibilis technika a
szénhidrat analizisben [131], az utobbi idékben inkabb a kiilonboz6 allofazisokkal rendelkezd
HPLC modszerek nyertek teret. Tekintve a cukor oligomerek hatalmas szamat és az izomerjeik
variabilitasat, a szénhidrat kromatografia ma is rendkiviili kihivast jelent. Jelenleg foként
HILIC alapt modszereket alkalmaznak a nativ vagy derivatizalt tej oligoszacharidok nagy
felbontasu ¢€s jo érzékenységli vizsgalatara [127], de emellett az ioncseréld kromatografia is
nagy jelentdséggel bir [132]. Minden eldnyiik ellenére azért megemlitendd, hogy a specialis

tejcukrok analizisére szolgal6 kromatografias modszerek altalaban 30—60 perc elvalasztasi idot
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igényelnek, ami napjainkban mar hosszadalmasnak szamit a bioipari folyamatok tekintetében,

amikor is minél nagyobb szd&ml minta minél gyorsabb analizise a cél.

Az utobbi idoben a HPLC mellett a CE technikak is népszeriivé valtak, hiszen hatékony
ortogonalis modszerként a komplexebb szénhidratok analizisében gyorsabb €s nagyobb
ateresztoképességli modszereik (pl. multikapillaris) révén nem csupén a gydgyszeriparban és a
biomedicina teriiletein, hanem az ¢élelmiszeriparban is egyre elterjedtebb lett az alkalmazasuk
[55]. A lézerindukalt fluoreszcens detektalas megjelenésével a kapillaris elektroforézis alapu
mddszerek érzékenysége elérheti a 1071 M koncentraciot a szénhidratok fluoreszcens jelolése
utan, példaul a fentebb mar emlitett APTS festékkel végzett derivatizacio éltal, mely a
tomegspektrometria mellett jelenleg a legérzékenyebb moddszer a cukrok detektalasara. A
szabad cukrok CE analizise az N-glikanokhoz hasonldan torténik, 4m kisebb méretiik révén a
kiilonb6zé optimalizalt gélrendszerek segitségével még gyorsabban elvalaszthatok az
elektromos erdtérben, mint a fehérjékrdl felszabaditott tarsaik. Analitikai kihivast leginkabb
azok a struktaralis izomer szerkezetek jelenthetnek, melyek mérete €s monomer Osszetétele
azonos, am kapcsolodasi sorrendjiik, vagy az egymashoz vald kotddés tipusai eltérok (1asd 20.
abra — 2°FL — 3FL, 3’SL — 6°SL, illetve LNT és LNnT). Igaz, a tdmegspektrometrias analizis
(féként tandem MS alkalmazasa esetén) lehetdvé teszi, hogy ezen strukturalis izomerek még
koelucio, vagy komigracido esetén is megkiilonboztethetdek legyenek ionatmeneteik és
fragmentaciés MS/MS "ujjlenyomataik” altal, azonban szdmos cukorszerkezetre jellemzd,
hogy hajlamosak sériilni az ESI folyamat alatt, ezzel torzitva a kapott spektrum pontossagat.
Ez ad magyarazatot arra, hogy miért is van jelentdsége azon elektroforetikus elvalasztd
rendszerek megtervezésének, fejlesztésének ¢€s tesztelésének, melyek akar a legkisebb
1izomeériai eltérések ellenére is megfeleld felbontast biztosithatnak az oligoszacharidok gyors és

atfog6 analizise soran.

Doktori munkam soran lehetdségem volt egy kiilondsen gyors és hatékony CE alapt
modszer human tej oligoszacharidokon torténd bemutatasara, mely sordn egy 12 csatornas,
multikapillaris gélelektroforlézis késziilék segitségével vizsgalhattam két, egymas hatdsat
kiegészitd gél-puffer kompozicidé felbontoképességét, melyek kiilonbozé elven képesek
elvalasztani a szabad oligoszacharidok meghatéarozott elegyének osszetevdit. A modszer egy
HMO standardokat tartalmazé keveréken €s egy komplex human anyatej mintan is tesztelésre
kertilt, [66] tovabba egy neves élelmiszeripari cég fejlesztés alatt allo, galaktooligoszacharid
(GOS) tartalmu tapszer formula 6sszetételének (kvalitativ és kvantitativ) meghatarozasa is a

vizsgalataim targyat képezte [133] (lasd, 4. fejezet).
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2.3. Modszerfejlesztési stratégiak: CGE-, és SDS-CGE-MS

Annak megértése érdekében, hogy miért is fontos az analitikai eszkdzok és modszerek

folyamatos fejlesztése mind az akadémiai kutatdcsoportok, mind a biotechnologiai ipar

széamara, az alabbi igénypontok nyujthatnak segitséget a kutatoknak [134]:

1.

Magasabb érzékenység és szelektivitas igénye: Altalanossagban elmondhatd, hogy minél
ujabb és fejlettebb egy analitikai mddszer, annal nagyobb érzékenységet, szelektivitast és
pontosabb szerkezetmeghatarozast tesz lehetové a vizsgalandd minta tipusanak
fliggvényében. Ez minden analitikai modszer fejlodésének az alapja, ha alacsony
koncentracioban 1évé komponensek azonositasa és pontos mennyisé¢gének meghatarozasa
a cél.

Gyorsabb analizisére és hatékonysagra valo torekvés: Az id6 egyre fontosabb tényezdvé
valasaval egyenes aranyban kovetkezik, hogy a fejlettebb analitikai modszerek egyre
hatékonyabb analizist tesznek lehetévé, ezaltal elérhetévé valik a nagyobb mintaszam
feldolgozasa rovidebb id6 alatt. Ez az iparban ma mar kulcsfontossagl tényezo, de az
orvosi ¢és klinikai kutatdlaboratériumok szamara is kritikus lehet (pl. Covid 19 esete).
Szélesebb alkalmazhatosagi kor lehetdsége: Az 0 modszerek altalaban szélesebb korll
alkalmazhatdsagot biztositanak, ami tobbféle mintatipus analizisére nyujt lehetdséget.
Maguk a kapcsolt analitikai modszerek is ezen igény felmeriilése soran johettek 1étre,
felismervén, hogy az egylittes alkalmazis nagyobb szelektivitdst és extra informéciot
biztosithat a kutatok szamara, ezzel eléremozditva az analitikai tudoméanyok fejlodését.
Jobb reprodukalhatdsag €s pontossag: Azon analitikai modszerek, melyeket hosszabb ideig
fejlesztenek, altalaban jobb reprodukélhatdsagot €s nagyobb pontossagot tesznek lehetdve,
ami létfontossagu az analitikai eredmények megbizhatosaga szempontjabol.

Az emberi egészségre ¢és kornyezetre vonatkoz6 hatasok vizsgdlata: Az 1) analitikai
modszerek lehetdvé teszik az egészségiigyi ¢és kornyezeti mintdk analizisét, igy
hozzéjarulnak az orvosdiagnosztika €s kornyezetvédelem terén torténd fejlesztésekhez,
valamint az egészségre és kornyezetre karos hatasok azonositadsadhoz.

Technologiai eldrelépések kihasznalasa: Az 1ij technologidk kihasznalasa, példaul az
automatizalhatdsag, az 1 technikai megoldasok (pl. multikapillaris, ami az LC alapu
modszereknél nem megoldhato) €s specialis detektalasi technikdk integraldsa eldsegitheti

a modern analitikai modszerek relevancidjanak ndvekedését.
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Ezen szempontokat figyelembe véve érthetové valik, hogy mindennemii analitikai
fejlesztési folyamat a tudomany és az ipar szamara is kulcsfontossagu, és hozzajarul a jobb
kutatdsi eredmények eléréséhez, valamint a kornyezeti ¢és egészségiigyi kérdések
megértéséhez, a felmeriild tudomanyos problémak megoldasdhoz. Tovabba, a napjainkban
elfogadott gydgyszeripari iranyelvek (foként az FDA, EMA, USP ¢és ICH) folyamatos
valtozasa és egyre szigorubba valadsa szintén megkoveteli az analitikai mdodszerek folyamatos
fejlesztését (foként az ) gydgyszermolekuldk megjelenése esetén) [134, 135].

Esetemben ezért jelen doktori munka gerincét az altalam vizsgalt anyagok (peptidek,
fehérjék és oligoszacharidok) analizisén €s az analizis soran levonhatd inkabb analitikai, mint
¢lettani kovetkeztetéseken til foként az alkalmazott elvalasztd kozegek, analitikai modszerek
¢s eszkozok (CE és MS) fejlesztése, tovabba egy 1) kapcsolt fehérjeanalitikai megkozelités

optimalizalasa képezi [136].

Az elmult néhany évtizedben szamos, a CE és MS késziilékek kozott kapesolatot teremtd
interfész tipus kifejlesztése tortént, beleértve a kopenyfolyadékos (“sheath liquid”),
kopenyfolyadék nélkiili (“sheathless”) és folyadék kapcsolatos (“liquid junction”) megoldasokat
[137]. Ezekre foként azért volt sziikség, mert a kutatocsoportok probaltak megtaldlni a sajat
analitikai projektjeikhez és késziilékeikhez legmegfeleldbb ¢és legkézenfekvébb megoldast,
melyekkel az adott minta tipusokra minél érzékenyebb és reprodukalhatobb moddon
miukodhetett a CE-MS kapcsolas. A CE technika 6sszekapcsolasa MS-sel a kromatografias MS
kapcsolassal ellentétben sokkal nagyobb kihivast jelent, ugyanis az elvéalaszto fesziiltség (akar
+30 kV) és az elektrospray fesziiltség (akar £5000 V) egyiittes alkalmazéasa jelentdsen
megneheziti a folyamatot. Ilyenkor mindig fennall annak a veszélye, hogy az elektroforézis
soran keletkez6 aram nem a CE késziilek fold elektroddjan zarddik, hanem a
tomegspektrométer bemeneti nyildsan (orifice) at az MS magasfesziiktségli tapegységén, vagy
mas részein vezetddik le. Jobb esetben ez csupan az elvalasztd fesziiltség ingadozasat, és
reprodukalhatosagbeli romlast, rosszabb esetben a tomegspektrométer karosodasat is
eldidézheti, melynek javitasi koltségei rendkiviil magasak. Ezért, a késziilékek fejlesztoi és a
kutatok évek oOta egylitt probaljak athidalni ezen technikai problémakat oly modon, hogy
kiilonféle interfész tipusokat és kapcsolodasi stratégidkat dolgoznak ki a megfeleld analitikai

hatékonysag érdekében [138].

A kopenyfolyadékot hasznalé6 CE-ESI-MS interfész tipusok stabil elektrospray-t tesznek

lehetdvé az elektroforézis sordn, azonban a mintakomponensek jelentdsen kihigulnak mieldtt
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belépnének a tomegspektrométerbe [139]. A sheatless interfészek ezzel ellentétben ugyan nem
higitjdk a mintat (igy érzékenységiik joval nagyobb), de a legyartasukhoz iddigényes
mikrofabrikalasi folyamatokra és miniatiirizalt alkatrészek beépitésére van sziikség, emellett
gyakran stabilitasi problémaik Iépnek fel az elektrospray kialakuldsa soran, mely a nanoliteres
folyadékaramlasnak koszonhetd [140]. A folyadék kapcsolatos interfész esetében az elvalaszto
kapillaris egy néhany mikroliteres folyadéktartalyban végzddik, majd egy megszakitassal
folytatoédik, melynek révén elektromos kapcsolatot teremt a CE és MS dramkordk (injektalasi
¢és detektor oldali CE edények (elvalaszté aramkor); valamint az elektrospray hegy és a MS
orifice) kozott. Ennek alkalmazasa azonban sok esetben csucsszélesedést eredményez. A
folyadékaram a kopenyfolyadékos rendszerhez hasonldan ilyenkor is egy pozitiv, vagy negativ

nyomassal tarthat6 fent az elektrospray folyamat stabilizalasahoz [141].

Az elmult évtizedben a CE-MS technika hatalmasat fejlodott az érzékenység és
robosztussag terén, melynek révén a szakma egyre tobb képviseldje épitette be a “gold
standard” HPLC-MS modszerek mellett a CE-kapcsolt megkozelités alkalmazasat is az
analitikai gyakorlatba [ 142, 143]. A szamos kisérlet, melyek ma mar foként a CE-MS kapcsolat
lehetdségeinek bovitésére irdnyulnak olyan kiemelkedd jellemzdkkel, mint a lehetdség
megteremtése a géllel toltott kapillarisok €s nem MS kompatibilis pufferkomponensek, (pl.
SDS) MS detektalas melletti alkalmazasara - azonban tovabbra is kihivast jelentenek. Ezen
problémék mellett tovabbra is gondot okoz az egyenletes elektrospray folyamat fenntartasa, a
CE elvalasztas soran megjelend buborékok képzddésének elkeriilése €és a stabil elektromos
kapcsolat megdrzése, melyek egytdl egyig komplikéaciot okozhatnak a CE-MS analizis soran
[144]. A helyzet bonyolultsdgat fokozza, hogy a legtobb napjainkban hasznalatos CE-MS
interfész alkalmazasa specialis beavatkozasokat tesz sziikségessé az elvalasztd kapillarison,
mint példaul annak kilyukasztdsa, hegyezése, maratdsa, vagy mas bonyolult és nehezen
reprodukalhaté moddositasok [145]. A szilika kapillaris pontos elhelyezése a sprayerhez
viszonyitva, valamint a megfeleld elvalaszto-, és elektrospray fesziiltségek egyiittes
megvalasztasa szintugy kritikus tényezonek szdmitanak a kapcsolat fenntartasdhoz. A fentebb
felsorolt kapcsolodasi tipusok mindegyike hasznalhato CE-MS analizishez, 4m a
leggyakrabban valasztott modszer az elektrospray interfész koaxialis kopenyfolyadék
rendszerrel torténd alkalmazasa, mivel ez a kialakitas rendkiviil stabil kapcsolatot hoz Iétre a
két analitikai eszk6z kozott. Ebben a bedllitdsban ugyanis az elvalasztd kapillaris végén
talalhatdo egy kapillarison kiviili csOszakasz, melyben folyamatos folyadékdramlds megy

végbe, ami zarja az elektromos kapcsolatot az elvalasztd kapillaris injektalasi és detektalasi
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oldalai kozott (CE és MS aramkorok biztositasa), emellett segiti az elektrospray ionizacids
folyamatot. Ebben az esetben a sprayer hegyének MS orifice-t0l vald tavolsdgan és az
elektrospray fesziiltség valtoztatasan feliil fontos a kopenyfolyadék aramlasi sebességét is
optimalizalni, melynek hatdsara a minta talsagosan kihigulhat, vagy hidnyaban az elektrospray
folyamat megszakadhat. A tal nagy aramlési sebességek esetében flitott nitrogén arammal
(nebulizer gaz) lehet0ség van segiteni az ionizaciot, igy a szaritd gdzok aramlasanak és
hémérsékletének optimalizalasa is fontos tényezok egy CE-MS moddszer fejlesztése soran. A
megfeleld sprayer-orifice tavolsag beallitasa azért jelent kihivast, mert a tavolsag csokkentése
korona kistiléseket okozhat, ami karosithatja a tomegspektrométert. Ez problémat okozhat a tul
magas elektrospray fesziiltség alkalmazasakor is, ami ionforrason beliil 1étrejovo, ugynevezett
“in-source” fragmentacios jelenséget idézhet eld ezzel csokkentve a kapott eredmények
megbizhatosagat [146]. A technikai paraméterek beallitasa mellett azonban fontos, hogy egy
megfelelden nagy felbontast és reprodukélhatd elvalasztast lehetévé tevd elvalaszto kozeg
(puffer, vagy gél rendszer) is rendelkezésre alljon, ezért annak minta specifikus megtervezése
¢s bedllitasa is lényeges feladat a CE-MS interfész fejlesztéssel és optimalizalassal

parhuzamosan. Egy altalanos, koaxialis CE-MS interfész felépitését a 21. dbra szemlélteti.

: Elektrospray
1 [ =

Elvalaszto kapillari = = MS orifisz
— —

I

[E—

Szarit6 gaz
Kopenyfolyadék

ESl fesziiltség

21. abra: Egy koaxialis CE-MS interfész felépitése. Az elvalasztott minta komponensek a
hattér elektrolitot tartalmazé kapillarisbol a kopenyfolyadékba migralnak, melynek szerves
oldészer tartalma protonald (vagy deprotondld) kdrnyezetben az elvélasztd dramkor zarasa
mellett segiti a minta ionizacigjat, valamint a matrix illékonysaganak novelését. Az ionizaciot
¢s a minta oldoszertartalmanak csokkentését az interfészen atvezetett, szabalyozhato
homérsékletii, altalaban tiszta N> tartalmu szaritd gaz segiti. Ezek egylittes optimalizalasa az
ESI fesziiltség helyes megvalasztasaval a koaxialis rendszerben stabil elektrospray folyamatot

eredményezhet (sajat forras).
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Az MS analizist zavaré agensek problémakore ma mar a legtobb nemzetkdzi
biotechnologiai céget foglalkoztatja, ezért kulcsfontossagiva valni latszik egy olyan
reprodukalhat6, robosztus CE-MS moédszer megalkotdsa, mely megbirkdzik a legtobb fehérje
tipusu biologiai gyogyszer nagy hatékonysagui elvalasztasaval és tomegspektrométerrel torténd
strukturalis azonositdsaval. A tudomény jelenlegi allasa szerint még nem ismert olyan
altalanosan alkalmazhaté analitkai modszer, mely méret szerinti, gélelektroforetikus
elvalasztast “on-line”, azaz kozveleniil a folyamathoz kotott ESI-MS kapcesolassal valositana
meg. Kutatdmunkdm soran ezért egy olyan specialis, CGE-MS interfész kapcsolatot is
kifejlesztettem, melyet eddig a miiszeres analitika teriiletén nem hasznaltak. E megkdzelités
lehetdvé teszi, hogy a kapillaris gélelektroforézis (CGE) MS detektalast ellehetetlenitd agenseit
¢s az elektrospray ionizaciét zavard tényezoket kikiiszobdlve “online” modon tdrténd,
gélelektroforézissel Osszekapcsolt MS analizist biztositson akar a fehérjék méret alapu

elvalasztasa mellett (1asd, 4. fejezet).

2.4. A dolgozatban bemutatott bioterapeutikumok fehérje-, és glikananalitikai

szempontbol végzett CGE-alapu vizsgalatainak jelentosége

A terapias fehérjék analizisének alanyaiként az omalizumab és bamlanivimab hatéanyag
tartalmt monoklondlis antitesteket vizsgaltam CGE alapt mddszerekkel. Mivel ezen antitestek
hatdsmechanizmusat és szervezetbdl torténd eltavolitasukat a tudomany jelenlegi 4llasa szerint
befolyasolja az Fc régid N-glikozilacidja, érdemes részletes vizsgalatnak alavetni ezeket az N-
kotott szénhidrat szerkezeteket. Miel6tt azonban a konkrét mérési eredményekeimet

bemutatnam, fontosnak tartom, hogy a vizsgalt fehérjék alapvetd szerepét roviden ismertessem.

