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1. Bevezetés

A 10 napjainkban legnagyobb piaci arannyal rendelkezd gydgyszeripari termék koziil
nyolc valamilyen bioterdpias fehérjekészitmény. Az optimalizalt kezelés érdekében a
hagyomanyos kis molekulatomegii gyogyszeres terapidk kiegészithetok vagy helyettesithetok
terapias fehérjékkel, mint példaul monoklonalis antitestek és fuzios fehérjék, a hematologiai és
szolidtumorok, valamint autoimmun és gyulladasos betegségek kezelése esetében. Ezen
gyogyszerként alkalmazott fehérjéknek a jellemzése rendkiviili kihivasok elé allitja a
gyogyszeripart, a terapias fehérjék tisztasaganak ellendrzése, illetve az esetleges szerkezeti
eltérések felderitése fontos a mindségellendrzés szempontjabol. A biologiai eredetii
gyogyszerkészitmények karakterizalasa sordn a kapillaris elektroforézis (CE) kiilonféle
elvalasztasi modjait rutinszeriien alkalmazzak a mindségellendrzés soran és a fehérje méret és
toltés heterogenitasdnak felmérésére a gyogyszeriparban.

A kapillaris gélelektroforézis (CGE) lehetévé teszi a poliionos makromolekulak
hidrodinamikai térfogatuk szerinti elvalasztasat. Kezdetben térhaldsitott poliakrilamid géleket
alkalmaztak a fehérjék méret szerinti elvalasztasara, melyeket késébb felvaltottak a hidrofil
lineéris polimer matrixok. Manapsag a gydgyszeriparban tobbnyire borat ionnal térhaldsitott
dextran gélt alkalmaznak fehérjék nagy felbontdsu, méret szerinti elvalasztasara, mely
szabvany modszernek is tekinthetd.

A bioterdpias fehérjék novekvd szama miatt, egyre nagyobb sziikkség van a jobb
elvalasztasi technikdkra, melyek példaul alkalmasak a nagymértékben glikozilalt fehérjék
jellemzésére is. A natrium-dodecil-szulfat kapillaris gélelektroforézis (SDS-CGE), mely
napjainkban tetrahidroxyborat ionnal térhaldsitott dextran matrixot alkalmaz elvalaszto
kozegként, egy nagy hatékonysagu bioanalitikai moddszer, gyors elemzési idOvel és kis
mennyiségli mintaigénnyel, igy kivaloan alkalmazhato terapias fehérjék hatékony
jellemzésére.

Munkém soran nagy hangsulyt kapott a mdodszer optimalizdlasa a hatékonyabb elvélasztas
érdekében, tobbek kozott annak vizsgalata, hogy a mérési paraméterek (pl. hdmérséklet) és az
elvalaszto kozeg Gsszetétele (pl. borsav, dextran koncentracio), hogyan hat a terapids fehérjek
kvalitativ analizisére. Munkam soran vizsgaltam a dextran-borat keresztko6tés kialakulasanak
mechanizmusat iS. A monomer (dextran) és a térhaldsito (borat) koncentracid valtozas hatasat

tanulmanyoztam fehérje standardok és antitest mintak elvéalasztasa esetén. A hattérelektrolitok
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esetében meghataroztam az elvélasztds szempontjabol fontos fizikai és elektrokinetikus
paramétereket, mint példdul viszkozitast és elektroozmotikus é4ramlést. A migraciods
tulajdonsagok behatobb tanulmanyozasdhoz a Ferguson modszert alkalmaztam, mely segithet
a megfeleld Osszetételii gélt kivalasztani egy adott fehérjekeverék minta esetében. A kapott
elektroferogramokat ugy értékeltem ki, hogy részletes informacidt nyerjek az elvalasztasok
teljesitményét illetéen, mint példaul elméleti tanyérszam, felbontas és szelektivitasi tényezo
meghatarozasa.  Vizsgaltam a fehérjék homérsékletfiiggd migraciojat az elvalasztasok
aktivalasi energia igényének meghatarozasa, illetve a felbontas optimalizalasa érdekében. Az
adott gélrendszerben feltarasra keriilt az aktivalasi energia és a molekulatomeg kozotti

Osszefliggés, illetve az SDS-fehérje komplex mobilitdsa és a molekulatomeg kozotti

Osszefligges.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Kapillaris gélelektroforézis torténete

Biologiai polimerek, ugymint DNS, RNS ¢és fehérjék elektroforetikus elvalasztasa
alapvet6 analitikai modszernek szamit a gyogyszeriparban, a molekularis biologidban és egyéb
bioanalitikai teriileteken. Elektromos erdtérben, vizes vagy hig polimer oldatokban a toltéssel
rendelkezd részecskék méretiik és toltésiik aranyatol fiiggden eltérd sebességgel vandorolnak.
Az Ogston-modell szerint a gélelektroforézishez hasznalt polimerhaldzat molekulaszitanak
tekinthet6, amely egymassal Osszekapcsolt lancok véletlenszeri halozatabol all, melyre
jellemz6 egy atlagos porusméret. A vandorld mintakomponensek pedig adott sugaru nem
deformélhaté gdmb alaku objektumoknak tekinthetdk, ezért a kisebb molekulak gyorsabban
haladnak a matrixban, mivel a rendelkezésre allo porusok nagyobb hanyadan férnek at [1]. A
nagyméretli biopolimerek, mint példaul a DNS és SDS-fehérje komplexek, ugynevezett
reptacids mozgas révén vandorolhatnak at a forgési sugaruknal 1ényegesen kisebb porusméretii
polimer halon. Ezt a modellt az oldott anyag mérete és elektroforetikus mobilitdsa kozotti
forditott osszefiiggés jellemzi [2].

Jorgenson ¢és Lukacs 1981-ben vezette be sziik keresztmetszeti (<100 pm)
tivegkapillarisban a nagyfelbontast kapillaris zonaelektroforézist (CZE), illetve kidolgoztak
annak elméleti hatterét. 1983-ban Hjertén a SDS-PAGE moddszerét adaptalta erre, igy
bevezetve a kapillaris gélelektroforézist (CGE) [3]. 1989-t6] a kereskedelmi forgalomban is
elérhetévé valtak az automatizalt és nagyteljesitményli kapillaris elektroforézis késziilékek,
melyeket rutinszerlien kezdtek alkalmazni az alap- és alkalmazott biokémiai és molekularis
bioldgiai kutatasokban. Ennek kovetkeztében a CGE lehetdvé tette a fehérjek, nukleinsavak és
komplex szénhidratok gyors [4-6] és hatékony analizisét, igy egyre inkabb hattérbe szoritotta
az 1d6- és munkaigényes hagyomanyos lapgél elektroforézist.

A tovabbi fejlesztéseknek koszonhetéen szdmos CE alapt modszert vezettek be a CGE-
vel péarhuzamosan, amelyeket napjainkban is alkalmaznak, mint példaul a kapillaris
zonaelektroforézis (CZE), micellds elektrokinetikus kapillaris kromatografia (MECC),
kapillaris elektrokromatografia (CEC), kapillaris izoelektromos fokuszalas (CIEF) és
kapillaris izotachoforézis (CITP) [5]. A CZE az egyik leggyakrabban alkalmazott technika a
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kialakult modszerek koziil. Hatékony elvalasztast tesz lehetévé mind a kis, mind a nagy
molekulak esetében, de nem tesz lehetévé tisztan méret szerinti elvalasztast.

A kapillaris elektroforézis modszer bevezetése lehetové tette az idéigényes SDS-PAGE
automatizalasat, igy alakult ki a natrium-dodecil-szulfat kapillaris gélelektroforézis modszere,
ami lehetové tette a fehérjék gyors és hatékony méret alapu elvalasztasat. A keskeny atmérdji
kapillaris oszlopok hasznalata csokkentette az atviteli és héelvezetési problémakat [7]. Az
elmult évezred végére az SDS-CGE a biotechnolégiai iparban a mindség-ellendrzés elfogadott
analitikai eszkozévé valt, elsdsorban terapids fehérjék jellemzésére, sarzs felszabaditasra,
tisztasag ellendrzésre és stabilitds vizsgalatokra hasznaljak. Mivel eleinte tobbnyire
monoklonalis antitestek analizisére alkalmaztak, igy nem volt sziikségszerli a modszer
,»finomhangolasa” [8], azonban az 0j generacids terapias fehérjék megjelenése miatt, ez egyre

1d6szertbbé valik.

2.2 A Kkapillaris gélelektroforézis elmélete

2.2.1 Elektroforetikus mobilitas

Elektromos er6térben a toltéssel rendelkezé oldott anyagok eltéré sebességgel
vandorolnak, mely az elektroforetikus elvalasztasi modszerek alapja. Konstans elektromos
térer6 (E) alkalmazasa soran a vandorld Q netto toltésii oldott molekulara elektromos erd (Fe)

hat, amely az alabbi egyenlettel fejezhetd ki:
F,=Q=x*E @

Emellett a részecskékre hat az ellentétes irdny surlodési erd (Fr) is, ami a transzlacios

surlodasi egyiitthato (f) és a sebesség (dx és dt tavolsag és id6) szorzataval fejezheto ki:

Fr = f « (%) @)

Amennyiben az F. és F; ellentétes iranytl erék egyenld nagysaguak az oldott molekulak

allando sebességgel (v) vandorolnak:



v=—=E-§ 3)

A transzlacios surlodasi egyiitthato (f) értéke aranyos az elvalaszté kozeg viszkozitasaval (n),
illetve a vandorlé molekula alakja befolyasolja, ami (c¢) konstansként jelenik meg az

egyenletben:

f=c¢n (4)

Az elektroforetikus mobilitas (p) a fenti egyenletek dsszevondsaval, a kovetkezoképpen irhatd

le:

n=g=1 )

v
E
Az SDS-fehérje komplex, mint tobbszordsen toltott poliion, elektroforetikus mobilitasa (p)

fizikai allandokkal, a kapillaris gélelektroforézis soran az alabbi Osszefiiggéssel irhato le [6] a

(4) és (5) egyenlet Osszevonasaval:

Q
61N

n= (6)

ahol tehat Q a tobbszorosen toltott poliion nettd/effektiv toltése, a 6mr tag a molekula alakjat
jellemzi —jelen esetben kis gémb alaki molekula - ahol r az oldott molekula sugara és n az
elvalasztod kozeg viszkozitdsa. A rendszer pontosabb leirasa érdekében bevezetésre keriilt az

oldott molekula sugarnak megfelelé molekulatomeg (MW) értéke is:

Q
Mwkny

n= (7)

ahol a (k) kitevo értekét a molekularis jellemzOk hatarozzak meg.
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Offord javasolta, hogy a pontosabb szamitds érdekében gomb alaki molekuldk esetén a
térfogattal (Mw'?) vagy a feliilettel (az Mw®®) egyenértékii hatvanyait alkalmazzak [6].
Ricard és munkatarsai a forgési sugarnak megteleld Mw'/2 hatvany hasznalatat vezették be [9].
Mas kutatok az SDS-fehérje komplexeket radszerti hengeres alakzatként modellezték [10],
illetve az SDS-fehérje komplexeket nyaklanc-szeri szerkezetnek fogtak fel [11] azt
feltételezve, hogy a kitekert polipeptid ldncon a gdmb alaka SDS micellak ugy helyezkednek
el, mint a gyongyok.

Az Eyring-Polanyi [12] egyenletet felhasznalva a viszkozitas (n) kifejezhetdé az alabbiak

szerint:
7= AeFa/RT ®)
ahol az A egy preexponencialis tényezd, E, a viszkdzus aramlas aktivalasi energidja, R az

egyetemes gdzallando és T az abszolut hdmérséklet. A (6) és (7) egyenlet 0sszevondsaval

kifejezhetd az elektroforetikus mobilitds (p):

M _Q . e “Ea/RT 9)

const

ahol const a konstansok dsszevonasanak felel meg. A gyakorlatban az aktivalasi energia érték
meghatarozhat6 az Arrhenius-gorbe meredekségébdl, ahol a mobilitas logaritmusat abrazoljuk

1/T figgvényében [13].

A kapillaris gélektroforézis soran molekulaszlird funkcidval rendelkezé polimer
oldatban megy végbe az elvalasztas. Ez a kozeg lassitja az SDS-fehérje komplexek
vandorlasat, a polimer koncentracioja (T%) és annak a mintakomponensekkel vald esetleges
fizikai kolcsonhatasa hatarozza meg a retardacios egyiitthatot (Kr). A (10)-es egyenlet az
SDS-fehérje komplex elektroforetikus mobilitdsat adja meg a Kr és T% fiiggvényében:

= o e KrT% (10)
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ahol po az adott mintakomponens szabad oldatban (T%=0) val6 elektroforetikus mobilitasa. A
a leggyakrabban hasznalt elmélet, a 2.1 pontban mar emlitett Ogston-modell [1] mely elmélet
szerint az SDS-protein komplexek nem deformalédd gémb alaka objektumként vandorolnak
keresztiil a porozus sziiré kozegen.