Omalizumab: A sulyos asztmas betegek omalizumab antitesttel torténd kezelése altalaban
magas Th2 endotipus és emelkedett szérum IgE-szintekkel jar [147]. A terapias fehérje
hatdsmechanizmusat tekintve szelektiven kotddik az IgE immunoglobulin Ce3 doménjéhez,
gatolva annak gyulladdsos mediatorokat felszabaditdé képességeét az effektor sejtekhez vald
kotddés révén. Ezért, az omalizumab hatékonyan alkalmazhaté az asztma és egyéb allergids
betegségek kezelésére [148]. Az omalizumabot kéthetente vagy négyhetente adjdk be a
betegeknek, a testsulyhoz ¢és a kiindulasi IgE-szinthez igazitva. A szérum csucskoncentraciokat
altalaban 7-8 nappal a szubkutan injekci6 beadasa utan érik el. A kiiiriilés (clearance) magaban
foglalja az IgE-vel torténd komplexképzddést és a lebomlast a maj retikuloendotelidlis

rendszerében és az endotél sejtekben. Fontos tovabba megjegyezni, hogy az antitestek
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kitiriilése eltér a kis molekuldju gydgyszerekétol, mivel elébbiek foleg a lizoszomakban torténd
katabolizmus révén iiriilnek ki az endocitozis utan. Emellett, a humanizalt és human eredetii
monoklonalis antitestek képesek gyogyszer elleni antitesteket is 1étrehozni, ami sok esetben
inaktiv immunkomplexek kialakuldsahoz vezet, melyek lizoszomalis lebontast okozhatnak.
Azonban vannak védé mechanizmusok is, melyek lelassitjak az IgG molekulak, és ezaltal a
monoklondlis antitestek kiiiriilését. A monoklonalis antitestek Fc régidja megvédi azokat a
lizoszomalis lebontastél az FcRn (neonatélis Fc receptor) kotddésével az endothel sejtek
hatds erdsségét, valamint a gyogyszer immunogenitasat, farmakokinetikdjat ¢és
farmakodinamiajat. Kiilonosen igaz ez az Fc régio konzervalt Asn 297 helyén, ahol a
glikozilaciés mintazatok kozotti kiilonbségek kulcsfontossagiiak lehetnek ezen paraméterek
meghatarozasdban. Az ADCC funkcidjat ezaltal jelentésen befolydsoljak az N-kotott
szénhidratok “core” aszparagin 297 helyén talalhaté CH2 domén fukozilalédasanak jelenléte
vagy hidnya. Mas szoval, a "core” szerkezet afukozilacidja novelheti az ADCC-t a FcyR Illa

erésebb kotddési affinitasa miatt, ami gyorsitott kitirtilést eredményezhet [149].

Bamlanivimab: A COVID-19 betegség |, és Ila fazisaiban az antiviralis terapiak elsédleges
célja a virus replikdciojanak gatldsa vagy a sejtbe vald bejutasdnak megakadalyozasa [150]. A
virus felszinén kifejez6dd, ugynevezett spike protein (tiiskefehérje) kulcsfontossagu szerepet
jatszik a virus gazdaszervezet sejtjeibe torténd bejutasaban. Ez a fehérje a receptorhoz kotod
doménje (RBD) révén az angiotenzin konvertal6 enzim 2 (ACE2) receptorhoz ko6tédik, amely
a célszerv sejtjének plazmamembranjan talalhatd, és amely lehetdvé teszi a gazdaszervezet
sejtjeibe vald behatolast. Az RBD célzott (neutralizalo) monoklonalis antitestek alkalmazasa
ez ellen az egyik leghatékonyabb terapids lehetdség [151]. Az ilyen antitesteket tartalmazo
(rekonvaleszcens) vérplazmat kordbban mar sikeresen alkalmaztak passziv immunterapiaként
szamos virusfertdzés esetében, ugyanis a plazméaban 1évd antitestek hatasukat tobbnyire a
korokozok neutralizélasaval €s specidlis antitest-effektor mechanizmusuk altal fejtik ki [152].
A COVID-19 betegségbdl felgyogyult betegekbdl szarmazd B-limfocitakbol tehat nagyfoku
specifikussaggal olyan neutralizal6 antitestek nyerhetdk, amelyek gatoljak a virus kotddését és
bejutasat a sejtbe. Ezeket a neutralizald antitesteket tovabba rekombinans techikéval lehet
modositani és nagy mennyiségben eldallitani. A bamlanivimab volt az elsé ilyen, IgGl
izotipust neutralizalé6 monoklonalis antitest, amely az RBD kulcsfontossdgi szegmenséhez
kotddve képes volt megakadalyozni a virus bejutasat a sejtbe, €s ezaltal a jelentések szerint a

betegség egy kritikus idészakaban (vészhelyzeti felhasznalasi engedélyt (EUA) szerezve)
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képes volt csokkenteni a viruskoncentrcidt és a virus replikacidjat a betegek légutaiban. Az
befolyasolja a klinikai hatas er6ssé¢gét, immunogenitast, farmakokinetikat é¢s farmakodinamiat,
természetesen ebben az esetben is igaznak bizonyult, ily médon fontosnak tartottuk, hogy egy
ortogonalis analitikai technika altal megerdsitsiik és bizonyitsuk a fehérjéhez kotott N-glikanok

ADCC funkciot befolyasolo szerkezeti sajatossagait.

Tanulményom sordn ezért az omalizumab €s bamlanivimab fehérjék atfogd, N-glikozilacios
szerkezeti jellemzését mutatom be, melyeket elézetesen SDS kapillaris gél elektroforézissel és
UV detektalassal teljes fehérje, valamint a fehérje alkotéegységeinek szintjén is analizaltam a
tisztasag €s alegység integritds megfeleldségének vizsgalata céljabol. A fehérjékhez kotott
cukor szerkezetek azonositdsdhoz egy a kutatocsoportunk altal fejlesztett mintael6készitési
folyamatot alkalmaztam, a fluoreszcensen jeldlt glikdnokat pedig egy szoftver segitségével,
valamint CE altali enzimes szekvendldssal azonositottam LIF detektalassal kapcsolva. Ez
utébbi magéaba foglalta a glikan profilozést és azonositast, hogy egy ortogonalis analitikai
modszer segitségével is megerdsithessiik a lehetséges N-glikan szerkezet és a fehérje bioldgiai

funkcidinak kapcsolatat [153].
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

A munkam soran felhasznalt terapids fehérjék (omalizumab, bamlanivimab), és a human
anyatej mintdk a Debreceni Egyetem Orvostudomanyi Karanak, valamint a Borsod-Abauj-
Zemplén Megyei Kozponti Korhaz és Egyetemi Oktatokorhazanak nagylelkii felajanlasabol
szarmaztak. A kapcsolodd regiondlis kutatasetikai engedély szama: BORS-24/2021. A
galaktooligoszacharid (GOS) formulat, maltodextrin 1étrat és laktozt a Nestlé Research
(Lausanne, Svéjc), a human tej ologoszacharid standardokat pedig a Glycom (Hersholm,
Dénia) cégek biztositottdk. Az amiloglikoziddz enzim a Roche-t6l (Bazel, Svajc) a
galaktozidaz a Megazyme cégtél szarmazott (Wicklow, Irorszag). A fehérje, valamint
glikananalitikai mérésekhez beszerzett SDS-MW, clEF, és Fast Glycan kitek a kaliforniai
Beckman (Brea, CA) cég termékei, a PNG4az F enzim pedig a veszprémi Pannon Egyetem Bio-
nanotechnologiai és Miiszaki Kémiai Kutatointézetének hozzéjarulasa volt. A cIEF méréshez
alkalmazott, pH gradiens eldallitasahoz sziikséges “Pharmalyte 3-10” amfolit oldatot a GE
Healthcare (Chicago, IL, USA) cégtdl szereztiik be. A ciklodextrineket a Cyclolab Kft-t6l
(Budapest) kaptuk. Az ecetsavat a Molar Chemicals Kft-tdl vésaroltuk (Halasztelek,
Magyarorszag), a peptid és fehérje standardek, SDS, natrium-cianoborohidrid, 2-pikolinboran,
gelképzo agensek (agardz és dextran), oldoszerek, tovabba minden mas felhasznalt vegyszer a

Sigma-Aldrich-t6l (St Louis, MO) szdrmazott.

3.2. Modszerek
3.2.1. Fehérjemintak elokészitése a CGE-UV mérésekhez

A fehérjeméret heterogenitas-, és alegység integritas analizisek (SDS-CGE) el6tt mind az
oldatabol 10 plL-t a 10 kDa méretii belsé standardbdl pedig 2 ulL-t pipettaztunk 80 uL. SDS-
MW minta pufferhez. A nem redukalt mintdk eldkészitése sordn a mintdkhoz 5 pL
jodoacetamid hozzaadasa volt sziikséges, mig a redukalt fehérje analizis esetén a mintdhoz 5
uL merkaptoetanol kellett a diszulfid hidak felbontédsa érdekében. Ezt kvetden a nem redukalt
mintaelOkészitésnél 70 °C-on 15 percig torténd inkubalas tortént az SDS-fehérje kotés

1étrejottének céljabol. A redukalt fehérjék esetében a denaturaldsi 1épés magaba foglalta egy
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90 °C-ig torténd, 0,5 °C/5 s hdmérsékleti gradiens alkalmazasat, majd a magas hdmérséklet 5
percig torténd megtartasat. A reakcidokeveréket ezutan jeges vizzel hitottik le a kapillaris
elektroforézis analizis eldtt. A fehérje 1étra elokészitése a redukalt modszerrel azonosan tortént.
Az agar6z gél alapu alegység integritas elemzés és gélfejlesztés esetében a monoklonalis
antitest minta elokészitése a fentebb leirt moddal megegyezden tortént. Amennyiben a redukalt
fehérjék glikozilalt alegységeinek migracids tulajdonsagait vizsgaltuk, a mérés elétt PNGaz F

enzim (200 mU) altali emésztést alkalmaztunk 50°C-on 1 6raig.

A bamlanivimab minta t0ltés variansainak analizise esetében (cIEF) a minta specialis
torzsoldatanak "Master Mix" oldataval valo higitasat, mely az elvalaszto gélt, az izoelektromos

pont (pl) markareket, L-arginint és az amfolit oldat keveré¢két tartalmazta.

3.2.2. Peptid és fehérje mintak elokészitése a CGE-MS, és SDS-CGE-MS

mérésekhez

Az angiotenzin II, bradikinin és neurotenzin peptideket HPLC tisztasagu vizben oldottam
fel 10 mM koncentracidban, majd 4,0% hangyasavval higitottam azokat a végleges 100 uM
koncentraci6 eléréséhez. Az RNaz A ¢és a lizozim fehérjéket szintén vizben oldottam, mely
100 Humulin ampulla tartalma szolgalt kiindulési oldatként (~ 3,5 mg/mL). Az SDS-CGE-MS
méréseknél a fehérjék 10-10 plL-jét, valamint a 10 kDa fehérje méretstandardbol 2 plL-t
kevertem Ossze 80 puL gyari SDS-MW mintapufferrel (Beckman), majd denaturaltam (90 °C,
10 perc).

3.2.3. N-glikan mintak elokészitése a CGE-LIF mérésekhez

A bamlanivimab és omalizumab terdpids fehérjék N-glikdnjainak mintaeldkészitési
folyamata megegyezett. Mindkét esetben a Beckman altal forgalmazott Fast Glycan kitet
alkalmaztam, beleértve az el0készités folyaman a tisztitdsi 1épésben hasznalt magneses
gyongyoket, illetve a szintén a kit részét képezd 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsav (APTS)

fluoreszcens agenst.

60



Az N-glikan minta elokészitése a Reider és mtsai altal bevezetett mddszeren alapult
(evaporativ jelolés) [154]. A modszer soran 10 pL 10 mg/mL (100 pg fehérjetartalm) mAb
oldatot 80°C-on 10 percig denaturdltam 2,0 uL. denatural6 keverékkel, majd 1,0 uL PNGaz F
enzim hozzaadasaval 20 pL 20 mM ammonium-acetatban 37°C-on 2 6ran at tarté emésztés
kovetkezett. Az emésztési 1épés utan 20 pL jeloldoldatot (6,0 mM APTS, 100 mM natrium-
cianoborohidrid 1 M THF-ben, 24% ecetsav) adtam a mintdhoz, és egy éjszakan at 37°C-on
inkubéaltam nyitott mintatarté fedéllel. A minta analizise el6tt a felesleges festéket 20 pL
Osszesen 4 mosasi ciklusban, majd az APTS-jelolt mintat 100 uL HPLC tisztasagu vizzel
elualtam. Tovabba, a mintdk tizszeres, HPLC tizstasagl vizzel torténd higitast igényeltek a
CGE-LIF mérés elott. Az oligoszacharid szekvenalas soran a mintdkhoz 1,0 pL exoglikozidaz
enzimeket (rendszerint neuraminiddzt, galakt6zidazt és hex6zaminidazt) adtam, melyet 37°C-
on, 1 o0ran 4t torténd inkubalas kovetett. A mérés eldtt 40 puL vizet adtam a mintdkhoz, hogy

elérjem a megfeleld detektalasi koncentraciot (jel intenzitést).

3.2.4. Szabad oligoszacharid mintak elékészitése

Minden HMO cukorstandardbol 2 mg-ot jeloltem APTS festékkel NaBH3CN (1 M THEF-
ben) jelenlétében, majd egy éjszakan at inkubaltam 37°C-on nyitott kupakkal [154]. A jelolt
mintakat 100 pL. HPLC tisztasagli vizben oldottam fel (jeldlt torzsoldatok). Ezeket a
torzsoldatokat megfeleld detektalasi tartomanytol fliggéen tovabbi 1000-10000-szeresre
higitottam a multikapillaris gél elektroforézis analizis el6tt a megfeleld detektalasi
tartomanytol fliggden. Az emberi anyatej mintat Stahl és mtsai 1994-es eljarasa szerint
készitettem el [155], majd APTS festékkel jeloltem a fentebb mar emlitett modszerrel. Az
Osszes torzsoldatot a jeldlésig, illetve a jelolés utan a mérésig -20°C-on taroltam. Az LOD és
Iépésenként kétszeres higitast végezve. A GOS mintdk esetében a jelolést a HMO
standardokhoz hasonld kézegben végeztem NaBH3CN helyett 2-pikolinborannal, valamint 60
°C-on 1,5 oran at nyitott kupakkal. A laktéz kalibracidhoz 12,5, 25, 50, 100 és 200 ug/mL

crc
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3.2.5. Alkalmazott elvalaszté kozegek (pufferek, gélek)

A fehérjek, peptidek €s oligoszacharidok CE analizise soran mindig az adott elvalasztasi
célnak ¢és detektalasi modnak megfeleld elvalasztd kozeg alkalmazasa volt sziikséges. A
standard mAb-ok karakterizaldsa azok redukalt és nem redukalt formaiban is a Beckman altal
forgalmazott, trisz-borat-dextran alapti gyari SDS-MW géllel torténtek. A kapillaris
izoelektromos fokuszalashoz szintén a Beckman gyari cIEF géljét alkalmaztam. Munkdm
gélfejlesztés részének alapjat képezO, agardz alapu fehérje elvalasztd gél eltérd
koncentraciokban tartalmazott triszt, boratot vagy acetatot, illetve alacsony homérsékleten
gélesedni képes agarozt, EDTA komplex képzot, glicerint és SDS-t (agar6z-TBE és agaroz-
TAE gélek). Az eredményeimben ezek ismertetésére részletesebben is kitérek. N-glikdn
analizisre a kutatdcsoportunk altal fejlesztett és Beckman cég altal forgalmazott HR-NCHO
g¢élt, a szabad oligoszacharidok analiziséhez pedig ugyancsak a fehérje elvalasztasnal emlitett
gyari SDS-MW matrixot, és a multikapillaris formatumhoz fejlesztett CIOOHT gélt (Beckman)

hasznaltam.

A tomegspektrometriaval kapcsolt CE mddszerek soran 4% hangyasav alapu puffert és
géleket alkalmaztam az elvélasztashoz, kopenyfolyadékként pedig eltérd koncentracidban
hangyasavat és metanolt tartalmaz6 oldattal toltottem fel a konduktiv 4gat a megfeleld
elektrospray képzddéshez. A nativ CGE-MS ¢és SDS-CGE-MS kisérletekhez rendszerint az
injektalasi oldalon 4% hangyasavat, 0,6% agarozt ¢s 20% glicerint tartalmazé oldatot (nativ
CGE-MS), valamint 428 mM TAE-t, 0,6% agarozt 10% glicerolt és 0,1% SDS-t alkalmaztam
(SDS-CGE-MS). Kopenyfolyadékként a CGE mérésekhez 4% hangyasavat és 20% metanolt
tartalmazo oldatokat hasznaltam azzal az eltéréssel, hogy az SDS eltavolitasahoz az oldat 0.8%

y-ciklodextrint is tartalmazott.

3.2.6. Késziilékek és mérési paraméterek

Az SDS-CGE méréseket minden esetben P/ACE MDQ, illetve Proteomelab PA 800
kapillaris elektroforézis késziilékekkel végeztem, melyek UV detektorral voltak felszerelve és
a fehérje analizis esetében 220 + 10 nm hulldmhossz tartomanyban sziiré UV filterrel voltak
ellaitva. A nem bevonatolt szilika (BFS) kapillarist minden elvalasztds el6tt a megfeleld
elvalasztd (dextran vagy agardz gélképzd alapu) géllel toltottem fel, és 15 kV fesziiltséget

alkalmaztam forditott polaritassal, 25°C-os kapillaris homérsékleten. A minta injektalasa
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elektrokinetikusan, 5,0 kV fesziiltség mellett, 20 méasodpercig tartott. A kapillarist a dextran
alapu gél alkalmazasa esetén minden futtatas el6tt 0,1 M natrium-hidroxiddal, 0,1 M sosavval
¢s HPLC tisztasagu vizzel mostam at minden esetben 80 psi nyomassal 2 percig a szilanol
csoportok regeneralasanak céljabol. Az eredményeket a 32Karat szoftverrel értékeltem ki (7.0
verzid, Beckman). Az agar6zos mérések soran a pontosabb kiértékeléshez a PeakFit 4.12

verzioju (www.sytat.com) programot hasznaltam. Az elektroozmotikus aramlas (EOF) és

viszkozitds mérés soran az EOF markert (mezitil-oxid) 254 nm hullamhosszon detektaltam. Az

elvalaszto kapillarist ebben az esetben csak az elsé futtatds eldtt kondicionadltam a fentebb

crer

crer

fesziiltség segitségével injektaltam a kapillarisba. Ezutan 15 kV normal polaritasu fesziiltséget
alkalmaztam 25°C elvalasztasi hdmérsékleten. Ilyen paraméterek mellett a hattér elektrolit pH-
ja az EOF katdd (detektor) iranyd aramlésat biztositotta. Az elektroozmotikus aramlas értékeit
minden gélrendszer esetén a marker detektdldsi ideje alapjan szdmoltam ki. A viszkozitds
mérésekor a markert nyomadssal injektaltam (5,0 psi/5,0 s), majd 20 psi inlet oldali nyomast
alkalmaztam a minta detekorig torténd eljuttatasdhoz. A viszkozitasi értékeket a
Hagen—Poiseuille egyenlet alapjan kalkuladltam (melyet részletesebben az “Eredmények”

fejezetben fejtek ki).

A cIEF mérések soran az izoelektromos pont meghatarozast szintén Beckman tipusu
késziilekekkel végeztem, 280 = 10 nm hullamhosszon torténd detektalassal, az elvalasztashoz
NCHO-bevonatolt kapillarist alkalmazva. A fehérje CGE-UV elvélasztdsokhoz minden
esetben 30 cm teljes (20 cm effektiv) hosszusagu, 50 um belsé atmérdjii kapillarist hasznaltam.
Az elvalaszto-, és mintatarolasi homérsékleteket rendszerint 20°C-ra és 10°C-ra allitottam be,
majd az analizist két 1épésben hajtottam végre. 1) a minta fokuszaldsa normal polaritast
moddban 833 V/cm elektromos térerdsség mellett 15 percig anolit (200 mM foszforsav) és
katolit (300 mM néatrium-hidroxid) kozo6tt, majd 2) a mobilizaciot 1000 V/em elektromos
térerOsséggel végeztem normal polaritdsi modban az anolit €és a 350 mM ecetsav kémiai
mobilizator segitségével 45 percig. A kapillarist 2,0 pL 10 mg/mL mAb oldattal és 240 puL
Master Mix-szel toltottem fel. Az elvalasztd kapillarist minden futtatas el6tt 6 M ureédval és
HPLC mindségili vizzel mostam 2-2 percig, az elvalasztas eredményeit pedig ebben az esetben

is a 32Karat szoftverrel értékeltem ki (7.0 verzio, Beckman).

Az N-glikozilacios analizis esetén a P/ACE MDQ késziiléket 1ézer indukalt fluoreszcens

(LIF) detektorral felszerelve haszndltam (lézer excitacio: 488 nm, emisszio: 520 nm), a
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mérésekhez 50 cm teljes és 40 cm effektiv hosszusagl, 50 um belsé atmérdji BFS kapillarist
alkalmazva. Az elvalasztési fesziiltséget ebben az esetben forditott polaritast médban 30 kV-
ra allitottam be, 25°C-os kapillaris hdmérséklet mellett. A kapillarist HR-NCHO elvalaszto
géllel toltottem fel, a mintat pedig egy vizdugd injektalasa (1,0 psi/5,0 s) utdn juttattam a
kapillarisba elektrokinetikus injektalassal (2,0 kV/2,0 s). A kiértékelés ebben az esetben is a

késziilék sajat szoftverével tortént (32Karat).

A szabad oligoszacharidok vizsgéalata soran a HMO mérésekhez az egykapillarisos
Beckman késziilékek mellett egy multikapillaris elektroforézis késziiléket is alkalmaztam
(C100HT Biologics Analyzer, Beckman), mely 12 kapillérissal felszerelve egyidejlileg 12
csatornan volt képes rogziteni a led indukalt fluoreszcens jelet (Aex=450 nm / Aem=540 nm).
A 12 kapillarist tartalmazo cartridge-ot vagy a gyari C100HT elvalaszto gél rendszerrel
(hagyoményos szénhidrat elvalasztdé matrix), vagy a cartridge kézileg torténd kiliritése és
tisztitasa utdn az els6dlegesen fehérje elvalasztashoz hasznalt SDS-MW (borattal keresztk5tott
dextran alapu) géllel toltdttem fel. A cartridge-ban elhelyezett 50 um belsé atméréja kvarc
kapillarisok teljes hossza 17 cm volt (mely 13 cm effektiv hossz a detektalasi pontig). A
mintakat elektrokinetikusan injektaltam 2,0 kV fesziiltséget alkalmazva 2,0 masodpercig, majd
6,0 kV fesziiltség mellett valasztottam el a C100HT gél esetében. Az SDS-MW gél esetén 6,0
kV/5,0 s injektalas utan 9,0 kV fesziiltséget allitottuam be az elektromigracidhoz. Mindkét
esetben forditott polaritdstt modban végeztem a méréseket (katod az injektalasi oldalon). Az
adatgylijtéshez ¢és feldolgozashoz a CIOOHT Biologics Analyzer (1.0.1.11. verzidjh)

szoftvercsomagot (Beckman) hasznaltam.

Az egykapillarisos HMO és GOS mérésekhez szintén a P/ACE MDQ késziiléket hasznaltam
LIF detektorral felszerelve (1ézer excitacio: 488 nm, emisszid: 520 nm), a mérésekhez pedig
50 cm teljes és 40 cm effektiv hosszisagl, 50 pm belsé atmérdjii BFS kapillarist alkalmaztam.
Az elvalasztasi fesziiltséget ebben az esetben is forditott polaritasi modban 30 kV-ra allitottam
be, 15°C-o0s minta tarolasi és mérési hdmérséklet, valamint NCHO g¢l alkalmazéasa mellett. Az

injektalas ezekben az esetekben 5 psi nyomadssal tortént 5 masodpercig.

A tomegspektrometrids peptid €s fehérje detektdlashoz Waters gyartmanyu, Xevo TQ-S
tipusi harmas kvadrupol késziiléket hasznaltam (Milford, MA). A peptidek és alacsony
molekulatomegli fehérje mintdk kapcsolt analizis¢hez a CE rendszert egy sajat készitésti
koaxialis folyadékaramlasos interfészen (CSFRI) keresztil kotottem  Ossze a

tomegspektrométerrel (lasd, eredmények fejezet). A 70 cm hossza, 50 pm belsé és 360 pm
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kiils6 atmérdji BFS elvalaszto kapillarist egy modositott OptiMS Cartridge-ba helyeztem
(Beckman Coulter), melyet egy zart reakciotérrel (cséreaktor) hosszabbitottam meg, amit az
MS gyari ESI sprayer-ével kapcsoltam (Waters Z-spray dudlis ortogondlis API ionforrés). Az
MS analiziskor az adatgylijtéshez a MassLynx 4.1 szoftvercsomagot hasznéltam, mely a
Waters cég sajat fejlesztése. A peptid és fehérje mérésekor egyarant elsédlegesen MS2 full
scan modot alkalmaztam rendszerint 400-1000 m/z, illetve 700-2000 m/z tartomanyokat
beallitva, valamint a kapott TIE-k (Total Ion Electropherogram-ok) mellett bizonyos ionokat
extrahalnom kellett az Gn. EIE (Extacted Ion Electropherogram) méd segitségével. A mintakat
nyomassal (5.0 psi/20.0 s) injektaltam, majd a peptid €s nativ fehérje vizsgalatoknal normal,
az SDS-fehérje mérések soran pedig forditott polaritassal analizaltam rendszerint 215 és 285
V/em térerdsségeket alkalmazva. A mérések soran a spray fesziiltség +2300 V-ra, a cone
fesziiltség +30 V-ra, a szaritdé gaz aramlési sebessége 600 L/h értékre, a deszolvacids

hémeérséklet pedig 250 °C-ra volt beallitva.
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4. Eredmények

4.1. Az omalizumab és bamlanivimab bioterapeutikumok fehérje alegység-, és

N-glikan szintii karakterizalasa CGE-UV, clEF és CGE-LIF modszerekkel

4.1.1. Intakt fehérje és alegység integritas analizis (SDS-CGE) - omalizumab

A natrium-dodecilszulfat kapillaris gél elektroforézis (SDS-CGE) moddszer Aaltali
omalizumab terdpids fehérje tisztasag vizsgalatat intakt, valamint redukalt allapotban is
elvégeztem, hogy ellendrizzem a molekula nehézlanc nem glikozilalt formajanak (ngHC)
jelenlétét és szintjét. A fehérje vizsgalatok sordn Filep Csenge doktorandusz hallgatotarsam és
Nagy Maté szakdolgozd segitettek a mérési paraméterek és CE moddszer beallitdsaban,
valamint az intakt és redukalt mintak el6készitésében.

A 22. abra jol szemlélteti a fehérje molekulatomeg standardok elektroferogramjaival
Osszehasonlitott omalizumab minta redukalt forméjanak profiljat, annak konnyli és a nehéz
lancainak méret szerinti elvalasztasa altal, valamint a molekula intakt forméajat, mely a teljes
fehérje tisztasdgarol szolgaltatott informaciot. Mindkét modszer esetén 10 kDa méretii belsd
standard fehérjét alkalmaztam a migracids tulajdonsdgok Osszehasonlitdsanak és a relativ

mennyiségek esetleges valtozdsanak detektalasa céljabol.
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22. abra: Az omalizumab terapias fehérje SDS kapillaris gélelektroforézis analizise intakt
(also futtatas) és redukalt (kozépsd futtatas) forméinak molekulatomeg standardokkal (felsd
futtatas) vald Osszehasonlitasaval. Csticsok: 10-225 kDa MW standardok, LC: koénnyi lanc,
HC: nehéz lanc, LC/HC: konnyii/nehéz lancok aggregacidja, HC/HC: nehéz/nehéz lancok
aggregacioja. Elvalasztasi korilmények: SDS-MW elvalasztd gél, 50 um kapillaris belsd
atmérd és 20 cm effektiv hossz (teljes hossz: 30 cm), alkalmazott fesziiltség: 15 kV (forditott
polarités), elvalasztasi hdmérséklet: 25 °C, elektrokinetikus injektalas: 5 kV/10 s. Szerkesztve,

[153] alapjan.

Az abran jol lathato, hogy nem glikozilalt nehéz lanc nem volt jelen a mintdban, magyaran
a fehérje teljes mértékben glikozilaltnak tekinthetd. A monoklonalis antitest konnyti ldncanak
(LC) migracidja kozel az irodalmi 24 kDa-os molekulatomeggel egyezett meg, mig a nehézlanc
tényleges molekulatomege 49,5 kDa volt, az 50 kDa molekulatomeg standardnéal azonban
lassabb migraciot, ezaltal nagyobb latszolagos molekulatomeget mutatott. Eredményeim

kritikai elemzését dolgozatom 5.1 alfejezetében fejtem ki részletesebben.
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4.1.2. Intakt fehérje, alegység integritas és toltés varians analizise (SDS-CGE,

cIEF) - bamlanivimab

A bamlanivimab fehérje esetén méréseimet tolés varidns analizissel is kiegészitettem
kapillaris izoelektromos fokuszalds (cIEF) moddszert alkalmazva, tovabba eredményeimet
reprodukalhatosagi szempontbdl is részletesebb vizsgalatnak vetettem ala [156]. A cIEF
analizist Farsang Robert, valamint Szigeti Marton tanszéki mérnokok segitségével végeztem,
a mérések szakmai értelmezésében pedig Dr. Guttman Andrds és Dr. Doo Soo Chung

professzor urak nyujtottak segitséget.

Els6 1épésként ugyancsak az antitest alegységeinek méretbeli heterogenitasat
tanulmanyoztam a fehérje redukalt formdjaban. A gydgyszerkészitmény tisztasdganak
vizsgalata ebben az esetben is az intakt fehérje SDS-CGE analizise altal tortént. A
bamlanivimab esetében egy helyett mar harom minta parhuzamos eldkészitését végeztem el,
hogy a modszer reprodukélhatésagardl is tanibizonysdgot tehessek. Az 23/A dbra
Osszehasonlitja a redukalt mintak injektalasait a méretstandardok elektroferogramjaval, a B

panel pedig ugyanezen standardokat a nem redukalt forma ismételt méréseivel veti Ossze.
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23. abra: A bamlanivimab bioterapeutikum redukalt (panel A) és intakt (panel B) formainak
fehérje méret standardokkal torténd Osszehasonlitasa tisztasag €s alegység integritas vizsgalat
céljabol. Csucsok (panel A): 10-225 kDa MW standardok, LC: konnyti lanc, HC: nehéz lanc,
LC/HC: konnyli/nehéz lancok aggregacidja, HC/HC: nehéz/nehéz lancok aggregaciodja,
valamint az intakt fehérje. Elvalasztasi koriilmények: SDS-MW elvalaszto gél, 50 um kapillaris
belsé atmeérd és 20 cm effektiv hossz (teljes hossz: 30 cm), alkalmazott fesziiltség: 15 kV

(forditott polaritas), elvalasztasi hdmérséklet: 25 °C, elektrokinetikus injektalas: 5 kV/20 s.

Szerkesztve, [156] alapjan.

Migracios id6 [min]

69



1. Tablazat: A bamlanivimab terdpids fehérje redukalt SDS-CGE analizise soran kapott

csucsprofilok statisztikai kiértékelése. Szerkesztve, [156] alapjan.

Redukalt mintael6készités
Migracios id6 [min] Korrigalt teriilet %
Cstics
Aliquot #1 | Aliquot #2 | Aliquot #3 |Median| Széras (%RSD | Aliquot #1 | Aliquot #2 | Aliquot #3 [ Median | Széras (%RSD
LC 15.72 15.65 15.67 15.68 0.04 0.24 31.55 31.37 30.97 31.30 0.30 0.95
NGHC 19.29 19.21 19.22 19.24 0.04 0.23 0.62 0.66 0.64 0.64 0.02 3.13
HC 19.80 19.74 19.75 19.76 0.03 0.15 67.83 67.97 68.39 68.06 0.29 0.43

A redukalt minta mérési eredményeinek statisztikai kiértékelése lathato az 1. tdblazatban,
amely a kovetkezd csucsardnyeloszlast mutatja: 31,3% LC, mindossze 0,64% NGHC és

68,06% HC alegység.

2. Tablazat: A bamlanivimab terdpias fehérje nem redukélt SDS-CGE analizise soran kapott

csucsprofilok statisztikai értékelése. Szerkesztve, [156] alapjan.

Nem redukalt mintael6készités

Migriciés id6 [min] Korrigalt teriilet %
Cstics
Aliquot #1 [Aliquot #2 | Aliquot #3 | Median | Széras %RSD |Aliquot #1 [Aliquot #2 [Aliquot #3 | Median | Széras %RSD
LC 15.68 15.71 15.69 15.69 0.02 0.12 0.76 0.82 0.81 0.80 0.03 4.04
LC/HC 27.01 27.05 27.02 27.03 0.02 0.08 3.43 3.71 3.68 3.61 0.15 4.26
HC/HC 27.79 27.79 27.82 27.80 0.01 0.05 0.12 0.11 0.12 0.12 0.01 4.95
Intakt mAb|  28.36 28.32 28.42 28.37 0.05 0.18 95.69 95.36 95.39 95.48 0.18 0.19

A nem redukalt minta analizise (23. 4bra, panel B) sordan kapott adatok statisztikai
értékelését a 2. tdblazat mutatja be. A csucsarany eloszlas ebben az esetben: 95,48% az intakt
mAb-ra vonatkoztatva, a tobbi cstcs pedig a minta mellett taldlhatd alegységek és azok
Osszetapadasaval 1étrejott reakcido termékeket mutatja. A kapott eredményeket az 5.2

alfejezetben értelmezem.

Toltés varidns analizist az omalizumab fehérje vizsgalatakor még nem végeztem, azonban
ahogy fentebb mar emlitésre keriilt, a bamlanivimab minta beszerzésekor mar moédunkban 4llt
e vizsgalati modszer cIEF technika altali kivitelezése. A fehérje toltésvariansainak
meghatarozasa a glikan szerkezetek azonositasa el6tt relevans informéciot nyujtott szamunkra
a fehérje savas vagy bazikus formainak felderitésével, feltételezve a lehetséges szidlsavas N-

glikanok jelenlétét.
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24, abra: A bamlanivimab fehérje cIEF analizise. Szegmens ’a’: bazikus csucsok; szegmens
'b’: 6 csucs; szegmens ¢’ és ’d’: savas csucsok. Elvalasztasi paraméterek: 30 cm-es teljes
kapillaris hossz, (20 cm effektiv hossz), 50 um belsé atmérdjii, NCHO bevonatolt szilika
kapillaris; alkalmazott fokuszalo térerdsség: 833 V/cm; mobilizacids térerdsség: 1,000 V/em,;
20°C-os elvalasztasi homérseklet; Injektalasi mod: 2,0 pL minta keverése a Master Mix
oldatba, majd 25 psi nyomassal torténd 100 s idOtartamu injektalas (teljes kapillaris feltdltése).

Szerkesztve, [156] alapjan.

A 24. abra a kapott cIEF elektroferogramokat mutatja, kiemelve a bazikus (a), f6 cstcs (b)
¢s két savas régiot (c és d). A mddszer elvalasztoképességét bizonyitja, hogy a {6 csucs €s a
bazikus régio kozotti pl-kiillonbség kevesebb, mint 0,08 pH egység volt. A két savas varians
régid csucsai 13,6% ¢és 10,8%-ot tettek ki, (Osszesen ~25%-ot). A cIEF mérések
reprodukalhatosagat €s a kapott eredmények statisztikai kiértékelését a 3. tablazat foglalja

0ssze.
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3. Tablazat: A bamlanivimab terapids fehérje cIEF analizise soran kapott csucsprofilok

statisztikai kiértékelése. Szerkesztve, [156] alapjan.

Teriilet % pl érték
Csoport Aliquot #1 | Aliquot #2 | Aliquot #3 |Meadian| Szoéras |%RSD| Cstcs |Aliquot #1 | Aliquot #2 | Aliquot #3 |Meadian | Széras |%RSD
Bazikus csucsok 1.447 1.463 1.418 1.443 0.023 | 1.577 1 9.428 9.433 9.433 9.431 0.003 | 0.030
F6 cstcs 74.379 74.373 73.688 74.146 0.397 | 0.536 2 9.351 9.353 9.354 9.353 0.002 | 0.019
Savas csucsok -1 13.481 13.274 13.954 13.569 0.348 | 2.568 3 9.291 9.291 9.288 9.290 0.002 | 0.021
Savas csucsok -2 10.694 10.889 10.940 10.841 0.130 | 1.200 4 9.213 9.216 9.213 9.214 0.001 | 0.016

A 3. tablazat statisztikai eredményei bizonyitottak a szidlsavas glikan strukturak jelenlétét

(részletesebben lasd, 5.2 alfejezet), mely alapjan sziikséges volt egy atfogo, N-glikozilacios

analizis elvégzése.

4.1.3. Omalizumab és bamlanivimab bioterapeutikumok N-glikan analizise

Az omalizumab alegységeinek SDS-CGE analizise a molekula nehéz lancanak (HC) teljes
mértékli N-glikozilacidjara utalt. Ezen N-kotott oligoszacharidok analizise azok fehérjérdl
torténd endoglikozidaz (PNGéz F) altali emésztéssel és APTS fluoroforral vald jeloléssel
valosult meg, melyet CGE-LIF analizis kovetett. A glikdnanalitikai mintdk eldkészitését,
valamint a SDS-CGE mérések kiértékelését Filep Csenge és Szigeti Marton kollégaim
végeztek. A levont szakmai koveztkeztetéseket témavezetdmmel, Dr. Guttman Andrassal,

valamint Dr. Csanky Eszter és Dr. Szab6 Miklds orvosok segitségével elemeztiik.