Természetesen az Ogston-modell kiterjesztése sziikségszerli olyan esetekben, amikor a
vandorlé molekula hidrodinamikai sugaranak mérete nem esik egybe a sziiré kozeg atlagos
porusméretével. Mas szoval nem 4ll fenn a linearis kapcsolat bizonyos esetekben, mint példaul
a polimer szerkezetének és tulajdonsadgainak megvaltozasa egy bizonyos gélkoncentracié felett
vagy a kiilonb6zd nagyméretli fehérjék vandorlasa esetén. Példaul ndvekvd gélkoncentracio
esetén a nagymeéretli poliionok ridszerli alakot felvéve kigyoszerli mozgéssal képesek atjutni a
kicsi porusméretii elvalasztd kozegen [2, 14]. CGE soran az elektroforetikus mobilitast
befolyasolja a vandorldé molekula alakja is a méretén és netto toltésén kiviil. Tobb alegységbdl
allo fehérje komplexek, mint példaul az Y alaka IgG (Immunoglobulin) molekulak alakja is
valtozhat az elektromigracido sordan. A gél szerkezetét, porusméretét, viszkozitdsat pedig
meghatarozza a polimer koncentracid, a viszkozitds modositok és polimer adalékanyagok,

amelyek befolyésoljak az elvalasztandé molekula vandorlasat a molekulasziiré kdzegben.
2.2.2 Elektroozmotikus aramlas (EOF)

A kapillaris gélelektroforézishez hasznalt szilika kapillarisok belsé falan 1évé szilanol
csoportok pH=3 felett térténd deprotonalodasaval szilanolat csoportok keletkeznek, amelyek
negativ toltésiivé teszik a kapillaris falat. A szilanolat csoportok negativ toltése és az
ellenionok miatt, a felilleten egy diffuz kettdsréteg alakul ki, amely létre hozza az
elektroozmotikus aramlast (EOF), dugészerli aramlasi profilt kialakitva. Az EOF
szabalyozhat6 a puffer pH értékének valtoztatasaval, kiilonféle bazisos vagy szerves anyagok
hozzaadasaval, a kapillaris falanak kémiai modositdsaval, illetve a hattérelektrolit
koncentracidjaval [15]. Az SDS-fehérje komplexek elektroforetikus mobilitasanak

szamolasanal figyelembe vettem az adott elvalasztdé kozegre jellemzd peor értéket (lasd

Anyagok és Modszerek).
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2.2.3 Elméleti tAnyérszam, felbontas, szelektivitas és csticsszimmetria

Az elektroferogrambol mindségi és mennyiségi kovetkeztetéseket lehet levonni. Az
elméleti tanyérszam (N) gyakorlati szempontbol az 11. egyenlettel jellemezhetd, ahol tg a

migracios id6 €s w az alapvonalon mért csucsszélesség:
tr\?
N =16 (—) (11)

A kromatografidhoz hasonléan CE-ben a felbontas (Rs) az elvalasztasi teljesitmény kvantitativ
mérésére szolgal. A felbontas értéke két csucs kozott meghatarozhatd a migracios idok (tr) és

csucsszélesség (w) felhasznalasaval:

Rs = (tgz — tr1)/ (WIZWZ) 12)

A Kkapillaris gélelektroforézis soran a szelektivitas (o) két cstics mobilitasanak (py és po) vagy

migracios idejének (t1, és ty) hanyadosaként hatarozhato meg:

Hy _ L2
a=="== 13
U2 t1 (13)

Ertéke mindig nagyobb 1-nél, amennyiben a két minta komponens elvalik egymastol, azaz
nincs co-migracidé. Minél nagyobb a, annal tavolabb vandorol egymastol a két csucs. a = 1

esetén nincs elvalasztas.

2.2.4 FElektromigracios diszperzio

Az elvalasztds hatékonysagat befolyasolja az elvalasztds soran kapott csticsok
szimmetriagja. Az elektroferogramok csucsanak alakja alapvetéen szimmetrikus, Gauss
egyenlettel leirhaté [16]. Azonban a nem optimalis koriilmények hatasara az elvalasztasok

soran a csucsalak torzulhat, aszimmetrikus lesz. Az aszimmetria faktor (Aiow)
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meghatarozhato a csticsmagassag 10%-nal mért félérték szélességek (a — jobb oldalon mért; b

— bal oldalon mért) hanyadosaként:

Aoy = a/b (14)

Aiow =1 Gauss alaki a csucs, Aigy <1 elol aszimmetrikus (,,frontingos”) és Ajgey hatul
aszimmetrikus, elhuzodo (,,tailing”-es) csucsalak. 0,9 és 1,2 Ajgy kozott elfogadhaté mértéki
a csucs aszimmetria [17].

Az elektromos erdtér hatasara differencialis migracion alapul6 elvalasztasi modszerek
esetében a hattérelektrolitban (BGE) 1év6 ellenion és ko-ion tipusa illetve koncentracioja
befolyasolja a pufferkapacitast, illetve a csicsszimmetriat. A cslicsszimmetridt negativan
befolyasolhatja az elektromigracios diszperzi6 (EMD), ami mintakomponensek ¢s az
alkalmazott pufferrendszer ko-ionjainak elektroforetikus mobilitasbeli kiilonbségei miatt
alakul ki [18-20]. A csucs alakot szamos faktor befolyasolja, de legjelentésebben az EMD és a
diffazi6 hat ra, mivel ezek az elektromigracio folyamatanak velejaréi [21]. Nagy biopolimerek
esetében a diffuzid jelensége elhanyagolhatd a csucs alakra kifejtett hatas tekintetében. A
szimmetria javitasa, igy a maximalis elvalasztasi hatékonysag pl. minimalizélni a diszperzid
idében kifejezett variancia négyzetét, o elérésének érdekében az elsddleges paraméter, amit

optimalizalni kell az elvalasztastudomanyon alapulé modszerekben [22, 23].

A nagy minta mennyiség (sample ovearloading) szintén hozzdjarulhat a
csicsaszimmetria kialakulasahoz [24]. Beckman és munkatarsai, erés haromszogtorzulast
figyeltek meg natrium-dodecil-szulfat kapillaris gélelektroforézisben (SDS-CGE) erdsen
hidroféb fehérjék esetében. A csucsforma javitisa érdekében hosszabb lanchosszusagu

feliiletaktiv anyagokra (natrium-hexadecil-szulfatra) volt sziikség az elvalasztas javitasara
[25].

Az elektromigracios diszperzidra vonatkozo altalanos hipotézis a frontig és tailing
képzddéseket veszi figyelembe [20, 25-27]. Olyan elvalasztasi koriilmények kozott, ahol egy
adott mintakomponens mobilitasa (is) nagyobb, mint a hattérelektrolit ko-ionjanak mobilitasa

(up), az elektromos potencialesés kisebb a mintazénaban, mint a koérnyezé gél-puffer
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rendszerben (1. dbra, bal oldali panel). Emiatt a mintazona eliilsé részébdl kidiffundalé minta
komponensek gyorsabban vandorolnak, a pufferzonaban 1évé nagyobb elektromos térerd
hatasara, aminek kovetkeztében frontigos csucsok alakulnak ki. Az adott mintazona hatsé
végén viszont a Kidiffundalé analit molekulak gyorsan visszajutnak a mintateriiletbe a gél-
puffer rendszer nagyobb potencidlcsokkenése miatt, ami a csucs azon felének élesedését
okozza (1. abra bal oldali panel, csucs bal szdara). Ennek ellenkezdje torténik, ha a kérdéses
mintakomponens mobilitasa kisebb, mint a hattérelektrolitban 1év0 ko-ion mobilitasa, azaz az
elektromos potencialesés nagyobb a mintazoénaban, mint a kornyezé gél-puffer rendszerben (1.

abra, jobb oldali panel), ami éles frontokkal rendelkez6 tailinges csucsokat eredményez.

T
)
= M5 > My B < My,
=
i q uffer
T puffer minta ::} puffer pulfex minta IZD' P

—* Migracios irany

1. abra: Az elektroforézis sordn fellépo elektromos potencidlesés kivetkeztében kialakulo frontingos

(bal panel) és tailinges (jobb panel) csucsalak valtozads (sajat készitésii dabra).

2.3 Kapillaris gélelektroforézis a gyakorlatban

A 2. abran lathato a kapillaris gélelektroforézis késziilék altalanos felépitése, melyen fel
vannak tlintetve a f0 alkotorészek, amelyek lehetové teszik a mintakomponensek elvalasztasat,
detektalasat, illetve az adatgytlijtést. A késziilék f0 egységei a nagyfesziiltségl tapegység, a
minta- és puffertartdo edények, a két elektrod (anod €s katod), a detektor, illetve a megfeleld

adatgytijtést és feldolgozast lehetdvé tévd szamitdgép és szoftver.
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Fehérjék

Gél

PC

Katod (-) Kapillaris Anéd (+)
L

Detektor

Puffer Puffer
Tapegység

ror mor

Kapillaris gélektroforézishez leggyakrabban 25 - 100 um atmérdjii kvarckapillarist
alkalmaznak, mely kiviilr6]l vékony poliimid réteggel van bevonva a nagyobb fizikai stabilitas
érdekében. A poliimid réteget egy vékony savban égetéssel vagy kaparassal el lehet tavolitani,
igy létrehozva a detektaldsi ablakot a fényateresztés érdekében. Az elvalasztasi feladattol
fliggden eltérd hosszusagu kapillaris alkalmazhat6. A hosszusag altalaban 30 és 60 cm kozé
esik, az SDS-fehérje komplexek elvalasztasahoz elegendé a 30 cm, mig Gsszetett szénhidratok,
példaul N-glikanok elvalasztasahoz a megfeleld felbontas érdekében sziikséges lehet a 40-60

cm hosszusag.

Az elvalasztas soran a kapillaris viszkézus elvalaszto kozeggel van feltoltve, a két vége
az ezt a kozeget tartalmazo pufferedénybe meriil az elektrodokkal egyiitt. Az elvalasztas
altalaban 10-30 kV fesziiltségen torténik, melyet a nagyfesziiltségii tapegység biztosit. 30 kV
az alkalmazhato fesziiltség felsd hataranak tekinthetdé a standard CE elvalasztasok soran.
Természetesen az alkalmazhaté fesziiltséget limitalja a kialakult aramerdsség is ami maximum
200 pA lehet, igy elkeriilhet6 a kapillaris tilmelegedése, amelynek a fels6 hatara 1,5 W. CGE
soran az elvalasztas altaldban forditott polaritas modban torténik, tehat a kapillaris bemeneti

oldalanal talalhat6 a katod, a detektor feloli oldalon az anod. Az altalanos CZE alkalmazasban
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a bemeneti oldalon van az andd, vagyis normal polaritassal torténik az elvalasztds. Az
automata késziilékeknél a kapillaris termosztalt, igy allando fesziiltség alkalmazasaval elérhetd
az egyenletes aramer6sség, ¢s a migracios id6 reprodukalhatosaga. Az automatizalt, modern
gépek esetében a fesziiltség, homérséklet és nyomas esetében a szabalyozas pontossaga

+0,1%-on belil van.

A minta bejuttatasa a kapillarisba két féle modon torténhet: nyomas alkalmazéasaval
vagy elektrokinetikusan. Az elektrokinetikus injektalas soran fesziiltség alkalmazéasaval keriil
a minta kapillarisba. Viszkozus gélek esetében ezt a modszert célszerl alkalmazni, bar itt a
bejutott minta mennyiség fiigg a vizsgalandd6 mintakomponensek mobilitasatol. Az injektalt

minta mennyisége a 15. egyenlettel fejezheto ki [3],

_ (Metpugop)UTimct
Lt

(15)

ahol q az injektalt minta mennyiség, p. a mintakomponens mobilitdsa, pgor az EOF
mobilitdsa, U az alkalmazott fesziiltség, r a kapillaris sugara, ¢ a minta koncentracidja, t az

injektalas ideje és L a kapillaris teljes hossza.

Hidrodinamikus injektalasnal egy adott térfogati minta mennyiség jut be, melyet
foként az injektalasi ido, illetve az alkalmazott nyomas és a kdzeg viszkozitasa hataroz meg,
egyéb paraméterek mellett, de fiiggetlen a mintakomponensek elektroforetikus
mozgékonysagatol.

Szamos detektalasi mod alkalmazhato, de a legelterjedtebb az ultraibolya (UV) / lathato (VIS)
hullamhossz-tartoméanyu fény elnyelésének elvén és mérésén alapuld detektalds a fehérjek
esetében, de a lézer indukalt fluoreszcencias (LIF) detektorok hasznalata is elterjedt fehérjék,
szénhidratok és DNS analizisre fluoroforos szarmazékképzést kovetden. Gyogyszeripari

termékek vizsgalata esetén széles korben alkalmazzak ezt a két detektalasi modszert.

Az UV/VIS detektalas esetén fontos, hogy az alkalmazott gélnek, puffernek j6 UV
ateresztd képessége legyen az alkalmazott hulldamhosszon. Az UV optika esetén a fényforras
egy 190 - 800 nm hulldmhossztartomanyu deutérium vagy xenon lampa. Az egycsatornas
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detektorok esetében egy adott hullamhosszon torténik a detektalds, amely megfeleld
hullamhossz sziiré alkalmazasaval valtoztathatd. A két-vagy tobbcsatornds detektorok
esetében egyidejiileg tobb kivalasztott hullamhosszon is torténhet a detektalas. Azonban
napjainkban mar a CE késziilékek esetében is elterjedt az un. diddasoros detektor (DAD,
Diode Array Detector) alkalmazasa, mely az UV-VIS detektorok legfejlettebb tipusa. A DAD-
detektalds soran az UV-fényforras teljes fényspektruma a késziilék optikai rendszerén
keresztiil megvilagitja kapillarist. A mintan atjutd fény optikai kabel segitségével eljut a
racsoptikahoz, ahol spektrumjaira bomlik, majd a tobb szaz érzékeldt tartalmazd diddasorra
vetiil, igy lehetévé valik az 1-2 nm felbontoképességli abszorbancia spektrum felvétele és

analizise [28].