A 25. dbra az omalizumabrol lehasitott, teljes N-glikan profil elektroferogramjat mutatja,

melyen 8 csucs lathato.
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25. abra: Az omalizumab fehérje CGE-LIF analizis altal kapott N-glikan profilja. Jelolések:
1-8: az elvalasztott N-glikan cstucsok (az egyes csucsokhoz tartozé szénhidratstruktarak a 4.
tablazatban vannak feltlintetve), DP5-DP10: az APTS-jelolt maltooligoszacharid 1étracsticsok
polimerizacios fokai. Koriilmények: HR-NCHO elvalaszto gél, kapillaris: 50 cm effektiv hossz
(60 cm teljes hossz, belsé atmérd: 50 um), alkalmazott elvalasztasi fesziltség: -30 kV,

hémérséklet: 25 °C. Injektalas: 2 kV/2 s. Szerkesztve, [153] alapjan.

Azon csticsokat, melyek teriilethanyada magasabb volt, mint 1%, belevettem a kvantitativ
csucseloszlas profilozdsi folyamatdba, ¢és részletes N-glikdn szekvenalassal torténd
szerkezetmeghatarozasnak vetettem ala. Mivel az egyszeriibb, migracids 1d6 alapt, kalibrald
standardok szerinti normalizalas utan az 0sszes elvalasztott csucs interpretalhat6 glitkozegység
(GU) értékkel rendelkezett, az enzimes szekvenalas el6tt a fentebb mar emlitett GUcal szoftvert
¢s az ehhez tartozo adatbazisok segitségével generalt struktirdkat is rogzitettem a cstucsok
eldzetes szerkezetvizsgalatakor. A szoftver altal sugallt szénhidrat szerkezetek validalasdhoz
azonban a PNG4z emésztett, (majd jeldlt és tisztitott) teljes N-glikan tartalman exoglikozidazos
szekvenalasara volt sziikség neuraminiddz, galaktozidaz es hexdzaminiddz enzimek

felhasznalaséaval (26. abra).
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26. abra: Az omalizumab fehérje exoglikozidaz enzimekkel torténd N-glikdn szekvenalasa
soran kapott cukor strukturdi. Elektroferogramok: (a): emésztetlen kezeletlen minta, (b):
neuraminidazos emésztés utdni futtatds, (c): neuraminidaz + galaktoziddz emésztés utani
futtatas, (d): neuraminidaz + galaktozidaz + hexdzaminidaz emésztés utani futtatas. DP5-
DP10: az APTS-jelolt maltooligoszacharid létracsucsok polimerizacios fokai. A mérési

koriilmények megegyeztek a 25. 4bra alatt leirtakkal. Szerkesztve, [153] alapjan.

Az also elektroferogram (a) az APTS-jelolt, emésztetlen, teljes N-glikan szerkezet
elvalasztdsdt mutatja az omalizumab fehérje esetében. Az dabran jol lathatd, hogy a
neuraminidaz (szialid4z) enzimes kezelés nem okozott csticseltolodast, ami azt sugallta, hogy
sziadlsavas struktirdk nem voltak jelen a mintadban (b futtatds), ami fontos informacio a glikan
szerkezet — biologiai funkcid kapcsolat feltardsaban. A galaktoziddzos emésztés 6. €s 8.
csucsok eltolodéasat eredményzete (c futtatas), melynek kovetkeztében ezek eltérd, galaktozilalt
szerkezeteknek bizonyultak. Végiil, a hex6zaminidazos kezelés eltavolitotta az dsszes N-acetil-
gliikdozamin maradékot, ami eltolédast okozott a 3., 5. és 7-es cslicsoknal az 1-es és 9-es
csucsokba torténd vandorlassal (d futtatds). A 1-es csucsot a fukozilalt “core” struktiraként
azonositottuk. ~ Mivel a 7-es csucs nem volt érintett a neuraminidaz
/galaktézidaz/hexdzaminiddz kezelések soran, de az utolsd kezeléskor 9-es csucsként

megjelent az elektroferogramon, egy nagyobb szerkezetnek bizonyult, ami egy fukozilalt
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“core” strukturat tartalmaz. Elsé megkdzelitésbol, valamint korabbi analitikai vizsgélatok
alapjan ez egyfajta hibrid szerkezetnek tekinthetd, amely tartalmaz egy GIcNAc-Gal-GlcNAc
motivumot a szerkezet 3-as karjan ¢és egy manndéz maradékot annak 6-os karjan
(FAIGN(3)Man(6)) [157]. A 2. és 4. csucsot nem ¢érintette egyik exoglikoziddzos emésztés
sem. Ezeket GU értékeik alapjan azonositottunk magas mannoéztartalmt (Uin. high-manno6z)
szerkezetekként, melyekrdl ismeretes, hogy befolydsolhatjak a terapias fehérje szérum felezési
idejét. A szekvenalas eredményét és az azonositott szerkezeteket a dolgozatom 4. tablazata

ismerteti, a levont kovetkeztetéseket pedig az 5.1 alfejezetben fejtem ki.
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4. Tablazat: Az omalizumab terapids fehérje N-glikan szekvencia analizisének statisztikai
értékelése az azonositott struktarak feltlintetésével. Roviditések: GU — gliikoz egység, NEU —

neuraminidaz, GAL — galaktozidaz, HEX — hex6zaminidaz. Szerkesztve, [153] alapjan.

Exoglikozidaz enzimekre
. e s san dott val
es M‘g';:l‘l‘:]s 6 1 Gy ertex Teriilet % R I R Glikén struktarék
NEU | GAL |HEX| /¢S
valtozas
1 9.533 5.654 + 0.001 0.955 £ 0.090 X FM3 : o.mm
2 9.693 5.907 + 0.001 1.671 £ 0.089 X Mg . : » 0.
3 10.219 6.793 + 0.001 13.146 £ 1.132 X FA1(3) - : o
4 10.261 6.865 + 0.001 3.335 £ 0.249 X M5 . Tema
5 10.757 7.741 £ 0.001 68.124 + 0.067 X FA2 T I
6 11.347 8.795 + 0.001 5.589 + 0.211 X FA2G(6)1 pe
A
- 11.373 8.842 + 0.002 2.642 + 0.096 X FA1GN(3)Man(6) P
8 11.538 0.136 + 0.002 1.554 + 0.146 X FA2G(3)1 e
9 9.951 6.236 + 0.002 4.088 £ 0.206 FMy & :.' L]

A mérési eredmények alapjan a monogalaktozilalt glikdnok mennyisége 7%-nak bizonyult,
valamint koriilbeliil 5% high-mannéz (Man4 és ManS5), 13% FA1l és 68% FA2 glikan

mennyiséget hataroztunk meg a mintdban.

A bamlanivimab esetében az N-glikdn analizis eredményeként 15 struktira azonositasa
tortént meg, melyek a 27. dbra A paneljének elektroferogramjain (1-3 parhuzamos futtatés)
vannak jeldlve. A gliikoz egység (GU) értékeket ebben az esetben is a kutatdcsoportunk altal
bevezetett modszer alapjan szoftveresen kalkulaltattam, valamint a megfelel6 struktirékat egy

nyilvanosan is elérhetd adatbazisban (glycostore.org) elérhetd adatok alapjan ellendriztem.
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27. abra: A bamlanivimabmab fehérje 3 parhuzamos mintaeldkészitésbdl szarmazo teljes N-
glikan profilja (panel A), valamint exoglikoziddz enzimekkel torténé N-glikan szekvencia
analizise sordn kapott szénhidrat strukturai (panel B). Elektroferogramok: (a): emésztetlen
(kezeletlen) minta, (b): neuraminidazos emésztés utani futtatas, (c): neuraminidaz +
galaktoziddz emésztés utani futtatds, (d): neuraminidaz + galaktoziddz + hexdzaminidaz
emésztés utani futtatdas. DP5-DP10: az APTS-jelolt maltooligoszacharid 1étracsucsok

polimerizaciés fokai. A mérési koriilmények megegyeztek a 25. 4bra alatt leirtakkal.

Migracios id6 [min]

Szerkesztve, [156] alapjan. Roviditések: MD — maltodextrin.

77



A 27. édbra A paneljén jol lathatd, hogy a haromszori mintael0készitésbdl szarmazd mintak
analizise rendkiviil j6 reprodukalhatdésagot mutatott. A B panel pedig a szekvenalds soran
kapott csucsokat hasonlitja Ossze az emésztetlen, referencia mérés elektroferogramjanak
csucsaival (also futtatas). Megfigyelhetd, hogy a szialidazos emésztés eltavolitotta az Gsszes
szialsavas struktirat, mig a galaktoziddz és hex6zaminiddz enzimes kezelés hatdsara eltlint az
Osszes galaktdz €és a fennmarado N-acetil-gliikozamin tartalom. A hex6zaminidazos futtataskor
megjelend nagy csucs a core struktira alapu trimannozil kitobidz szerkezetet jeloli. A core
fukdz nélkiili glikdnok mennyisége (az Gn. high-manndz tipust strukturakat kivéve) kortilbeliil
8,2%-nak bizonyult, mig a galaktozilalt és szialilalt oligoszacharidok ~17,3 és 0,6%-ot, a high-

manno6z szerkezetek pedig ~1,3%-ot tettek ki.

rrrrrr

exoglikoziddzos emésztések soran torténd szekvencia vizsgalat utan.
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Exoglikozidazos emésztésre adott valasz Migraciés id6 [min] Teriilet %
Cstics | Azonosité GU
NANaz GALaz HEXaz Aliquot #1 | Aliquot #2 | Aliquot #3 [ Median | Std.Dev.| %RSD |Aliquot #1 | Aliquot #2 | Aliquot #3 | Median | Std.Dev. | %RSD
1 M4 5.74 10.28 10.26 10.25 10.26 0.01 0.13 0.19 0.19 0.19 0.19 0.00 2.17
2 FA2G1S1 5.92 X 10.40 10.38 10.38 10.39 0.01 0.12 0.13 0.13 0.13 0.13 0.00 1.26
3 A2G2S1 6.18 X 10.57 10.55 10.55 10.56 0.01 0.12 0.12 0.11 0.11 0.11 0.00 4.37
4 A2 6.56 X 10.81 10.79 10.78 10.79 0.01 0.12 4.71 4.81 4.86 4.79 0.08 1.64
5 M5 6.67 10.87 10.85 10.85 10.85 0.01 0.12 0.41 0.42 0.43 0.42 0.01 2.81
6 A2B 6.89 X 11.02 11.00 10.99 11.00 0.01 0.13 0.32 0.32 0.29 0.31 0.02 5.52
7 FA2 7.49 X 11.38 11.35 11.35 11.36 0.01 0.12 73.51 73.32 73.74 73.52 0.21 0.28
8 M6 7.59 11.44 11.42 11.42 11.42 0.01 0.09 0.70 0.66 0.67 0.68 0.02 2.63
9 N/A 7.76 X 11.54 11.52 11.51 11.52 0.01 0.12 1.65 1.71 1.64 1.66 0.04 2.26
10 A2G1 7.90 X 11.63 11.61 11.61 11.61 0.01 0.11 0.23 0.23 0.21 0.23 0.01 5.19
11 A2B[6]G1 8.01 X 11.69 11.67 11.67 11.68 0.01 0.12 0.23 0.24 0.23 0.23 0.00 1.45
12 N/A 8.26 X 11.84 11.82 11.82 11.83 0.01 0.12 0.94 0.95 0.92 0.93 0.02 1.84
13 FA2[6]G1 8.53 X 12.00 11.98 11.97 11.98 0.01 0.11 11.67 11.73 11.55 11.65 0.10 0.82
14 FA2[3]G1 8.85 X 12.20 12.17 12.17 12.18 0.01 0.12 4.22 4.21 4.12 4.18 0.05 1.24
15 FA2G2 9.87 X 12.81 12.78 12.78 12.79 0.01 0.11 0.99 0.98 0.93 0.96 0.03 3.40
Osszes afukozilalt (beleértve a high mannéz str.) cstics (%) 9.56 %RSD median - minden cstcs (> 0.01%)| 0.12 %RSD median - minden cstcs (> 0.01%)| 2.46
Osszes termindlisan galaktozilalt cstics (%) 17.25 %RSD median - teriilet % - 1% alatti| 0.12 %RSD median - teriilet % - 1% alatti|  3.06
Osszes high mannéz csics (%) 1.29 %RSD median - teriilet % - 1 és 5% kozotti| 0.12 %RSD median - teriilet % - 1 és 5% kozotti| 1.71
Osszes szialilalt cstics (%) 0.55 %RSD median - teriilet % - 5% feletti| 0.12 %RSD median - teriilet % - 5% feletti| 0.55
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A bioterapeutikum N-glikan eloszlasa a kovetkezoképp alakult: szialsavas struktirak:
0,55%, Osszes afukozilalt strtuktura: 9,56%, Osszes high-mannéz szerkezet: 1,29%,
terminalisan galaktozilalt struktarak: 17,25%. Ezen eredményekbdl levont kovetkeztetéseket

az 5.2 alfejezetben ismertetem.

4.2. Agaroz alapu SDS-CGE-UV modszer fejlesztése az elvalaszto gél-, és
migracios tulajdonsagok jellemzésének, valamint terapias fehérjék meéretének

Ferguson-elv szerinti meghatarozasanak céljabol

Agarozos kisérleteim soran két alapvetd gélkomponens, az agardz €és borat koncentracio
aranyok hatdsat mutattam be az SDS—fehérje komplexek elektromigracios tulajdonsagaira
nézve, ahol a mar kordbban analizisnek aldvetett omalizumab terapias fehérje konnyi és nehéz
lanc alegységeit hasznaltam modellként. A vizsgalt fragmentumok migracios viselkedésének
megértése érdekében 15-féle sajat készitésli agardz alapt gél formuldra viszonyitva
hasonlitottam 6ssze a fehérje konnyt ldncanak (LC), nem glikozilalt nehéz lancanak (ngHC)
¢s nehéz lancanak (HC) viselkedését trisz-acetat-EDTA (TAE) és trisz-borat-EDTA (TBE)
alapu pufferrendszerek alkalmazésaval, 0.2-1.0% agardz tartalom mellett. Az optimalizalasi
folyamat sordn ezzel egyidejiileg 3 dimenzios Ferguson-diagramokat készitettem a migracios
tulajdonsagok konnyebb megértése €s analtikai 0sszefiiggések (mint az elméleti tanyérszam

vagy hatékonysag (N), felbontas (Rs) ¢s szelektivitas (o)) valtozasanak feltarasa érdekében.

Méréseim soran a hattér elektrolit trisz koncentracidja minden esetben azonos volt (428
mM), a pH-t pedig ecetsavval vagy borsavval éllitottam be a kivant értékekre. Ahogy a 28.
abra felso elektroferogramja mutatja, a TAE puffer alapu elvalasztdo kozeg kissé hosszabb
elvalasztast eredményezett jelentdsen alacsonyabb hatékonysdggal (N) és gyengébb
felbontassal (Rs), mint a TBE alapu gél-puffer rendszer, annak ellenére, hogy magasabb

latszolagos szelektivitas (a) értékeket kaptam az acetatos kdzegben (lasd, 6. tablazat).
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0.06—

Abszorbancia [AU]

Migracios id6 [min]

28. abra: Az omalizumab fehérje alegységeinek kapillaris SDS-agar6z gélelektroforézis
analizise trisz-acetat-EDTA (TAE, fels6 futtatds) és trisz-borat-EDTA (TBE, also futtatas)
alapu gél puffer rendszerekben. Csticsok: 1 — 10 kDa bels6 standard, 2 — LC, 3 — ngHC, 4 —
HC. Elvélasztasi koriilmények: nem bevont fala (BFS) kapillaris, 50 pm kapillaris belsd
atméro, 20 cm effektiv hossz (teljes hossz: 30 cm), alkalmazott térerésség: 500 V/ecm (forditott
polaritas), elvalasztasi hdmérséklet: 25 °C, elektrokinetikus injektalas: 5 kV/10 s. Detektalas:
UV, 214 nm. Szerkesztve, [40] alapjan.

6. Tablazat: Az agar6z-TAE és agar6z-TBE gél-puffer rendszerek elvalasztasi jellemzdinek

Osszehasonlitdsa (o — szelektivitds, N — hatékonysag, Rs — felbontas). Szerkesztve, [40]

alapjan.
, alfa N Rs
Cslcs
ngHC/LC | HC/ngHC LC ngHC HC ngHC/LC | HC/ngHC
| Agaréz-TAE 1.140 1.055 15967 10579 6455 3.000 0.962
| Agar6z-TBE 1.092 1.039 39316 45012 32201 3.435 1.505

A 28. abran és a 6. tablazatban megfigyelhetd ellentmondast a (4)-es szamu egyenlettel
magyarazhatjuk, amit korabban Karger ¢s munkatéarsai definidltak enantiomerek kapillaris gél
elektroforézissel torténd vizsgalata sordn [158], és melyet kutatdcsoportunk kordbban mar

dextréan alapu elvalasztd gélek optimalizalasa soran is megfogalmazott [159]:
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4  Rs=7 (=5)VWNK .

a

ahol K az elektroforetikus mobilités (p), az alkalmazott elektromos térerdsség (E) és az effektiv

kapillaris hossz (¥) fiiggvénye.

A fentebb vizsgalt harom paraméter mellett a gélekben mérhetd elektroozmotikus dramlas
(EOF) mértékét és viszkozitds (n) értékeket is meghataroztam egy t6ltéssel nem rendelkezd
komponens (mezitil-oxid) segitségével a kiilonb6zd gélkompozicidokra nézve, hogy jobban
megértsem a mintara vonatkoztathatd migracidés idé és csucsarany kiillonbségek kozotti
Osszefiiggést. A jelenségek konnyebb interpretdldsa érdekében a 29. abra szemlélteti a
kiilonbozé agar6z-TBE gélkompoziciok 3D elektroozmotikus é&ramlési (panel A) és

viszkozitési (panel B) gorbéit.
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29. abra: Haromdimenzios elektroozmotikus dramlés (Leor, panel A) és viszkozitas (1, panel

B) diagramok a kiilonb6z6 agardéz-TBE gélkompoziciok esetében. Szerkesztve, [40] alapjan.

A kapott eredmények és a 3D abrazolas alapjan egyértelmii osszefliggést tudtam definidlni

az EOF és viszkozitas értékek valtozasai kapcsan (lasd, 5.3 fejezet).