2.4 Gélek és polimerek

A kapillaris gélelektroforézis soran az elvalasztds egy molekulasziird hatassal
rendelkezé viszkozus gélben torténik, tehat egy polimer haldzatban/oldatban. A gélek
koherens rendszerek, mivel a részecskék vazszerkezetet alkotnak, amelyek magukban
hordozzak a folyadék és szilard halmazallapot bizonyos tulajdonsagait [29]. Legjelentdsebb
csoportjukat azon gélek alkotjadk amelyekben a véazszerkezet polimerekbdl épiil fel. A polimer
lancok kozott fizikai €s kémiai kotések johetnek létre. A fizikai géleket masodlagos kotések
tartjak Ossze, kiils6 fizikai behatasra konnyen felbomlik a szerkezetiik. A kémiai géleket erds
elsddleges kémiai kotések tartjak Ossze, irreverzibilis géleknek tekinthetdk, fizikai behatasra
nem szakadnak el [30]. Harmadik csoportként emlithetdk meg az tgynevezett atmenetileg
térhalositott kémiai gélek, mint példdul a borat-dextran alapu gé€l, amelyet rutinszeriien

alkalmaznak fehérjék natrium-dodecil-szulfat kapillaris gélelektroforézise soran.

Tehat a hagyomanyos lap gélelektroforézishez hasonloan, itt is sokféle Osszetételi
elvalaszté kozeg keriilt kifejlesztésre. Manapsag a legelterjedtebbek a nem keresztkotott
(fizikai) gélek, masnéven a linedris polimert tartalmazd oldatok, mint példaul a linearis
poliakrilamid (LPA), polietilén-oxid (PEO), polivinilpirrolidon (PVP) és kiilonb6z6 celluloz
szarmazekok [31]. Elényiik, hogy nem érzékenyek az elvalasztas koriilményeire, mint példaul

magas hdmérséklet, pH vagy sokoncentracio és konnyedén cserélhetdk a kapillarisban nyomas
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alkalmazésaval. Az LPA duplaszali DNS, SDS-fehérje komplexek és dsszetett szénhidratok
elvalasztasat teszi lehetévé [32].

A permanensen keresztkotott gélek koziil a legelterjedtebb a poliakrilamid alapt, analog
modon az SDS-PAGE technikahoz, amely révidebb egyszali DNS ¢és kisméretli fehérjék
elvalasztasdra hasznéalhat6. A tranziciondlisan keresztkotott matrixok nagy elénye, hogy a
néhany tiz mikrométer atmérdjii kapillaris konnyedén feltolthetd vele, illetve eltavolithato

beldle, igy lehetové teszi a teljesen automatizalt mikodést.

2.4.1 Keresztkotott (kémiai) gélek

A kémiailag térhalositott gélek esetében a polimer ldncokat kovalens kotések tartjak
Ossze. A kovalens kotés alapjan harom kategoria kiilonboztethetd meg, 1étrejohet addicioval,
kondenzacioval és keresztkotéssel [33]. Viszkozitasuk nagy és porusszerkezetiink jol
meghatarozott, a térhald stabilitasa magas. A térhalot 1étre lehet hozni direkt eljarassal vagy
utdlagos térhalositassal. Az elsd esetben monomer molekuldk polimerizacidjaval alakul ki a
gél, térhaldsitd molekuldk felhasznalasaval. Az utdlagos térhalositds sordn mar kész
polimerlancok  Osszekapcsoldsa torténik meg a megfeleld térhalositd6  molekulak

alkalmazasaval [34].

A hagyomanyos gélelektroforézishez poliakrilamidot és agar6zt hasznalnak. A
poliakrilamid gélt alkalmazzdk a legszélesebb korben, amely a hagyomanyos lapgél
elektroforézis szerves része. Az akrilamidot N,N-metilén-biszakrilamiddal (BIS) térhalositjak,
amelyhez megfeleld iniciatorra és katalizatorra van sziikség. A kapott gél porusméretét a
monomer ¢és térhalositd koncentracid aranya hatarozza meg [35], igy az valtoztathato az

elvalasztasi feladat fliggvényében-

Az agardz gél a forrd agardz oldat homérsékletének csokkentésével alakul ki. Az
agaroz egy poliszacharid, amely 1,3-B-d-galaktopiranoz és 1,4-hez kotott 3,6-anhidro-o-I-
galaktoz egységekbdl all [36]. Az agardz géleket a nagy poérusméret és nagy mechanikai
szilardsag jellemzi. Fontos megjegyezni, hogy kémiai gélek esetén kialakulhat az EOF altal
kozvetitett buborékképzddés, amely példaul nehézkessé teszi a kovalens kotéssel térhalositott

poliakrilamid gélek hasznalatat [37]. Ezeket a géleket akar kapillaris 1éptékben is alkalmazva
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foként kettés szalu DNS-fragmentumok elvalasztasara hasznaljak, melyek mérete a tobb 100
bazispartol a tobb 10000 bazisparig terjedhet [38].

2.4.2 Dextran-borsav keresztkotott gél

A borattal térhalositott polihidroxi makromolekuldk géljei reverzibilis, atmeneti gélek
[9]. Azonnal beindul a gélesedés folyamata diffiizio révén, a keverés segit abban, hogy a gél
Osszetétel homogén legyen. Az iparban mar régota alkalmazzak, azon képességiik miatt, hogy
a szerkezetiik fizikai behatdsra torzul, majd annak megsziinését kovetden helyreall. Tehat a
polihidroxi-borat komplexek folyamatosan tornek és helyreallnak milliszekundumos idétartam
alatt az oldat pH értékétdl, az ioner6ségtdl és a homérséklettdl fiiggden [39]. Ez a viselkedés
teszi lehetdvé a tranziens/reverzibilis térhalositast [9], illetve valtoznak a reoldgiai

tulajdonsagai is, amelyet az iparban, a rétegrepesztés soran mar régota hasznositanak [40].

A borsav egy gyenge Lewis-sav elektron-akceptorként viselkedik. Hig vizes oldatban
tetrahidroxiborat ion képzddik beldle, azaltal, hogy felvesz egy hidroxilcsoportot, ami proton

felszabadulassal jar, igy savas pH eltolodast okoz [41]. Toményebb oldatokban

polimerizalodhat.
OH
HO \ - |_ )
SB—OH *2H,07 B +H0
HO HO= /"> on
OH
bdrsav tetrahidroxiborat

3. dbra: Borsav-tetrahidroxibordt egyensulyi atmenet vizes oldatokban.