Mivel az agardz és borat koncentracié valtoztatasa (a TAE alapt rendszer agardz-acetat
kombinaciojaval ellentétben) jol szemléltette a vizsgalt analitikai jellemzok eme két
komponenstdl valo fiiggését, ezért minden tovabbi kisérletemhez a TBE alapu hattérelektrolitot

valasztottam. A redukdlt omalizumab fehérje alegységek migracios viselkedésének

0,2% ¢és 1,0% kozott 0,2%-os 1éptékben novelve valtoztattam, valamint 320, 480 és 640 mM
borsavat tartalmazé hattérelektrolitokat alkalmaztam, melyek pH értékét 8,0-ra allitottam trisz
bazissal. A kiilonb6z6 agar6éz-TBE koncentraciok kombinacidinak eredményeinek elvalasztasi

szempontbol relevansabb részleteit a 30. €s 31. abrak mutatjak be, melyeknél a legoptimalisabb
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borsav koncentracido (640 mM) melletti agardz tartalom novelése (0,2-1,0%), illetve a
legoptiméalisabb agar6z koncentracid (1,0%) melletti borsav koncentracid valtoztatasa
szemlélteti a felbontas, hatékonysag és szelektivitas gélképzotdl és ionerdsségtol vald fliggését.

Az Osszes borat és agar6z koncentraciora szamolt analitikai paramétert a 7. tablazat foglalja

0ssze.
0.20— A L 1,10 B
il 0.2% A -
1 = HCngHC
= 0.15- i
2 s 0.4% A
=) A
o 1 2 g
£ 0.10- 0.6% A 5 1.05-
= 3
o 3 —
@ 2 0.8% A
2 0.05
1 Z 34
1.0% A
0.00 T — - 1 1.00 I T T ; I
0 5 10 15 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Migracios idé [min] Agaroz %

30. abra: Az SDS-omalizumab alegységek CGE elvalasztasa novekvo agaroz (réviden A)
koncentracioju gélekben (fentrdl lefelé - 0,2%-t61 1,0%-1g) 640 mM-os TBE hattérelektrolit
alkalmazasa mellett (panel A). A B panel az emelkedd agar6z koncentracid6 mellett
megfigyelhetd szelektivitast (o) szemlélteti az ngHC/LC ¢és HC/ngHC fragmensekre
vonatkoztatva. A csucsok jelolése €s az elvalasztasi paraméterek megegyeztek a 28. dbra alatt

jeloltekkel. Szerkesztve, [40] alapjan.

0.08— A 2 1.20 B —e— ngHC/LC
] 4 —a— HC/ngHC
3 340 mM BA
= 0.06 2 4 1.45-
< 1 N
o ”
[%]
5 004 gomMBA o |
a 3
< 0.024 1.05 e
640 mM BA
0.00 T LI p e e s e e 1.00 I [ I I I
0 5 10 15 320 400 480 560 640

Migracids idd [min] Bérsav [mM]

31. abra: Az SDS-omalizumab alegységek CGE elvalasztasa novekvd borsav (roviden BA)
koncentracioju gélekben (fentrdl lefelé - 340, 480 és 640 mM) 1,0% agardz koncentracio
mellett (panel A). A B panel az emelkedd borsav koncentracié mellett megfigyelhetd
szelektivitast (o) szemlélteti az ngHC/LC és HC/ngHC fragmensekre vonatkoztatva. A csticsok

jelolése és az elvalasztasi paraméterek megegyeztek a 28. dbra alatt jeldltekkel. Szerkesztve,

[40] alapjan.
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7. Tablazat: A kiilonb6z6 agar6z ¢és borat koncentracioja TBE gél-puffer rendszerek
elvalasztasi jellemzoinek Osszehasonlitasa az omalizumab terapias fehérje alegységeire

vonatkoztatva (a — szelektivitas, N — hatékonysag, Rs — felbontas). Szerkesztve, [40] alapjan.

320 mM Borsav
Agaroz % alfa N Rs
ngHC/LC | HC/ngHC LC ngHC HC ngHC/LC | HC/ngHC
0.2 1.048 1.049 22321 31125 | 16204 1.504 1.450
0.4 1.073 1.051 27609 | 29863 | 22158 | 2476 1.593
0.6 1.088 1.045 29155 30386 19964 3799 1545
0.8 1124 1.051 29528 | 24799 | 20088 | 4.051 1.580
1.0 1.153 1.051 22114 18238 12858 4319 1254
480 mM Bérsav
Agaroz % alfa N Rs
ngHC/LC | HC/ngHC LC ngHC HC ngHC/LC | HC/ngHC
0.2 1.043 1.050 22755 | 38553 | 21541 1374 1440
0.4 1.063 1.045 27691 31503 | 22210 1.718 1.318
0.6 1.082 1.044 20063 30346 25263 2789 1.581
0.8 1.108 1.048 30118 | 34139 | 28627 | 3.931 1.602
1.0 1.129 1.046 27624 39007 19911 3939 1.536
640 mM Borsav
Agaroz % alfa N Rs
ngHC/LC | HC/ngHC LC ngHC HC ngHC/LC | HC/ngHC
0.2 1.034 1.036 32775 | 52624 | 29885 1.170 1342
0.4 1.049 1.036 33757 | 50221 28982 1811 1.292
0.6 1.062 1.038 34210 48996 29605 2155 1389
0.8 1.078 1.039 32818 | 66250 | 34239 | 3.032 1.653
1.0 1.092 1.039 39316 45012 32201 3435 1.505

Az SDS-fehérjék elektromos térerd altal kozvetitett, kiillonb6z6 gélekben torténd migracioja
azt feltételezi, hogy a vizsgalt fragmensek egy poérusos szilirématrixon haladnak at, ilymodon
linearis kapcsolat feltételezhetd a logaritmikus effektiv elektroforetikus mobilitas (In uer) €s a
g¢l koncentracid (T) kozott, amelyet dolgozatom 2.1.5 alfejezetében mar bemutatott (1)-es
szamu egyenlet (In uerr = In petro - KrT') definidl. Az effektiv elektroforetikus mobilitasok (uefr)
kiszamitasahoz a toltéssel nem rendelkezd mezitil-oxid komponens segitségével meghatarozott
elektroozmotikus aramlas mobilitasait (uror) kellett hozzaadnom a minta komponenseinek
latszolagos elektroforetikus mobilitdsaihoz (uapp), melyek a migracids idokbdl és elvalasztasi

paraméterekbdl (kapillaris hossz, alkalmazott fesziiltség) voltak szarmaztathatok.

Az Osszefiiggések konnyebb megértése érdekében az EOF és viszkozitdsi panelekhez
hasonld 3-dimenzids Ferguson-diagramokat abrazoltam, melyeken a logaritmikus mobilitast

és gél koncentraciokat tiintettem fel az omalizumab fehérje alegységeire vonatkoztatva.
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32. abra: Haromdimenzidés Ferguson-diagramok az omalizumab terdpias fehérje
alegységeinek agar6z-TBE rendszerekben vizsgalt migraciés tulajdonsagaira nézve. LC —

konnytilanc, ngHC — nem glikozilalt nehézlanc, HC — nehézlanc. Szerkesztve, [40] alapjan.

crer

mobilitadsa nem valtozott jelentdsen a 0,2% agardz koncentracios mellett, de enyhén csékkend
tendenciat mutatott az 1,0% agar6zt tartalmazd szlirdmatrixban. Mdsrészrdl, az agardz
koncentracidjanak novekedésével linedrisan csokkend tendencia volt megfigyelhetd
mindharom SDS-fehérje fragmentumra, minden alkalmazott borsav koncentracid mellett. Ezen

eredményekbdl levont kovetkeztetéseket dolgozatom 5.3 alfejezetében fejtem ki.

Az irodalmi attekintés relevans alfejezetében mar emlitésre kertilt, hogy a vizsgalt migracios
tulajdonsagok mellett az elektroforézis soran a Ferguson-modszer alkalmazasaval szdmos
olyan paraméter kiszamithato, melyek segitségével a méret szerinti elvalasztas soran analizalt
molekuldk tomege megbecsiilhetd. Munkdm soran az ismert fehérje alegységek méreteinek
ismeretében erre ugyan nem volt sziikség, am a modszer sokoldalusdga miatt roviden
szeretném bemutatni a sajat példammal szemléltetve, hogyan lehet pusztan a mért

paraméterekbdl molekulatomeg becslést végezni:

1. Azalegységek adott gélben mért migracios 1dd6ibdl az effektiv, és teljes kapillaris hossz,
valamint az elvalasztd fesziiltség adatokbol kiszamithaté a mar emlitett latszolagos
mobilitas (uapp) értéke.

2. A uapp értékekbdl a viszkozitasi egyiitthatokkal korrigalva, kiilonb6z6 hdmérsékleteken
(esetemben 25, 35, 45 és 55 °C) megadhatok a korrigalt uapp értékek, illetve azok
természetes alapu logaritmusai (itt a 10 kDa IST, LC, ngHC ¢és HC, csticsokra - (Ingapp,
mely jelen esetben 4x4 érték)).

3. Az In uapp értékeket (Y-tengely) és az adott mérési homérsékletek reciprokat (1/T, X-
tengely) dbrazolva tgynevezett Arrhenius-egyeneseket vehetiink fel a négy vizsgalt

alegységre nézve, melyekbdl kiolvasva az egyenesek meredekségét és megszorozva
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azokat az egyetemes gazallando (8,314) értékével, megkaphatjuk az adott
alegységekhez tartozo aktivalasi energia értékeket J/mol egységben (pl.: IST=39753,
LC=38505, ngHC=37478 és HC=37241 J/mol).

4. A kapott aktivalasi energia értékekbdl, valamint a standard, illetve az alegységek
molekulatomegeinek ismeretében (rend szerint 10000, 23900, 48100 ¢és 49400 Da) egy

logaritmikus fliggvényt vehetiink fel, melynek egyenlete esetemben:

(5) y = —1,518In(x) + 53,763;r* = 0,9942

5. Ezen egyenletbdl az ismeretlen alegységek vagy szennyezOk aktivalasi energididnak
ismeretében (melyek a migraciés idokbol a fent leirt modon levezethetdk)

megbecsiilhetdk az ismeretlen komponensek molekulatomegei.

Példaul, ha van egy ismeretlen molekulank, melyet ugyanezen gélrendszerben, megegyezo
mérési ¢€s kapillaris paraméterek mellett vizsgalunk, és melyenek aktivalasi energidja

kiszdmolva ¢és atvaltva 36,800 kJ, akkor az (5)-0s egyenletbdl az alabbi érték szamolhato:
36,800 = —1,518 In(x) + 53,763
—1,518 In(x) = 36,800 - 53,763

~1,518 In(x) = —16,963

—16,963
-1,518

In(x) =

In(x) ~ 11,183

x ~ el1,183

melybdl  x= 70653 Da

A feltételezett molekula tomege tehat koriilbeliil 70,7 kDa lenne.
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4.3. MS detektalassal kapcsolt CGE modszer és interfész fejlesztése nativ,

valamint SDS-fehérjék és peptidek analizisére

Doktori munkam sordan a fehérjéket érintd kapillaris gélelektroforézis modszerek és
elvalasztd kozegek fejlesztése mellett azok tomegspektrometriaval vald egyiittes
alkalmazhatdsagat is vizsgaltam, melynek eredményeként egy egyszerii €s széleskoriien
alkalmazhaté koaxialis elven mikodé interfészt (Coaxial Sheath Flow Reactor Interface,
roviden CSFRI) fejlesztettem ki. Ez az interfész CE ¢és CGE-alapu, MS-kapcsolt
elvalasztastechnikai modszerek megvalositasara alkalmas, mely altal részletesebb strukturalis
informaci6 nyerheté az elektroforetikusan (akar viszkdézusabb gélekben is) elvalasztott
komponensekrdl. A modszer ezaltal foként fehérjék és peptidek CGE technikéval torténd, nagy
felbontast analizisét biztosithatja, beleértve az SDS-fehérje komplexeket, melyek méret
szerinti elvalasztasa eddig csak UV detektalassal egyiitt volt értelmezhetd. Az 01 interfész és a

kapcsolt rendszer felépitését a 33. dbra szemlélteti.

H— > || _—
Levalasztott foldelés (3;
— rr |
Kapilldris elektrofo(r1e?|s I Témegspektrométer
g
D == (%) £ / ESIHV % (-2kV)
kdpenyfolyadék
(2) (4) (75 pL/min) OriﬁSZ
CEHV Q\ (- 20 kV)
I (6) 230V ]
AC

33. abra: A CE-CSFRI-ESI-MS kapcsolas sematikus dbrazolasa. (1) - elvalaszto kapillaris, (2)
- CE inlet oldali puffer edény, (3) - CSFR interfész, (4) - CE outlet oldali puffer edény, (5) -
kdpenyfolyadékot biztositd kapillaris, (6) - levalasztd transzformator, (7) - zart aramkor és
folyadék kapcsolat (részletek a nagyitott abran: szaggatott nyil - elektroforetikus migracio
iranya; folytonos nyil - a kopenyfolyadék aramlési iranya), (8) - aramlasi reakciotér, (9) -
szarito gaz, (10) gyari ESI ionforras. Roviditések: CE HV — kapillaris elektroforézisen
alkalmazott magas fesziiltség, ESI HV — elektrosprayhez alkalmazott magas fesziiltség, AC —

valtbaram. Szerkesztve, [136] alapjan.

Ezen interfész kapcsolat soran a minta eljutasa az elvalaszto kapillarisbol az aktudlis, gyartd
altal tervezett ESI ionforrashoz egy 0jfajta elven alapul. Ugyan az elektromos kapcsolat zarasa

ebben az esetben is az elvalaszto kapillaris kimeneti oldalan torténik, azonban az elvalasztott
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mintakomponensek az elvalasztd gélbol kilépve a kopenytfolyadék altal hordozva jutnak el az
ionforrashoz egy zart aramkori (~200 pum belsé atmérdjii) kapillarisban az &ramlasi
reakciotéren (Un. “csOreaktoron”) keresztiil. Az interfész ilymddon lehetévé teszi, hogy
barmilyen gyari MS ionforrast Osszekapcsolhassunk a CE késziilékkel, ehhez csupan a
kopenyfolyadék és a szaritd gaz aramlasi sebességét, valamint az utobbi homérsékletét
sziikséges optimalizalni. Az interfész kialakitasabol adédoan a nagyobb (akar 75 uL/perc)
folyadékaram a nanoliteres dramlést lehetévé tévd (nanospray tipusu) 0sszekotd egységekhez
képest a CSFRI alkalmazésakor kisebb érzékenység mutatkozik, &m egy joval stabilabb
elektrospray folyamatot biztosit az elvalasztas teljes id6tartama alatt (akar 60< percen at).
Tovabba kijelenthetd, hogy az ipari alkalmazhatosdg szempontjabol a rendelkezésre allo
fehérje mintak koncentracioja jellemzden nem limitdlo tényezd, ez inkdbb a metabolomikai
vizsgalatok sordan okozhat kihivast, ahol a vizsgalt biomolekuldk koncentracidja rendkiviil
alacsony lehet. A 34. dbra egy nativ peptid és fehérje keverék CGE-UV és CGE-MS

elvalasztasait hasonlitja Ossze egy agardz géles pufferrendszerben.
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34. abra: Peptidek (panel A és C) és fehérjék (panel B és D) nativ kapillaris agardz
gélelektroforézis analizise UV, és MS detekalassal a CSFRI beallitassal. Az MS detektalasbol
szarmaz6 spektrumokat az E (peptidek) és F (fehérjék) panelek mutatjadk. Cstcsok: (A és C
panelek): (1) - bradikinin, (2) - angiotenzin II, (3) - neurotenzin; (B €és D panelek): (1) - lizozim,
(2) - RNaz A, (3) - inzulin. A pontos elvalasztasi és detektalasi paraméterek, valamint az
alkalmazott gélrendszer Gsszetevdi a 3. fejezetben keriiltek felsorolasra. Szerkesztve, [136]

alapjan.

Ahogyan a 34. dbran jol lathato, a 0,6% agardztartalmu géllel toltott kapillaris alkalmazasa
az analizis végéig egyenletes alapvonalat eredményezett, ami bizonyitja az elektrospray
folyamat stabilitasat a CSFRI beallitassal. A bradikinin és angiotenzin peptidek esetében 27, a

neurotenzinnél 3" toltés allapot volt egyértelmilen azonosithatd a kapott MS spektrumon, a
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fehérjeanalizis esetében pedig 8" és 9" toltottségi allapotban detektaltam a lizozim enzimet, 8"
és 12" kozotti toltosségi fokokban jelent meg az RNz A enzim, mig a human inzulinnal a 3,
4" és 57 allapotok voltak megfigyelhetk. A reprodukalhatosag vizsgalatanak céljabol harom
egymast kovetd futtatast végeztem mind a peptidek, mind a fehérjék keverékére vonatkoztatva,
hogy 0Osszehasonlithassam a két detektalasi modszert, melynek eredményeit a 8. tablazat

mutatja be.
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CGE-UV (4% FA, 0.6%A)

CGE-CFRI-ESI-MS (4% FA, 0.6%A)

Paraméter 1. futtatas | 2. futtatas | 3. futtatas Atlag Szoras %RSD | 1. futtatas | 2. futtatas | 3. futtatas Atlag Szoras %RSD
Bradikinin - migraciés idé [min] 204 20.5 20.7 20.5 0.16 0.77 20.5 205 20.6 20.5 0.09 043
Angiotenzin Il - migraciés idé [min] 216 216 21.8 21.7 0.10 047 21.7 21.7 21.8 217 0.07 0.30
Neurotenzin - migracioés idé [min] 26.7 26.7 26.9 26.8 0.10 0.37 26.8 26.9 27.0 26.9 0.10 0.37
Bradikinin - cstics alatti teriilet 601556 603568 589123 598082 7824 1.31 1658215 | 1631226 | 1665568 | 1651670 18082 1.09
Angiotenzin Il - csucs alatti teriilet 495681 481257 473255 483398 11365 2.35 1751823 | 1735681 | 1765981 | 1751162 15161 0.87
Neurotenzin - csucs alatti teriilet 1025681 | 1002681 | 1035568 | 1021310 16874 1.65 1956874 | 1929554 | 1963582 | 1950003 18024 0.92
Felbontas - (Angiotenzin Il/Bradikinin) 1.67 1.66 1.69 1.68 0.02 0.99 1.57 1.55 1.51 1.55 0.03 1.94
Felbontas - (Neurotenzin/Angiotenzin Il) 4.95 5.01 4.93 4.96 0.04 0.86 4.85 4.81 4.77 4.81 0.04 0.80
Lizozim - migracios id6 [min] 18.25 18.14 18.22 18.20 0.05 0.30 18.29 18.31 18.48 18.36 0.11 0.58
RNaz A - migracios id6 [min] 20.40 20.31 20.54 20.42 0.12 0.57 20.60 20.63 20.71 20.65 0.06 0.27
Inzulin - migraciés idé [min] 25.71 25.63 25.94 25.76 0.17 0.64 26.36 26.42 26.66 26.48 0.15 0.58
Lizozim - cstcs alatti teriilet 1864889 | 1885446 | 1855221 | 1868519 15436 0.83 2493212 | 2468556 | 2511235 | 2491001 21425 0.86
RNaz A - cstcs alatti teriilet 1551213 | 1587332 | 1575214 | 1571253 18382 117 2315455 | 2356223 | 2314556 | 2328745 23801 1.02
Inzulin - csucs alatti teriilet 5597435 | 5582998 | 5525778 | 5568737 37897 0.68 5884387 | 5851553 | 5701286 | 5812409 97625 1.68
Felbontas - (RNaz A/Lizozim) 2.59 255 2.56 2.56 0.02 0.80 247 2.45 2.50 248 0.02 0.99
Felbontas - (Inzulin/RNaz A) 3.34 3.30 3.34 3.33 0.02 0.67 3.20 3.25 3.27 3.24 0.03 1.05
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Az eredményekbdl levont kdvetkeztetéseket dolgozatom 5.4 alfejezetében ismertetem.