Mar 1842-ben megfigyelték, hogy a cukrok novelik a borsav oldat savassagat [42]. A
borat emellett megvaltoztatja a poliol-borat rendszerekben példaul az optikai forgast, a
viszkozitast, oldhatosagot €s elektromos vezetéképességet [43]. Ezen tulajdonsagok a borat
ionok és a polihidroxi vegyiiletek komplexalasanak koszonhetok. Semleges pH érték felett a
borat ionok komplexeket alkotnak a polihidroxi-molekulak 1,2 vagy 1,4 cisz-diol
csoportjaival. Kétféle komplex johet 1étre (4. dbra). Egy borat reakcioba 1éphet egy poliol

molekulaval, amely soran két vizmolekula szabadul fel, igy 1étre jon az 1:1 (borat:poliol, BP’)
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komplex. Komplexalhat két poliol molekulaval is, amely esetben 1:2 (borat:poliol, BPy)

komplex keletkezik.

' OH Ry, .O O R'
R O\ o/ N/
B\ / B\

R O/ OH R @) O R

ryr mor

Gliikoz polimerek esetében, mint pédaul a dextran, hattagu komplexek képzodhetnek
1:1 (egy borat/egy gliik6z) vagy 1:2 (egy borat/két gliikdz) aranyban. Az emlitett 1:1 és 1:2
sztochiometria a boration és a dextran szacharid monomerjei kozotti kdlcsonhatdsra
vonatkozik. Bar a borsav a dextran ismétlodé egységeivel, azaz monomereivel reagal, fontos
kiemelni, hogy az alkalmazott dextran valojaban egy 2 MDa molekulatomegili polimer. Az igy
1étrejott haldszerkezetli rendszer eredményeként gél keletkezik, ami a borat-kotésekkel

stabilizalodik.

A borat-poliol komplexek stabilitdsa nagymértékben fligg az alkalmazott polihidroxi
vegytilet tipusatol. Erés komplexek képzodnek, ha az OH-csoportok térbeli orientacioja
megegyezik a tetraéderes borat molekula szerkezeti paramétereivel [44, 45]. Példaul a
komplexképzddés egyensulyi allanddja két nagysdgrenddel magasabb a gliikkdz esetében,

szemben a glicerinnel [46].

A dextran a Leuconostoc mesenteroides tejsavbaktérium altal termelt, gliikoz
egységekbol felépiilé extracellularis mikrobialis poliszacharid. A dextran molekula (5. dbra)
gerincét a-1,6-glikozidos kotéssel kapcsolodo gliikdz egységek épitik fel, mely kis mértékben
a-1,2; a-1,3; és a-1,4 kotésti elagazasokat tartalmazhat [47]. A molekulatomeg fiigg az
eléallitds paramétereitdl. A kisérleteimhez 2 milli6 Dalton molekulatomegli dextrant

hasznaltam, mely magas szachar6z tartalmu taptalaj hasznalataval allithato eld [48].
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Elagazas
a-1,3- glikozidos kotés

Linearis gerinc
a-1,6- glikozidos kotés -

5. d@bra: A dextrdan kémiai szerkezete (modositott abra) [49].

A dextran ¢és boérsav reakcidja soran hattagi borat komplexek johetnek létre 1:1
(borat:dextran, BD") vagy 1:2 (borat:dextran, BD,") aranyban [50]. Ennek eredményeként
lancon beliili (1:1) és lancok kozotti (1:2) adduktok képzddnek. Utobbi biztositja a kémiai

gélképzddéshez sziikséges térhalositast, amint az a 6. abran is lathato.

2:1 addukt

1:1 addukt

6. dbra: Bordt ionnal térhadlositott dextran gél sematikus dabrazoldasa, jelolve a laconbeliili (1:1) és

lancok kozotti (1:2) komplexképzodést (sajat készitésii abra).
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A dextran polimer meglehetdsen merev szerkezete miatt a 1:2 komplexek lancon beliili
kialakulasa (hurok) gyakorlatilag elhanyagolhat6 [51]. 1:1 komplex esetén a boration szabad
funkcionalis csoportja komplexet képezhet a glikoproteinek szénhidrat-részeivel (glikén) is
[52], példaul a monoklonalis antitestek glikozilalt nehézlancaival (7. dbra), befolyasolva azok

crer

rendszerekhez képest [53].

7. dbra Diol-bordt-glikoprotein komplex (sajdt készitésii dbra).
Kék négyzet: GlcNAc, Z6ld kor: Mannoz

A borat-diol komplex élettartama az ezredmdasodperces tartomanyba esik. Tehat a
komplex folyamatosan torik ¢és tjra formalodik [39]. SDS-protein  komplexek
elektromigracidja soran a nagymértékben térhalositott gél struktardja torzul, de az athaladast
kovetden a deformacio helyredll. Tehat a folyamatos torés/helyreallds fontos a matrix sziirési
képességének fenntartasaban. Ennek a tulajdonsagnak koszonheté az is, hogy a kis bels6
atmér6jii kapillaris (50-100 mikrométer) konnyen feltdlthetd a géllel, illetve nyomas

segitségével ki is moshatd onnan.

Fix dextran koncentracié mellett a borsav koncentracié emelése noveli a lancok kozotti
kotések szamat (keresztkotés) és ezzel egyidejiileg csokkenti a keletkezd gél porusméretét.
Masrészt, ha a rendszerben van feleslegben borat ion, a lancon beliili borat 1:1

komplexképzddés is emelkedhet, és az igy 1étrejovo negativ toltési részek a lancok taszitasat
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idézhetik el6. Ennek kovetkeztében novekedhet a lokalis pdrusatmér6[54], mikdzben
biztositjaa a glikannal valdo komplexképz6dés lehetdségét a szabad vicinalis hidroxil csoport

jelenléte miatt.

2.5 Terapias fehérjék

2.5.1 Terapias fehérjék piaca és jelentosége

Napjainkban a legtobb forgalomba hozott human gyodgyaszati felhasznalasra szant
bioterdpias készitmény fehérje vagy peptid alapt. 2014-2018 kozott tobb mint 100 biologiai
gyogyszer keriilt a piacra, melyek nagyobb része antitest alapu fehérje készitmény [55].
Azonban egyre tobb gyogyszeripari fejlesztés alkalmaz ) megkdzelitést, igy megjelentek a
nanobodyk, bi/ trispecifikus antitestek és fazids fehérjék is, amelyek a rakellenes szerek
igéretes osztalyat képviselik [56]. Azonban a fehérje alapu gyogyszerek fejlesztése, gyartasa
sordn szamos potencialis molekuldris varians keletkezhet. A heterogén molekulak
keverékeként jellemezhetd fehérjék kiilonféle aminosav oldallinc moddositasokkal, S-S
kotésekkel, alegység struktarakkal, mérettel, toltéssel, glikoformakkal és aggregatumokkal
johetnek létre. Sejtes rendszerben keriilnek eldallitasra igy a referencia molekula tokéletes
lemasolasa nem lehetséges, azaz valamilyen mérték(i variabilitds varhat6. A biologiai
eldallitasi folyamat soran a heterogenitas felhalmozodhat, a tisztitds és tarolds sordn pedig

megjelenhetnek a bomlastermékek.
2.5.2 Hagyomanyos monoklonalis antitest alapu terapeutikumok

Az antitest alapi terapias fehérjék alapszerkezete (8. dbra) azonos a human
immunoglobulin G (IgG) molekuldk valamelyik altipusaval (1-4). 150 kDa molekulatomegii
heterodimer fehérjék, négy polipeptidlancbdl épiilnek fel, amelyek koziil ketté nehéz- (HC, 50
kDa) és ketté konnytilanc (LC, 25 kDa). A lancokat 6sszekotd diszulfidhidak kialakuldsa utan
jellegzetes ,,Y” alaki molekulaformat vesznek fel. A lancok variabilis (V) és konstans (C)
doménekbdl allnak. A nehézldncok konzervativ C-terminélis doménjei (Cn2 és Cy3) épitik fel
a konzervativ Fc-régiot (fragment crystallizable region - Fc region) [57]. A Cy2 doménen,
altalaban az Asn-297 pozicioban talalhaté a konzervalt N-glikan koté hely [58]. Ehhez a

pozicidhoz glikozidos kotéssel kapcsolodo oligoszacharidok a nehéz lanc molekulatomegének
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2-3%-t teszik ki [59]. Az Fc C42 domén N-glikozilacidja fontos szerepet jatszik a terapias

monoklonalis antitestek farmakokinetikajaban, stabilitasaban és az effektor funkciokban [60].

B N-Acetylglucosamine
@ Mannose

A Fucose

O Galactose

& Ssialic acid

8. dbra: Human IgG szerkezete a CH, doméneken lévo konzervalt Asn-297 glikdn kiotd helyekkel
[61].

A glikozilacio az egyik leggyakoribb poszttranszlaciés modositds, amely nagymértékben
befolyasolja az mAb-alapu fehérjék hatékonysagat, biztonsagos terapias alkalmazhatosagat és
stabilitasat. A fehérjék glikozilacids profiljat az eldallitdsra hasznalt sejtvonal, a gyartasi

folyamat és mindezek valtozasa befolyasolja [62].

2.5.3 Uj tipusii bioterapias fehérjék

A hagyomanyos monoklondlis antitestek mellett az 0j tipusi monoklonalis antitest
alapt termékek fejlesztése és gyartasa is jelentds napjainkban. Ezek a fehérjegyogyszerek
sokkal 9sszetettebb molekuldk (9. dbra), mint a hagyoméanyos mAb-0k ezért kihivast jelenthet

a mindségellendrzésre hasznalt analitikai modszerek alkalmazasa, azok optimalizalasa [63]. A

bi/trispecifikus monoklonalis antitestek, az alacsony molekulatomegii antitestek és a
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modositott glikan részt tartalmazd monoklondlis antitestek (gliko-manipulalt antitestek =
glycoengineered monoclonal antibodies) kovetkez6 generacios termékekenek szamitanak [64].
Ezek a szerkezetek szamos elénnyel rendelkeznek, mint példaul a nagyobb kotési aviditas,

fokozott effektor funkcio és hatékonyabb antitest-fiiggd sejtes citotoxicitas (ADCC) [65].

Bispecific Antibody Nanobody Fusion Protein
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O. dbra: Néhany jelentds uj tipusit bioterdapids fehérje: bispecifikus antitest, nanobody és fiizios
fehérje [66].

A multispecifikus antitesteket kiilonb6z6 antitestek fragmentumaibdl allitjak elé felhasznalva
a molekularis, genetikai és biokémiai modszerek eszkozeit. Ezek az antitestek tobb
antigénkoté doménnel rendelkeznek egyetlen molekulan beliil. A bispecifikus antitestek két
epitopot ismernek fel, igy képesek akar két kiilonb6zé antigénhez is kotddni [67]. Ezen
tulajdonsaguk miatt fejlesztik dket terapias és diagnosztikai célzattal. Az ilyen tipust antitest
egyik része képes felismerni a célsejtet, mig a masik része az effektor sejtet, ezéltal fokozva a
citotoxikus hatast [68]. 2020 elején végzett felmérések szerint csaknem 123 klinikai
tesztvegyltiletet  vizsgaltak, ezzel a rakgyégymoddra irdnyuld  kutatisok  vezetd
gyogyszercsoportjat képezik [69]. Ezen tulmenden szamos kronikus betegség, példaul
gyulladésos betegségek, cukorbetegség, Alzheimer kor és akar virusfertézések kezelésében is

hatékony terapeutikumokka valhatnak [70].

A fehérjék glikozilacios profilja megvaltoztathatd kiillonb6zé molekularis biologiai
modszerekkel. A glycoengineering megkozelités egyik célja a glikanok heterogenitasanak
csokkentése, a masik pedig az 0j antitest-variansok létrehozasa, amelyek fokozott bioldgiai
funkciokkal rendelkeznek, és adott terapias céltol fiiggden hatékonyabbak lehetnek [71].

Példaul a core fukoézzal rendelkezd N-glikén struktardk szamdnak csokkentése fokozza az
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ADCC aktivitast az er6sebb FcyR Illa kotési affinitas miatt [72], a galaktéz molekulak

szamanak novelése fokozza az antitest-dependens sejt- kdzvetitette fagocitdzist (ADCP) [73].

A fazids fehérjék, olyan fehérjék, amelyek legaldbb két olyan domént tartalmaznak,
amelyek kiilon génen kodoltak. Az etanercept egy dimer fuziés fehérje, amelyben egy human
tumor nekrézis faktor (TNFa) receptor kotdédik az IgG molekula Fc-részéhez. Autoimmun
betegségek, mint példaul reumatoid arthritis és pikkelysomor kezelésére alkalmazzak. A
TNFa altal kivaltott proinflammatorikus aktivitas gatlasa révén hat [74]. Nagymértékben
glikozilalt, harom N-glikozilaciés (kettdé a TNFa-an, egy az Fc részen) és tizenharom O-
glikozilacios helyet tartalmaz a kapocsrégioban [75]. A 10. abrdn lathatd a fehérje felépitése,
jelolve az N- és O-glikozilacios kotohelyek elhelyezkedését.
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A koriilbeliil 15 kDa molekulatomegli nanobody a nehézlanc egyetlen variabilis
régigjabol all, ennek segitségével képes kotddni az antigénhez. Legeldszor tevefélék
vérszérumabol izolaltak, de funkcionalis immunoglobulinbdl is eldallithato [76]. A kisméretii
terapias antitestek valtozatai kozé sorolhatd. Nagyon stabil, illetve nagyon specifikusan
kotodik, igy szamos célra felhasznaljak, mind az alapkutatasban, diagnosztikaban és terapias

szerként is alkalmazzak [77].
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2.6 Terapias fehérjék jellemzése

A terdpias fehérjék komplex molekulak, amelyeket gyakran rekombindns expresszios
rendszerekkel termeltetnek. Az egyre fejlédé biotechnologiai modszerek — antitesttervezés és
gyartasi technikdk — ellenére melléktermékek keletkezhetnek, mint példaul szabad lancok,
aggregatumok, kiilonb6zo glikoformdk és homodimerek. Ezek befolyasolhatjdk a
gyogyszerbiztonsagot, mindséget és hatékonysagot [78]. A tarolas soran bekovetkezo
lebomlas, pedig nem kivant proteoformak el6fordulasahoz vezethet, amelyek befolyasolhatjak
a gyogyszer biologiai aktivitasat, farmakokinetikdjat, farmakodinamikajat és az

immunogenitast, ezaltal a gydgyszerbiztonsagot.