Az interfész tovabbi eldnyeinek kihasznalasa érdekében megvizsgaltam egy az
ionszuppresszié csokkentésére irdnyulo alternativat, melynek soran az irodalomban fellelheto,
natrium-dodecil-szulfat (SDS) és gamma-ciklodextrin (y-CD) kozotti komplexalason alapulo
SDS befogési folyamatot tanulmanyoztam [160]. Ezen SDS befogéasi elv hatékonysagat
analizalva, annak SDS-kapillaris agar6z gélelektroforézis melletti alkalmazhatosagat
teszteltem, mely az aldbbiak szerint tortént: az SDS altal okozott ionszuppresszio csokkentése
érdekében kiilonb6z6 koncentraciokban y-CD-t adtam a metanol és hangyasav tartalmi
kopenyfolyadékhoz, hogy kihasznaljam a ciklikus oligoszacharid hidrofob iiregét az SDS

molekulak komplexacié alapu befogasadhoz, azok hidroféb lanca révén (lasd, 35. abra).

35. abra: A y-CD ¢s SDS molekulak komplexalési reakcioja (sajat forras).

Az interfész reakcioterében ezaltal az on-line elvalasztisi folyamat soran létrejott
ciklodextrin-szurfaktans komplexeket nem észleltem a tomegspektrumon, vélhetéen a
komplex gyenge ionizalhatosaga miatt. Ezaltal a modszer lehetdvé tette szamomra bizonyos
fehérjék SDS-kapillaris gélelektroforézissel torténd MS-detektalasat, és az SDS altal okozott
ionszuppresszio csokkentését. A 36. dbra jol szemlélteti, hogy az agardz alapi SDS-kapillaris
gélelektroforézis MS-detektalassal kapott 10 kDa IST tesztmérés elektroferogramja nagyon
hasonlé az UV detektalassal kapott csicshoz (panel A és B). Tovabba elmondhatd, hogy a
vizsgalt standard jellegzetes toltés allapotai alig voltak azonosithatok a y-CD alkalmazésa

crer

nélkiil (panel D), azonban a komplexald 4gens optimalizalt koncentracidjanak

crc

tomegspektruma.
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36. abra: 10 kDa molekulatomegti fehérje standard SDS-kapilléaris agardz gélelektroforézis

analizise UV (panel A) és MS detektalassal (panel B), valamint az MS detektalashoz tartozo

spektrumok y-ciklodextrin kdpenyfolyadékba valo keverésével (panel C) és anélkiil (panel D).

Meérési paraméterek: lasd, 3. fejezet. Szerkesztve, [136] alapjan.

A 10 kDa standardre vald optimalizalas utan két, alacsony molekulatomegi, kisebb

koncentracioja (~0,35 mg/mL) fehérje méret szerinti elvdlasztisat is elvégeztem, mely a

modszer és az interfész alkalmazhat6sagat bizonyitotta.
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37. abra: Inzulin és lizozim fehérjék SDS-CGE elvalasztasa MS detektalassal a CSFR interfész

alkalmazéséaval. Panel A: Az elvalasztas teljes iondram elektroferogramja (TIE), Panel B: Az

elvalasztas extrahalt iondram elektroferogramja a spektrum alapjan kivalasztott m/z értékek

(inzulin - 1457 és lizozim - 1590) szerint. Panel C: Az elvélasztas soran kapott

elektroferogrambdl kinyert, fehérjékhez tartozo tomegspektrumok.
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Az SDS-CGE ¢s MS mérési paramétereket dolgozatom 3. fejezete, az eredményekbdl levont

kovetkeztetéseket pedig az 5.4 alfejezete ismerteti.
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4.4. Human tej oligoszacharidok és csecsemo tapszer formulak szabad

oligoszacharid tartalmanak analizise CGE-LIF modszerrel

4.4.1. Human tej oligoszacharid analizis

A human tej oligoszacharidok (HMO-k) CGE-LIF analizisére egy kiilondsen gyors ¢és
hatékony analitikai rendszert allitottam be. A HMO cukrok vizsgalata mellett egy atfogo,
galaktooligoszacharid (GOS) 0Osszetétel analizist is elvégeztem egy Ujonnan kifejlesztett

csecsemo tapszer formulan.

A human tej oligoszacharidokrol gytijtott informaciot és a mintagyiijtést Domokos Apolka
hallgatotarsam és Varadi Eszter szakdolgozo végezték, a HMO standardokat pedig Mészaros-
Matwiejuk Agnesnek és Molnar-Gabor Doéranak, a daniai Glycom munkatarsainak
koszonhetem. A mérésekben Borza Beata és Szigeti Marton hallgatotarsaim, mig a projekt
megszervezésében és az eredmények kiértékelésében témavezetdm, Dr. Guttman Andrés
nyujtott segitséget. A GOS analizishez a tapszer formulat és az eldzetes kutatasi adatokat a
svajci Nestlé cég kutatdja, Dr. Sean Austin biztositotta. A mérések kivitelezésében Farsang
Robert és Szigeti Marton kollégaim voltak segitségemre, az eredmények kiértékelését pedig

Dr. Guttman Andrassal és Dr. Stephen Lock-kal (Sciex) végeztiik el.

A HMO mérések egy 12 csatornas multikapillaris gélelektroforézis késziilék segitségével
torténtek két, egymas hatdsat kiegészitd, kereskedelmi forgalomban kaphaté gélkompoziciot
alkalmazva. Elsoként, egy az iparban szénhidrat elvalasztashoz hasznalt hagyomanyos gél-
matrix, majd egy dextrant és boratot tartalmazd gél multikapillaris gélelektroforetikus
optimalizalasa tortént meg, melyek segitségével a legfontosabb HMO standardek, valamint egy
human tejminta kivalasztott komponensei kvalitativ és kvantitativ modon is meghatarozhatok
voltak. A multikapillaris elektroforézissel torténd, csatornanként 1-1 standard, illetve a
standardok keverékének a két alkalmazott gélrendszerben torténd elvalasztasat a 37. abra A és

B részei szemléltetik.

A 38. abra A ¢és B elemei pedig bemutatjak, hogy amennyiben az analizdlandé komponensek
kozt a 2’-fukozillaktoz (2°FL), a 3-fukozillaktéz (3FL) valamint a lakto-N-tetra6z (LNT) és a
lakto-N-neotetradz (LNnT) struktiralis izomerpéarok egylitt voltak jelen a minta keverékben,
mindkét gélrendszer alkalmazasa indokolttd valt egyes izomerek komigracios jelensége miatt.

A mérések soran minden esetben LED-indukalt fluoreszcens detektalast alkalmaztam.
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38. abra: HMO standardok multikapillaris gélelektroforézis analizisének képernydképe: a
standardok egyenkénti (és egyidejll) mérése (a-k elektroferogramok) és azok keverékeinek (1
elektroferogram) futtatdsai egy hagyomanyos szénhidrat elvdlasztd matrixban (panel A),
valamint egy borat keresztkotott dextran gélben (panel B). Futtatasok csatornénként: a — 2°-
fukozillakt6z (2°FL), b — para-lakto-N-neohexadz (pLNnH), ¢ — 3’-fukozillaktoz (3°FL), d —
difukozillaktéz (DFL), e — lakto-N-neotetradz (LNnT), f — lakto-N-tetra6z (LNT), g - Lac, h —
lakto-N-tri6z (LNT2), i — 6’-szialillaktéz (6’SL), j — 3’-szialillakt6z (3°SL), k - Blank, I - HMO
keverék. Paraméterek: Panel A — Elvalaszto fesziiltség: 6.0 kV, minta injektalas: 2.0 kV/2.0 s;
B panel - Elvalaszto fesziiltség: 9.0 kV, minta injektalas: 6.0 kV/5.0 s. Mindkét esetben a teljes
kapillaris hossz kapillarisonként 17 cm volt (a hatékony hossz 13 cm). Az elvélasztas mindkét

alkalmazott gél esetében 25 °C-on tortént. Szerkesztve, [66] alapjan.
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39. abra: HMO standardok keverékének analizise LED indukalt fluoreszcens detektalassal
kapcsolt multikapillaris gél elektroforézissel (CGE-LIF), egy hagyoményos szénhidrat
elvalasztd matrix (panel A) és egy borat-keresztkotott dextran alapt gél (panel B) segitségével.
Az elektroferogramok elején csillaggal jeldlt csucsok az APTS-jelolt standardok bomlasabol
ad6do, gyorsan vandorld szennyezddéseket jeldlik, melyek nem zavartdk a minta
komponenseinek detektalasat. A 38. és 39. dbrakhoz tartoz6 szerkezeteket az alabbi tablazat

foglalja Ossze:

9. Tablazat: A vizsgalt HMO standardok, és azok szerkezetei.

Lac 3'SL 6'SL 2'FL 3'FL DFL LNT2 LNT LNnT pLNnH

@-@ % f “JE( =" o= >

(a2l | oEa)
> A
(P A
I/

Lac — laktoz, 3’SL — 3’-szialillaktoz, 6’SL — 6’-szialillaktoz, 2°FL — 2’-fukozillaktoz, 3°FL —
3’-fukozillaktoz, DFL — difukozillaktoz, LNT2 - lakto-N-trioz, LNT - lakto-N-tetradz, LNnT

— lakto-N-neotetradz, pLNnH - para-lakto-N-neohexadz. Az egyes monomerek jelolése

megegyezik a 12. abran torténd jeldléssel. Szerkesztve, [66] alapjan.
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A standardok migracios tulajdonsagainak vizsgalata utan a legnagyobb méretii cukor
standard para-lakto-N-neohexa6z (pLNnH) segitségével meghataroztam, hogy mekkora
detektalasi hatar (LOD) és kvantitalasi hatar (LOQ) rendelhetd az alkalmazott, LED-indukalt
fluoreszcens rendszerre a HMO-k vonatkozédsédban, melynek sordan a detektalasi linearitdst
0,025 ¢és 3,200 mg/ml koncentracidtartomanyban vizsgaltam. A 40. dbra Osszehasonlitja az

crer

definialt kalibracids egyenest.

pLNnH linearis tartomany
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40. abra Kalibracids egyenes felvétele az APTS-jelolt para-lakto-N-neohexadz (pLNnH)
standard segitségével. A detektalas linearitdsat a jobb fels¢ sarokban bedgyazott egyenes

szemlélteti. Szerkesztve, [66] alapjan.

A HMO standardok multikapilléris gélelektroforézis analizise mellett egy humén tejminta
0,1 RFU érték alatti fontosabb oligoszacharidjainak koncentracié meghatarozasa is megtortént

az ismert standardek segitségével, melyet a 41. dbra mutat be.
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41. abra Egy human tejmintdban taldlhat6 alacsony koncentracioju (RFU <0,1)

oligoszacharidok (LNT2, DFL, LNnT, LNT és pLNnH) kvantitativ meghatarozasa. A pillangé

diagram felsd elektroferogramja egy human tej minta futtatasat, mig az als6 az alkalmazott

HMO standardok futtatasdt mutatja. A szamokkal jelolt csticsokhoz tartozo struktarak: 1 —

6°SL, 2 — 3°SL, 3 — Lac, 4, 5 — 2°FL és 3FL, 6 — LNT2, 7 — DFL, 8 — LNnT, 9 — LNT, 10 —

pLNnH. A strukturdk roviditéseinek magyarazatat a 9. tablazat alairasa jeloli. Szerkesztve, [66]

alapjan.

Az LOD ¢és LOQ meghatarozas eredményét, illetve a human tejminta oligoszacharidjainak

kvantitativ analizise sordn kapott koncentracidkat dolgozatom 5.5 fejezetében ismertetem.
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4.4.2. Galaktooligoszacharid analizis

A human tej oligoszacharidok analizise mellett lehetéségem adddott egy komplex csecsemd
tapszer formula galaktooligoszacharid (GOS) tartalmanak vizsgélatara is, melynek célja volt,
hogy egy olyan gyors és ortogondlis CE alapt analitikai mddszert mutassak be, amely
differencialt enzimes emésztési Iépések altal egy kiegészitd alternativat kinaljon a standard,
LC-alapu oligoszacharid 6sszetétel meghatarozas mellett, és amely alkalmazhat6 olyan mintak

esetében is, melyek magas laktoztartalommal rendelkeznek.

Az ipari, GOS tartalmi mintat négy kiillonb6zé megkozelitésben vizsgaltam az alabbiak

szerint:
(1) - kezelés nélkiili, referencia galaktooligoszacharid minta,
(2) - laktéz hozzaadasa mellett vizsgalt (un. spikeolt) minta,
(3) - amilogliikozid4dzzal emésztett minta,
(4) - amilogliikozidazzal + B-galaktozidazzal emésztett minta.

A folyamat sordn eldszor a maltodextrineket tavolitottam el amiloglukoziddz enzimes
emésztéssel, majd a GOS tartalom a 3. és 4. 1épések analiziseinek kiilonbségeként lett
meghatarozhatd, a B-galaktozidazos kezeléssel ¢s anélkiil kapott eredményekbdl. A mérések
mellett egy standard lakt6z kalibracids sort is készitettem az azonositott struktiirdk mennyiségi
meghatarozasanak céljabol. A 42. 4dbra a GOS tartalmi referencia minta kapillaris
gélelektroforézissel mért teljes oligoszacharid profiljadt mutatja, melyen 21 csucsot
valasztottam el 8-as polimerizécios fokig, alig 11 perc alatt. A laktoz cstcs elektroferogramon
torténd azonositasa érdekében a mintdhoz laktéz standardot adtam. A 42. 4bra jobb felsd
sarkaban bedgyazott része jol szemlélteti, hogy a 3-as csucs felelt meg a laktdéznak, és szemmel
lathatoan jol elkiilonithetd volt a mérettartomanyaban talalhaté tobbi oligoszacharid

komponenstdl.
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42. abra: A GOS tartalmu minta gyors oligoszacharid profilozasa CGE-LIF mddszerrel. A
polimerizaciés fok (DP) tartomanyok a felsé vizszintes tengelyen szaggatott vonallal vannak
feltiintetve. A csillaggal jeldlt csucsok a vizsgalt tartomanyban 1évé APTS eredetli cstcsokat
jelzik. A beagyazott dbran a laktozzal spikeolt minta DP2-DP3 tartomanya lathatd. A mérési

koriilményeket dolgozatom 3. fejezetében részletezem. Szerkesztve, [133] alapjan.

Az elvélasztott csucsok statisztikai értékelése a 10. tdblazatban lathato, mely a migracios
1d6 és csucs alatti teriilet értékek reprodukalhatésagat mutatja egy haromnapos mérési sorozat
folyaman. A tablazatban szereplé "Atlag" kifejezés 3 parhuzamosan elSkészitett minta
analiziseinek atlagaira vonatkozik. Minden mintabol 3-3 injektalas tortént (6sszesen tehat 9

mérés / 3 nap).
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10. Tablazat: A GOS tartalmu tdpszer minta szabad oligoszacharid-analizis eredményeinek

statisztikai értékelése. Szerkesztve, [133] alapjan.

Migracios id6 [min] Area
Csucs DP - - Teriilet %

Atlag Szoéras %RSD Atlag Szoéras %RSD
1 1 6.04 0.016 0.270 6.48E-02 1.67E-03 2.581 11.17
2 1 6.15 0.017 0.269 2.95E-02 4.65E-04 1.576 5.08
3 2 6.64 0.018 0.272 2.17E-01 5.34E-03 2.459 37.49
4 2 6.69 0.018 0.273 5.31E-03 2.17E-04 4.086 0.92
5 2 6.75 0.019 0.275 1.00E-01 2.26E-03 2.248 17.33
6 2 6.79 0.018 0.272 3.89E-02 1.03E-03 2.648 6.72
7 2 6.84 0.019 0.273 1.41E-02 5.27E-04 3.746 2.43
8 2 7.02 0.019 0.276 3.19E-02 7.33E-04 2.300 5.50
9 3 7.14 0.020 0.274 2.09E-03 5.99E-05 2.864 0.36
10 3 7.20 0.020 0.275 4.89E-03 1.43E-04 2.931 0.84
11 3 7.26 0.020 0.278 2.77E-02 5.29E-04 1.910 4.78
12 3 7.28 0.020 0.278 1.39E-02 2.92E-04 2.099 2.40
13 3 7.39 0.020 0.276 6.24E-03 1.22E-04 1.947 1.08
14 3 7.51 0.021 0.275 4.20E-03 1.02E-04 2.431 0.72
15 3 7.59 0.021 0.274 5.10E-03 7.57E-05 1.482 0.88
16 3 7.81 0.022 0.277 2.14E-03 7.34E-05 3.425 0.37
17 4 8.05 0.022 0.276 3.35E-03 6.11E-05 1.823 0.58
18 4 8.33 0.023 0.275 1.30E-03 1.72E-05 1.322 0.22
19 5 8.99 0.025 0.276 1.74E-03 6.11E-05 3.513 0.30
20 6 9.60 0.027 0.283 3.00E-03 5.84E-05 1.947 0.52
21 7 10.15 0.029 0.288 1.91E-03 5.86E-05 3.074 0.33

Atlag 0.276 Atlag 2.496

Minimum 0.269 Minimum 1.322

Maximum 0.288 Maximum 4.086

A CGE-LIF technika HMO strukturakra fentebb mar bemutatott kvantitalasi folyamatot a
GOS minta esetén is elvégeztem egy laktdz kalibracios gorbe segitségével, mely soran egy
laktoz higitasi sorozat csucstertilet értékeit hasznaltam a szamoléashoz. A laktdz koncentracidjat

a kalkulaciohoz annak ismert tisztasagaval korrigaltam. (lasd, 11. tablazat).
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11. Tablazat: A laktéz kalibracid higitasi sora €s az abbol szdmolt koncentracid értékek.

Laktoz tisztasag = 94,56%; MW iak, = 342,3 g/mol. Szerkesztve, [133] alapjan.

Laktoz koncentracié | Korrigalt koncentracio .. Mért koncentracié | Mért / Aktualis
Teriilet % C s
[mg/mL] [mg/mL] [mg/mL] koncentracié

2.000 1.891 310.210 1.888 0.998
1.000 0.946 158.867 0.944 0.998
0.500 0.473 82.458 0.472 0.998
0.250 0.236 41.311 0.236 1.000
0.125 0.118 18.876 0.120 1.014

A laktoz kalibracio pontossagat mutatja, hogy a kalibracios egyenes r? értéke 0,999 feletti
volt, a kalibraciohoz tartoz6 RSD érték pedig 2,15 %-nak bizonyult.

Hasonl6an a korabbi, HPLC alapti GOS tartalom meghatarozasi modszerhez [161], a minta
analizise amilogliikoziddz enzimes kezeléssel kezd6dott, ugy, hogy annak &sszes
maltooligomer tartalmat gliikkoz monomer alkotdelemeire bontsam, azaz csokkentsem azon
minta komponensek szdmat, amelyek aldoz redukaldé véggel rendelkeznek. Az
amiloglukoziddzos emésztést kovetden a mintat B-galaktozidazos kezelésnek vetettem ala,
majd a két mérés kiilombségeként meghatdrozhatova valt a teljes oligoszacharid tartalomra
vonatkoztatott GOS tartalom. Az enzimes kezelések utdni CGE analizisek elektroferogramjait

a 43. dbra mutatja be.
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43. abra: A GOS tartalmll minta enzimatikus emésztések soran kapott elektroferogramjai.
Panel A: amilogliikoziddaz emésztett oligoszacharid minta, Panel B: amiloglukoziddz + B-
galakt6ziddz emésztett minta. Relevans csucsok: 1 - gliikoz; 2 - galaktéz; 3 - laktéz. Az
elvalasztasi koriilmények azonosak voltak a referencia minta mérési koriilményeivel. A
bekeretezett elektroferogram részletet a bedgyazott elektroferogram mutatja a kisebb csticsok

(DP2-DP7 tartoméanyban) jobb lathatosdganak érdekében. Szerkesztve, [133] alapjan.

A mennyiségi meghatdrozas soran kapott adatok alapjan a 100 g teljes oligoszacharid
tartalomra vonatkoztatott GOS tartalom 37,23 g-nak bizonyult, mely eredményt részletesebben

dolgozatom 5.5 alfejezetében értékelem.
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5. Megbeszélés

5.1. Omalizumab — fehérje és N-glikan analizis kritikai elemzése

Az omalizumab fehérje SDS-CGE vizsgalata soran megfigyelt elektromigracios kiilonbség
valdsziniileg az Fc régié Cu2 doménjének konzervalt, relative nagy kiterjedésii és SDS-t nem
kot szénhidrat részével volt dsszefliggésben, mely altal az alegység felszini toltéssiiriisége
részben lecsokkent. Ennél azonban fontosabb informacio, hogy a molekula egyaltalan nem
mutatta az ngHC fragmentum jelenlétét, azaz a teljes mAb tartalom glikozilalt nehéz lanccal
rendelkezett. Az intakt forma még hosszabb migracios idébeli eltérést mutatott az irodalmi 150
kDa mérethez képest, latszolagos molekulatomege joval nagyobbnak bizonyult (225 kDa) az
intakt mAb-okéhoz viszonyitva. A molekula glikozilacigja mellett a lényegesen hosszabb
migracios id6 valosziniileg az intakt molekula kiterjedt Y alakja és ennek megfelelden nagyobb
hidrodinamikus térfogata miatt jelentkezhetett. Osszehasonlitast végezve a molekulatémeg
standardokkal ez az eltérés azzal magyarazhato, hogy a méret standardok SDS-MW elvalaszto
gélben torténd migraciodja linedris szerkezetiik miatt eltérd lehet. Megfigyelhetd volt tovabba,
hogy tobb, kisebb cstlics is megjelent az elektroferogramon az intakt forma mellett, melyek a
molekula eldallitasa soran keletkezd, szabadon maradt fragmensek jelenlétével és azok
osszekapcsolodasaval magyarazhatok. Ez a jelenség mar kordbban is észlelhetd volt bizonyos
mAbD alegységek elektroforetikus analizise folyaman. Az ilyen artefaktumok jelenléte redukalt
koriilmények kozott valosziniileg a nem teljesen végbemend kémiai reakcidok kdvetkezményet,
melyek a vizsgalt mintdkra optimalizalhatok. Nem redukalt koriilmények kozott ezek a mAb
fragmentum cstcsok valosziniileg az antitestben 1évé szabad *—SH’ csoportok jelenlétébdl
szarmaznak (felszakadt diszulfid, vagy szabad cisztein csoportok), amelyek a felmelegités
hatasara katalizaljak a diszulfid kotések atrendezddését [162].

Az omalizumab N-glikdn mérések soran azt tapasztaltam, hogy csak a high-mannéz cukor
szerkezetek voltak afukozilaltak. A galaktézmentes IgG altaldban hosszabb keringési iddvel
rendelkezik, ami az FcyRI-hez valo alacsonyabb kotddési affinitassal magyarazhato. Tovabba,
a monogalaktozilalt glikdnok mennyisége hosszabb szérum felezési idére utal. Az N-acetil-
gliikdzamin jelenléte gyorsabb kiliriiléssel tarsul, ezaltal az FA2 és FA1 tipusu glikanok is
kulcsfontossagu szereppel rendelkeznek. Mindemellett, a high-manno6z szerkezetli glikanok
feltehetéen emelik a gyogyszer molekula clearance ratdjat a manndz receptorokon keresztiil

[149, 163].
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5.2. Bamlanivimab — fehérje és N-glikan analizis kritikai elemzése

A bamlanivimab fehérjevizsgalati modszeriink reprodukalhatésdga a migracids idok és
cstcsaranyok tekintetében is kivalonak bizonyult. A redukalt formahoz hasonléan a nem
redukalt minta analizisekor is kivalé migracios 1d6 €s csucs alatti teriilet reprodukalhatosag
volt megfigyelheté a harom parhuzamos mintaeldokészités esetében. Az intakt monoklonalis
antitest csucson kiviill (mely ~95,5% volt az 0sszes csucsra nézve), néhany kis
mintaeldkészitésbdl/bomlési termékbdl szarmaztathatd cstcs is megfigyelhetd volt, ideértve a
két nehéz lanc Osszekapcsolodasaval 1étrejott (HC/HC) fragmentumot, a konnyti-nehéz lanc
(LC/HC) fragmentumot ¢s egyediilallo konnytli lancot (LC), melyek jelenléte a fentebb mar
emlitett jelenség altal magyarazhatok [162].

A fehérje toltés varians analizise sordn kapott 0,14 pH egység alatti pl kiilonbségek arra
utaltak, hogy indokolt atfogd N-glikozilacids analizist végezni a szidlsav tartalom pontos
meghatarozasahoz, és a fobb glikan struktirdk azonositdsdhoz. Az elvégzett fehérjevizsgalati
modszerek megbizhatosagarol az eredmények alapjan tovabba elmondhatd, hogy a relativ
szoras értekek (%RSD) mind az SDS-CGE, mind a cIEF modszer esetében kivald
reprodukalhatdsagrol tettek tantibizonysdgot. Mig migracids id6k esetén az ismételhetdség

0,3% alatti, teriiletszazalék esetében pedig minden esetben 5,0 % alatti volt.

A bamlanivimab N-glikozilacids profilozasa és szekvencia vizsgdlata kimutatta, hogy a
gyogyszer teljes szidlsavas struktirdinak mértéke meglepd modon, csupan ~0,6%, ilymodon a
clEF analizis soran detektalt savas toltés variansok valdsziniileg a polipeptid lancban 1évo
savas jellegli aminosavak szdmanak és a fehérje lehetséges deamidéacidjanak eredményei. A
Covid-19 elleni antitest glikdnok core strukturainak fukozilacios szintje ~91,8% volt, melybdl
arra kovetkeztethetiink, hogy a termékben 1évd koriilbeliil 8,2% afukozilalt glikan tartalom
antitest-fliggd sejt kozvetitette citotoxikus hatast (ADCC) mutat. Valojaban a bamlanivimab
ADCC funkcigjat az FCyRIlla fehérjét expresszald Jurkat sejtek kapcsan definidltdk az
irodalomban, miutan azok tiiske fehérjét expresszalo célsejtekkel valo reakciojat megfigyelték.
Komplement fliggd citotoxicitdst (CDC) azonban nem allapitottak meg az erre irdnyuld
strukturak fukozilacidjanak hidnya kozotti 6sszefiiggés nagyobb mértékii szénhidrat-szénhidrat
kolcsonhatast eredményez, novelve a kotddés erdsségét [165, 166]. Ezenfeliil, méréseim
alapjan a fukozilalt biantennaris core szerkezetek ~17%-a termindlis galaktozilaciot is mutatott,

ami jellemzden fokozza a fent emlitett ADCC effektor funkciot [167, 168]. Fontos tovabba
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megemliteni, hogy a terminalis galaktozilaci6 altalaban noveli a molekula szérum felezési
idejét, valamint azt, hogy az analizis sordn detektalt, nagyon kis mennyiségii (~1,3%) high
mannoz szerkezetek jelenléte nem jarul hozza szamottevéen a szérum felezési 1d6
csokkentéséhez [169]. Osszességében tehat az eredmények azt mutatjak, hogy a molekula
ismert neutralizalo hatasa mellett valamelyest érvényesiilhet a glikozilaciohoz kotheté ADCC

funkcio is.

5.3. Az agaroz-SDS-CGE-UV modszer analitikai jellemzoinek értékelése

Az eredményeimben feltiintetett Osszefliggések alapjdn megerdsithetd, hogy az agar6z
tartalmu gélek alkalmazéasa sordn a felbontds gyakorlatilag a szelektivitas és a hatékonysag
kozotti egyensuly eredményeként definialhat6. Ebben az esetben a borat alapu (TBE) pufferrel
kapott jelentésen magasabb N értékek jobb felbontashoz vezettek a magasabb szelektivitasu,
de alacsonyabb hatékonysagl acetatos (TAE) pufferrel szemben. Elmondhat6 tovabba, hogy a
TAE alapt rendszernél megfigyelt hosszabb migracios id6 a TBE rendszerhez viszonyitott, a
migracioval ellentétes iranyu, majd kétszeres mértéki elektroozmotikus aramlas eredménye
(EOF1aE = 9.15 x 107 m?%/Vs, illetve EOFrge = 5.45 x 107 m%*Vs). A két futtatds kozotti
migracios idokiilonbség (~90 szekundum) valdsziniileg a borat stabilizalt agardz gél magasabb
viszkozitdsanak volt koszonhetd (ntag = 10.04 mPa-s, illetve ntge = 14.45 mPa-s), amely
jelentdsen lelassitotta az elektromigracidt. A mért €s abrazolt EOF értékek jol szemléltetik,
hogy az agar6z alapu szlirdmatrixaim esetében az ellendrami EOF (azaz a negativ toltésii
mintakomponensekkel ellentétes iranya 4aramlas) foként a borsav koncentracidjatol
(ionerdsségtdl) fliggott, és csak kis mértékben az agardz koncentracidjatol. A viszkozitasi dbran
ennek ellenkezdje mutatkozott: a viszkozitas foként az agardz koncentraciod fliggvényében

valtozott, és csupan kis mértékben befolyasolta a borat koncentracio valtozasa.

Ugyancsak érdekes megfigyelés volt, hogy a TAE alapt hattérelektrolit alkalmazésa esetén
a novekvd molekulatomegli csticsok intenzitdsdnak csokkenése lett €szlelhetd, mig a TBE
puffer rendszer esetén ezzel ellentétes cstcsintenzitds eloszlast kaptam. Ez az effektus az
injektalas tipusanak tulajdonithatd, azaz a TAE pufferben torténéd mintabeviteli eltérés
kovetkezményének, amit a kétszer nagyobb ellendaramtt EOF okozott, befolyasolva ezzel a

kapillarisba juté minta mennyiségét.
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Az agaroz koncentracié valtoztatdsanak hatdsa esetén a mintakomponensek mobilitasa

crer

csokkent a gél koncentracigjdnak ¢és viszkozitasdnak novekedésével. Az agaroz
fragmentumok kozotti szelektivitas gyakorlatilag nem véltozott, azonban jelentésen nétt a
konnytilanc (LC) és a nem glikozilalt nehézlanc (ngHC) fragmentumok kozott. Ez a jelenség
valoszintileg a kozel azonos méretli ngHC és HC (kb. 48 és 50 kDa) fragmentumok glikozilacio
altal kozvetitett feliileti toltésstirliségének kiillonbségeibdl adodik, szemben az azonos feliileti
toltéssurtiségli, de kiillonbozo méretli LC és ngHC (kb. 24 és 48 kDa) alegységekkel. Mas
szoval, az ngHC/HC cstcsok esetén az elvalasztas valosziniileg a hidrodinamikai térfogat /
toltés aranyukon alapult, latszolag fliggetleniil az agardéz koncentraciojatol, ellentétben az

utobbi esettel, ahol az agar6z gél szlird hatasa jatszott kulcsfontossagl szerepet.

A borat koncentracio alapu szelektivitas fliggés az LC/ngHC és ngHC/HC csucspéaroknal
mindkét esetben megmutatkozott, de kiilonbdz6 mértékben jelentkezett a borsav koncentracio
novelésével. Ez az eredmény az alabbi jelenségnek tudhato be: a kisebb borat koncentracioknal
nagyobb ellendrami EOF hatas érvényesiil, ami hasonl6 hatast valt ki, mint amikor egyre
hosszabb kapillaris oszlopokat alkalmaznank az elvalasztashoz. Gyakorlatilag minden agar6z
koncentracio esetén a 640 mM borat koncentracid mellett érhetd el a legjobb hatékonysag, mig
a legjobb szelektivitast a 320 mM boratot tartalmazé hattérelektrolitok alkalmazasanal
figyeltem meg. Annak ellenére, hogy az alacsonyabb borat tartalmt gélek kisebb N értéket
mutatnak, a legjobb felbontast az LC/ngHC par esetében a 320 mM borat koncentracidval
értem el, mely a fentebb definidlt egyenletbdl kovetkeztetve a magas a értékek miatt volt
lehetséges. Erdekesség tovabba, hogy az ngHC/HC par esetében a legjobb felbontast 0,8%

agaroz tartalom és a 640 mM borat koncentracié mellett értem el.

A Ferguson-diagramok  kiértékelése soran megallapithatd, hogy az agar6z
mindharom SDS-fehérje fragmentumra, minden alkalmazott borsav koncentracid mellett,
ellentétben a korabban kutatocsoportunk altal vizsgalt dextran alapu gélekkel, melyeknél nem

linearis valtozas volt definialhato.

Az agar6z-TBE rendszerben kapott éles csucsokat és rendkiviil jo felbontast a borat
komplexéaci6 eredményének tekintettem, amely az agar6z galaktéoz alkotorészeivel vald
kolesonhatdsa révén jothetett 1étre, megalkotva ezzel egy 11j, nagy felbontast és gyors (akar 10

percen beliili elvalasztast biztositd) alegység integritds analizist lehetdvé tevd elvalaszto
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kozeget. A gélrendszer rovid elvalasztasi idok melletti tovabbi elonyét mutatja, hogy méréseim
soran elhagyhatova valtak az egyébként sok esetben nélkiilozhetetlen kapillaris regeneracios
mosasi 1épések, melyeket mas, SDS alapt elvalasztdé matrixok alkalmazdsa soran minden
futtatas kozott elvégeznek. Ezaltal megallapithatd, hogy az altalam fejlesztett borat stabilizalt
agarozos rendszer kapillarisba vald, mosas nélkiili sorozatos ujratoltése jelentOsen
lecsokkentheti a mar egyébként is rendkiviil gyors analizisek kozotti holtiddt, tovabba, hogy a
migracios idok reprodukalhatdsaganak tekintetében a kapillaris regeneralo 1épések nélkiil is

0,75% alatti RSD értékek érhet6k el.

5.4. CGE-MS és SDS-CGE-MS éredmények értékelése

Az eredmények fejezetben bemutatott CGE-MS interfészrél és fehérjeanalitikai
megkdzelitésrol elmondhatd, hogy egyszerii alkalmazhatdosaga mellett képes teret adni
bizonyos MS detektalas eldtti, tgynevezett poszt-kapillaris reakcioknak, melyek segitségével
egy Ujfajta zart kapcsolat révén lehetdvé valik a nem MS-kompatibilis (jel intenzités
csOkkenést okozo) komponensek alkalmazéasa anélkiil, hogy jelentds ionszuppresszios hatas
érvényesiilne az elektrospray folyamat soran. Tovabba, ez az egyszeriien felépitheté MS
kapcsolas lehetévé teszi barmely kereskedelmi forgalomban kaphatd, gyari ESI ionforras
kapillaris elektroforézissel egyiitt torténd alkalmazasat, melyekhez eredetileg specidlis, a
kiilonbozé tomegspektrométer tipusokra egyedileg fejlesztett egységeket szoktak

optimalizalni.

Az elvélasztasi modonként harom-harom parhuzamos futtatds eredményeibdl jol latszik,
hogy az MS-kapcsolt modszer a CGE-UV mérésekhez hasonldan, a migracios idok és csucs
alatti teriilet értékek elemzése esetén is 2,35% alatti RSD értékeket mutatott, mindezt megfeleld
felbontéassal, bizonyitva ezzel a CGE-CSFRI-ESI-MS megkozelités megbizhatosdgat és
hatékonysagat. Az interfész lehetdvé teszi tovabba a két analitikai eszkoz elektronikai
aramkoreinek és folyadék aramainak szétvalasztasat egyarant, specialis ionforrdsok ¢&s

ellenallasok alkalmazasa nélkiil, ezaltal biztositva a stabil elektrospray folyamatot.

A peptidek és fehérjék gélelektroforetikus elvalasztdsira MS detektalassal egylittesen
alkalmazhatdé modszernek mégis az a legnagyobb elonye, hogy SDS-kapillaris
gélelektroforézis modban (SDS-CGE) a stabil elektrosprayhez és elvalaszté aramkor

elektronikai zarasdhoz sziikséges kopenyfolyadékhoz y-ciklodextrin (és egyéb komplexképzd,
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vagy hidrofob kolcsonhatast csokkentd) segéd agenst hozzdadva hatékonyan eltavolithato a
minta puffer, valamint a minta felesleges SDS tartalma, melyhez reakcidteret az interfész
meghosszabbitott “csOreaktor” része biztosit. A fehérjék méret szerinti elvalasztasanak tényét
bizonyitja, hogy a vizsgalt molekulék izoelektromos pontjaik alapjan (inzulin — 5,4; lizozim —
11,4), valamint az elvalaszto gél pH értékét (~7,0) és az alkalmazott polaritast (-) figyelembe

véve a migracié CZE modban forditott sorrendben torténne.

Az interfész megnevezhetd hatranya a minta higuldsa miatt bekdvetkez6, fehérje mintakra
vonatkoztatott érzékenység csokkenés, azonban ezzel kapcsolatosan tovabbi optimalizalasi
Iépéseket tervezek végezni a jovoben. Méréseimet tovabba szeretném nagyobb méretii
fehérjékre is kiterjeszteni, am ezt a doktori munkam soran hasznalt harmas kvadrupo6l késziilék

detektalasi tartomanyabdl adodo limitacidja eddig nem tette lehetdve.

5.5. HMO és GOS analizis eredményinek értékelése

5.5.1. A HMO mérések eredményeinek értékelése

A HMO mérések sordn az elvalasztdé matrixok eltérd elektromigraciot befolydsolod
viselkedése megoldotta a bioldgiai szempontbdl is relevans 2°FL-3FL és LNT-LNnT
strukturalis izomerparok komigracios jelenségének problémajat. A hagyomanyos, szénhidrat
elvalasztashoz alkalmazott gélkompozicio esetében (39. abra / A panel) azt a kovetkeztetést
vontam le, hogy a kiilonb6z6 oligoszacharidok a téltésiik és hidrodinamikai térfogatuk aranya
szerint migraltak és valtak el a kapillaris zonaelektroforézis mod (CZE) elve alapjan, mindezt
kevesebb, mint 10 perc alatt. A dextran és borat tartalmu gélt haszndlva (lasd, 39. dbra / B
panel) eltérd migracios sorrend sziiletett. A nagy mennyiségli borat tartalom révén
feltételezhetd volt, hogy a gélrendszer képes komplexet képezni a cukor molekuldk vicinalis
hidroxil csoportjaval, ezéltal extra toltést adva a vizsgalt oligoszacharidoknak. Az elvélasztas
igy minddssze 6,5 percet vett igénybe és kolcsondsen korrigélta a korabban alkalmazott
matrixnak az izomer parok elvalasztasa esetén megfigyelhetd hidnyossagait, ami azt jelentette,
hogy az els6 esetben komigraldé 2°FL €s 3°’FL izomer part a masodik kompozicid sikeresen

elvalasztotta, mig az LNT és LNnT esetében forditva.

Figyelembe véve, hogy minden HMO molekula redukalé véggel rendelkezik,

megallapithatd, hogy a vizsgalt cukor szerkezetek kizardlag egyetlen APTS molekulaval
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Iépnek jeldlési reakcidoba, ami ezaltal megkonnyiti azok CGE-LIF technikaval torténd
kvantitativ analizisét. A pLNnH standard segitségével készitett kalibracios gérbe ily modon
konnyen alkalmazhato volt a tobbi HMO szerkezetre is. A mérések sordn ¢és a jel/zaj aranyok
megallapitasaval az LOD értéke ~0,03 mg/mL-nek (S/N = 3,71), mig az LOQ ~0,10 mg/mL-
nek (S/N = 11,2) bizonyult, a detektalasi linearitds pedig majd harom nagysagrendnyi
dinamikus tartomanyt olelt fel. Ez a tartomany a LED-indukalt fluoreszcens detektalasi
rendszert figyelembe véve jonak szamit, &m az egykapillarisos 1ézer indukalt fluoreszcens,
valamint tomegspektrometrids megkozelitések mellett, ahol akar 4-5 nagysagrendre kiterjedd
tartomanyok érhetok el, nem szamit kiemelkedonek. A kalibracios gorbét alkalmazva az 6sszes
talalhat6 Ot alacsony eléfordulasu, am fontos HMO szerkezet (LNT2, DFL, LNnT, LNT és
pLNnH) koncentrécioit hataroztam meg, melyek ebben a sorrenben 1,95, 0,25, 0,94, 0,34,
illetve 0,26 mg/mL voltak. Ezen értékek az irodalomi adatok, valamint a minta szarmazasanak
ismeretében megefeleltethetdek a laktacié harmadik honapjadban mérhetd koncentracioknak

[170].

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a két vizsgélt nagy ateresztdképességii elvalasztasi
rendszerrel 12 HMO mintat egyidejiileg és rendkiviil révid id6 alatt lehet analizalni kivald
felbontassal. Abban az esetben, amikor a strukturalis izomerparok analizisekor a sziikséges
felbontas elérése érdekében mindkét gél hasznalata indokolt, a multikapillaris gélelektroforézis
rendszerrel az analizis 12 mintara nézve és két gél egyiittes alkalmazaséaval is kevesebb, mint
20 perc alatt elvégezhet6. Mivel dolgozatom elsddleges célja a potencidlis, CE-alapu
modszerek bemutatasa, nagyobb mintaszamu human tejminték szabad oligoszacharid analizise
nem keriilt fokuszba, de a jovOben mindenképp érdemes lehet megvizsgalni a technika
robosztussagat és Osszehasonlitani az ismert kromatografia alapia modszerekkel. Fontosnak
tartom megjegyezni, hogy a HMO és GOS tartalom vizsgalatara iranyul6 CGE-LIF méréseim
mellett végeztem a szabad cukor struktirdk azonositasra iranyul6 gélelektroforézis-kapcsolt
tomegspektrometria alapu méréseket is, azonban ezek eredményei dolgozatomban nem
kertiltek bemutatasra. A CGE technikaval elvalasztott, APTS-jel6lt mintdk MS azonositasara
a jovOben tovabbi gélfejlesztési és interfész optimalizalasi 1épéseket tervezek megvalositani,
melyek soran a szénhidrat elvalasztd gélek ionszuppresszidt okozd agenseinek (PEG, PEO,
stb.) csokkentését és a negativ MS mod érzékenységének glikanokra vald optimalizalasat

tervezem elvégezni.
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5.5.2. A GOS tartalom meghatarozas eredményeinek értékelése

A galaktooligoszacharid mérések soran kapott referencia elektroferogram azonos szamu
csucsot eredményezett, mint a kordbban ugyanerre a mintara vonatkozé HPLC analizis [161],
azzal a kiilonbséggel, hogy a CGE futtatasok ideje két injektalas kozott haromszor gyorsabbnak
bizonyult. A harom mérési nap soran vizsgalt atlagos migracios idok €s csucs alatti teriiletek
reprodukdlhatésaga rend szerint 0,276 ¢és 2,496 % RSD értékeket mutattak. Az
amilogliikoziddz enzimes kezelés soran latszolag az 0sszes kisebb (15-0s és 21-es kozotti
tartomanyban 1év0) cstics az 1. cstcsba tolddott, ami azt sugallta, hogy ezek mind gliikoz
épitdegységekbdl allé maltooligoszacharidok voltak. Az amiloglukozidazos emésztést kovetd
B-galaktozidazos kezelés eredményeképp az Osszes cslcs eltolodott a 2-es szammal jelolt
galakt6z csticsba, melybdl az a kdvetkeztetés volt levonhato, hogy ezek a cukrok mind galaktoz
egységekbdl felépiild GOS tipusu strukturdk. A két enzimes kezelés utani analizisek
eredményeinek  kiillonbségét  felhaszndlva  kiszdmolhato volt a minta teljes
galaktooligoszacharid tartalma, melyet 37,23 g/100 g értékben hatdroztam meg. Ez az
eredmény jol Osszevethetd a hivatalosan elfogadott, HPLC mddszerrel meghatarozott 37,0
g/100 g értékkel [171], és ezaltal elmondhatd, hogy a bemutatott CGE alapi moddszer
alkalmasnak bizonyul a csecsemd tapszer prebiotikus GOS tartalmanak meghatarozasara.
Eredményeim alapjan taldn nem téves a felvetés, hogy a bemutatott elektroforetikus modszer
képes akar helyettesiteni is a hosszabb analizis i1ddkkel rendelkezé kromatografias
megkozelitést, illetve ortogonalis modszerként alkalmas lehet a kiilonb6z6 tapszerekben és

mas laktozt tartalmazo mintdkban taldlhato GOS tartalom pontos kimutatasara.
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6. Osszefoglalas

Az omalizumab ¢€s a bamlanivimab bioterapeutikumok fehérje-, és N-glikan szintti, CGE-
alapt analizise doktori értekezésem fontos részét képezi. Az asztma elleni antitest esetében
elsoként SDS-CGE altali tisztasag-, és alegység integritas vizsgalatokat végeztem, melyek
soran megallapitottam, hogy a gyogyszer kis mértékben sem mutatja a nem glikozialt
nehézlanc (ngHC) fragmentum jelenlétét, ily modon a teljes mAb tartalom nehézlanca 100%-
ban N-glikozilacids mddosulast hordoz. A fehérje intakt formaja hosszabb migracios idébeli
eltérést mutat a vart eredményekhez képest, mely a molekula kiterjedt hidrodinamikus
térfogatll Y alakja, valamint a dextran és borat tartalmu elvalasztd gélben torténd sajatos
migracios tulajdonsagai révén magyarazhatd. Tovabbi megfigyeléseim azt mutattak, hogy a
termék eldallitdsa soran keletkezett, szabad alegységek is jelen vannak a mintdban, ami
vélhetden a nem teljesen végbemend kémiai reakciok (diszulfid hidak kialakuldsanak)
kovetkezménye. A termék ennek ellenére tisztanak tekinthetd, de az alegység integritas tesztek
alapjan célszerl a fehérje glikozilaciés mintazatanak egyidejii vizsgalata. Az omalizumab N-
glikdn analizise soran megallapitast nyert, hogy csak az Un. high-mannéz cukor szerkezetek
afukozilaltak. Ez, valamint a monogalaktozilalt glikdn szerkezetek mennyisége hosszabb

keringési 1dot feltételez.

A bamlanivimab terapids antitest esetében a fehérjevizsgélatok soran reprodukalhatosagi
vizsgalatokkal is alatdmasztottam a CGE alapi modszer alkalmazhatdsagat. A kapott RSD
értekek alapjan a modszer kivalonak bizonyult mind redukalt, mind nem redukalt fehérje
mérések esetén. Az intakt monoklonalis antitest SDS-CGE analizisekor az antitest mellett
néhany kisebb melléktermék jelenlétét is megfigyeltem, melyek az omalizumabhoz hasonldéan
a Covid elleni antitest esetében is az eldallitds soran keletkezd szabadon marad fragmensek
jelenlétével magyarazhatok. A fehérje toltés variansainak meghatarozasa érdekében a tisztasag
vizsgalat mellett cIEF analizist is végeztem, mely sordn a kapott eredményekbdl arra
kovetkeztettem, hogy a megjelend, izoelektromos pontjaik szerint savas jellegli strukturdkra
atfogd N-glikozilacids analizist célszerli végezni a szidlsav tartalom pontos meghatarozasahoz.
Az antitest N-glikdnjainak profilozasa ezt kovetden kimutatta, hogy a gydgyszer teljes
szialsavas struktardinak mennyisége a felvetés ellenére meglepden alacsony, és a jelenség a
polipeptid lancban 1évé savas jellegli aminosavak és a fehérje lehetséges deamidacidjanak
eredményébdl kovetkezhet. Az antitest N-glikdnok core struktirainak fukozilacios szintje 90%

felettinek bizonyult, melybdl az irodalmi adatok fényében arra kovetkeztettem, hogy a
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termékben 1évo afukozilalt glikan tartalom is mutathat valamilyen ADCC funkciot, ami a CGE-
LIF mérések altal megerdsithetd. Ezenfeliil, a fukozilalt biantennaris core szerkezetek jelentds

része terminalis galaktozilaciot is mutat, ami az emlitett ADCC effektor funkciot fokozhatja.

A standard mAb alegység integritas ¢és glikozilacids vizsgalatok mellett az SDS-kapillaris
gélelektroforézis mérések teriiletén alapértelmezettnek tekinthetd dextran/borat alapu
gélrendszer alkalmazhatosagat alapul véve kifejlesztettem egy agardz alapu elvalaszto kozeget,
mely tulajdonsdgaiban hasonld, de teljesitményében és analitikai paramétereiben eltérének
bizonyul a monoklonalis antitestek analizisére nézve a jol ismert SDS-MW rendszerhez képest.
Az agar6z-SDS-CGE modszer analitikai jellemzdinek értékelése soran megerdsitést nyert,
hogy a felbontés (Rs) gyakorlatilag a szelektivitas (o) €s a hatékonysag (N) kozotti 6sszefiiggés
eredményeként definidlhatd. A kifejlesztett agardz alapu sziirématrixok esetében a jelentds
mértékli, ellendramt EOF foként a bodrsav koncentraciotdl vald filiggést mutat, mig a
viszkozitéas jellemzden az agar6z koncentracio fliggvényében valtozik. Bemutattam tovabba,
hogy a gélrendszer a rovid elvalasztasi idok biztositasa mellett kevesebb eldkésziiletet igényel
a parhuzamos mérések kozott, ugyanis alkalmazasaval elhagyhatova valnak a hosszadalmas
kapillaris regeneraciés mosasi 1épések, melyeket mas, SDS alapli elvélaszté matrixok
alkalmazasa soran minden futtatds kozott sziikséges elvégezni. Ezaltal elmondhat6, hogy az
altalam fejlesztett borat stabilizalt agardzos rendszer kapillaris oszlopokba vald, mosas nélkiili
sorozatos Ujratoltése jelentdsen lecsOkkentheti a mar egyébként is rendkiviil gyors (akar 10
perces) analizisek kozotti holtid6t, tovabba, hogy a migracios idok reprodukalhatdésaganak

tekintetében a kapillaris regenerald 1épések nélkiil is 0,75% alatti RSD értékek érhetdk el.

Doktori munkam sordn a CGE-UV ¢és CGE-LIF alapt modszerek mellett a
tomegspektrometrids detektalas lehetdségét is vizsgaltam. Kifejlesztettem egy 1) tipust
interfészt a két analitikai eszkdz 0sszekapcsoldsara, mely potencidlisan megoldast kinalhat a
fehérje  tisztasagvizsgalatok soran zavar6, nem MS-kompatibilis komponensek
ionszuppresszios hatasanak csokkentése mellett a fehérje molekulak (és szennyez6ik) méret
szerinti elvalasztdsara és az elvalasztas utdni MS detektaldsara, ezaltal pontos méretiik
meghatarozasara. Az ilyen koaxialis tipust CGE-MS interfésznek szdmos elénye mellett
megemlitendd hatranya, hogy a nagyobb folyadékdramu képenyfolyadék a minta higulésat

okozhatja, amelyre tovabbi optimalizacids 1épéseket tervezek elvégezni a jovOben.

A HMO ¢és GOS analiziseim soran bemutattam, hogy a kiilonb6z6 elvalasztasi modszerek

eltéroé elektromigracios viselkedésiik révén kiilonbozo eldnyoket kindlnak a nem fehérjéhez
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crcr

Ismertettem, hogy egy konvencionalis szénhidrat elvalasztdé gél, valamint egy szintén a
kereskedelmi forgalomban kaphatd, méret szerinti fehérje elvélasztashoz alkalmazott borat-
dextran alapu elvalasztdé matrix a szabad cukrok esetén is alkalmazhatd, nagy felbontast és
rovid analizis 1d6t biztositva. Tovabba megallapitottam, hogy mindkét gélkompozici6 alkalmas
a HMO szerkezetek hatékony elvalasztasara, akar multikapillaris elektroforézis rendszerben is,
lecsokkentve ezzel a teljes analizis idtartamat és ndvelve a mddszer robosztussagat. Veégiil
pedig megallapitottam, hogy az APTS altali HMO ¢és GOS derivatizalasi reakciok a CGE-LIF

technikaval torténd, nem csupan mindségi, de mennyiségi analizist is lehetoveé teszik.
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7. Summary

The protein and N-glycan level analysis of omalizumab and bamlanivimab bioterapeutics
represents an important part of my doctoral dissertation. In the case of the anti-asthma drug
(omalizumab), I first conducted purity and subunit integrity tests using SDS-CGE, where I
found that the drug shows no presence of the non-glycosylated heavy chain (ngHC) fragment,
indicating 100% N-glycosylation modification of the mAb heavy chain. The intact form of the
protein showed longer migration time deviation from the expected results, explained by the
extended Y shape mediated larger hydrodynamic volume of the molecule and its specific
migration properties in the dextran-borate-containing separation gel. Further observations
revealed the presence of free protein subunits formed during the product manufacturing, likely
due to incomplete chemical reactions (disulfide bridge formation). Nevertheless, the product
can be considered pure, and based on the subunit integrity tests, it is recommended to examine
its N-glycosylation pattern as well. Analysis of the omalizumab N-glycans revealed that only
the high-mannose sugar structures were afucosylated. Additionally, the quantity of

monogalactosylated glycans suggested longer circulation time.

As the Covid-19 antibody bamlanivimab, reproducibility studies during protein analysis
supported the applicability of the CGE-based method. The obtained RSD values indicated the
excellence of the method in both reduced and non-reduced protein measurements. During SDS-
CGE analysis of intact monoclonal antibodies, I observed the presence of minor by-products,
similar to omalizumab, possibly resulting from free fragments formed during production. To
determine its charge variants, alongside purity assessment, I conducted cIEF analysis, which
prompted the need of comprehensive N-glycosylation characterization based on the appearing
protein isoelectric point values which assumed the presence of high sialic acid content.
Subsequent antibody N-glycan profiling revealed surprisingly low levels of total sialic acid
structures, possibly resulting from acidic amino acids in the polypeptide chain and potential
deamidation of the protein. The fucosylation level of the antibody N-glycan core structures
exceeded 90%, suggesting that the remaining low afucosylated glycan content in the product
may exhibit some ADCC function, which can be confirmed by CGE-LIF measurements.
Furthermore, a significant portion of the fucosylated biantennary core structures showed

terminal galactosylation, potentially enhancing the above mentioned ADCC effector function.
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In addition to the standard subunit integrity and glycosylation analysis of mAbs, I developed
an agarose-based separation media, considering the applicability of the earlier studied
dextran/borate-based gel-buffer system, otherwise conventional for SDS-capillary gel
electrophoresis measurements. Evaluation of the analytical characteristics of the agarose-SDS-
CGE method confirmed that resolution (Rs) is practically defined as by the interplay between
selectivity (o) and efficiency (N). For the developed agarose-based sieving matrices, the
significant counter-current EOF was dependent mainly on the boric acid concentration, while
the viscosity typically varied with agarose concentration. I also demonstrated that the gel
system, besides ensuring short separation times, requires less capillary preparation between
parallel measurements since it eliminates the need for the time-consuming capillary
regeneration/washing steps necessary between runs with other SDS-polymer based separation
matrices. Consequently, capillary reloading of the developed borate-stabilized agarose system
can significantly reduce the dead time between the already extremely fast (<10 minutes)
analyses, and without the capillary regeneration steps, the migration time reproducibility was

below 0.75% RSD.

During my doctoral work, I also explored the possibility of a specific, CGE-coupled mass
spectrometric detection approach. I developed a novel CE-ESI-MS interface to connect the two
analytical tools. This new interface is potentially offering a solution to reduce the ion
suppression effects of non-MS-compatible components during protein purity analysis, enabling
size-based separation of protein molecules (and their contaminants), and post-separation MS
detection for precise size determination. Despite numerous advantages of the such coaxial
CGE-MS interfaces, their notable drawback is that the higher flow rate sheath liquid may cause

sample dilution, prompting further optimization steps planned for the future.

In my HMO and GOS analyses, I demonstrated that the use of different separation matrices
offer distinct advantages for effective separation of non-protein-bound oligosaccharides and
their structural isomers due to their differential electromigration behaviors. I showed that both
a conventional carbohydrate separation gel and a borate-dextran-based separation matrix
otherwise developed for size-based protein separation can also be applied for high-resolution
and rapid free oligosaccharide analysis. Furthermore, I found that both gel compositions are
suitable for efficient separation of HMO structures, even in a multicapillary electrophoresis
format, reducing the total analysis time and increasing the robustness of the method. Finally, I
determined that HMO and GOS derivatization reactions via APTS enable not only qualitative

but also quantitative analysis using CGE-LIF.
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