A Dbiotechnologiai termékeket, kiilondsen a fehérjéket olyan szigoruan és teljes
mértékiien kell analizalni és jellemezni, amilyen mértékben lehetévé teszi azt az elvalasztas
technika aktudlis allasa. A kiilonboz6 kapillaris elektroforézis modszerek széles korben
elfogadottak a gyogyszeriparban a terapids fehérjék jellemzésére. Az eldallitasi folyamat
minden stddiumdaban alkalmazhatok koszonhetéen a sokoldaltisaguknak, beleértve a
folyamatfejlesztést, a sarzs felszabaditast és stabilitasi vizsgalatokat. Szamos CE modszer

kertilt kifejlesztésre a terapias fehérjék polipeptid és szénhidrat részének analizisére [79].

Az SDS-CGE moddszer fehérjeszintli analizisre hasznalhat6. Ez a hatékony technika
fehérjék tanulmanyozasara lehetdvé teszi a gyors tisztasag-ellendrzést és a méret heterogenitas
becslését [8], ami azt jelenti, hogy meghatarozhatdo a nem glikozilalt nehéz lanc (ngHC)
fragmentum jelenléte vagy hidnya a termékben. A mintaeldkészitéstol fiiggden intakt és

redukalt fehérjék vizsgalatara is alkalmas.

A Kkapillaris elektroforézis 1ézer indukalt fluoreszcens detektalassal (CE-LIF) nagy
felbontoképessége és érzékenysége miatt alkalmas fehérjék glikozilacidjanak vizsgéalatara is
[80]. Gyakran hasznaljak az eredeti és a biohasonld gyogyszerek dsszehasonlitd analizisére,
mivel a glikozilacio befolyéasolja azok hatékonysagat, biztonsdgossagat és immunogenitasat.

A clIEF alapu modszerek a gyartast kovetden nyujthatnak informaciokat a terapias fehérjék

tisztasagarol, toltés heterogenitasarol, stabilitasrol €s a poszttranszlacidés modosulasokrol.
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3. Célkitiizések

A natrium-dodecil-szulfat kapillaris gélelektroforézis (SDS-CGE), mely napjainkban
tetrahidroxyborat ionnal térhaldsitott dextran matrixot alkalmaz elvalasztdo kozegként, egy
nagy hatékonysagu bioanalitikai modszer, gyors elemzési idével ¢és kis mennyiségi

mintaigénnyel, igy kivaldan alkalmazhato terapias fehérjék hatékony jellemzésére.

Dolgozatom célja bemutatni 1) a terapids fehérjék kapillaris gélelektroforézissel torténd
analizise soran a mérési paraméterek optimalizalasa hatékonyabb elvalasztast eredményezhet,
¢és szamos 1j tipusu glikoprotein esetében nélkiilozhetetlen, valamint, hogy 2) a dextran-borat
gél-puffer rendszer tulajdonsagainak  feltarasa, az  Osszetétel valtoztatdsanak
tanulmanyozasaval lehetéveé teszi az elvalasztas mechanizmusanak mélyebb megismerését, igy

segitve a glikoproteinek elvalasztisa soran felmeriil6 kihivasok kezelését.

29



4. Anyagok és modszerek

4.1 Vegyszerek és reagensek

A kisérleteim soran analitikai tisztasagu reagenseket hasznaltam. A dextran (2 MDa),
borsav, TRIS bazis (Trisz-(hidroximetil)-amino-metan), CHES (N-ciklohexil-2-amino-
etanszulfonsav), natrium-dodecil-szulfat (SDS), EDTA-Na; (etiléndiamin-tetraecetsav natrium
s6ja), glicerin, 2-merkaptoetanol, jodoacetamid, mezitil-oxid és HPLC tisztasagl viz a Sigma-
Merck (St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) cégtél keriiltek beszerzésre. A belsd
standardot (10 kDa), a fehérjelétrat (20-225 kDa), a savas (0,1 M HCI) és bazisos (0,1 M
NaOH) mosoéfolyadékot, az SDS-MW gélt és mintapuffert (100 mM TRIS-HCI, 1% SDS, pH
9,0) a Sciex (Framingham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) gyartotta. A PNGase F-et
(peptid N-glikozidaz enzim) az Asparia Glycomics (San Sebastian, Spanyolorszag) gyartotta.

4.2 Mintak

Standard fehérjék: A belsé standardot (10 kDa) és a fehérjelétrat (20-225 kDa) a a Sciex
(Framingham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) gyartotta. A marker sorozat az alabbi méretii
fehérjéket tartalmazta: 20, 35, 50, 100, 150 és 225 kDa, melyek azonos polipeptid egységekbdl
épiiltek fel és nem tartalmaztak poszttranszlacios és egyéb modositasokat [81]. Minden
kisérletet els6 1€épésben a fehérjelétran hajtottam végre, majd ezt kdvetden az adott terapids
antitesten, illetve azokbol 6sszeallitott tesztkeveréken. A minta minden esetben tartalmazta a

10 kDa-os belsd standardot.

Omalizumab: Az omalizumab (Xolair, Novartis Pharma GmbH, Németorszag)
terapids monoklondlis antitestet a Semmelweis Korhaz (Miskolc, Magyarorszag) biztositotta.
Az omalizumab egy glikoprotein alapu terdpias antitest, melyet célzott terapias szerként IgE
(immunglobulin E) kozvetitette asztma kezelésére alkalmaznak a stlyos asztma exacerbaciok
csokkentése, a tiidoéfunkcio javitasa, illetve az ordlis kortikoszteroidok bevitelének mérséklése

érdekében [82]. Rekombinans DNS-eredeti humanizalt IgGl (immunglobulin G1)
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monoklondlis antitest alapi hagyoméanyosnak tekinthetd terdpias fehérje. Két konnyti és két
nehézlancbol épiil fel, molekulatomege 149 kDa. Szelektiven kotddik a human IgE
molekuldhoz, ezért gatolja az IgE kotodését a hizdsejtek €s a bazofil sejtek felszinén talalhatod
nagy affinitasu IgE receptorhoz (FceRI). A sejtfelszinen kotott IgE molekulak mennyiségének

csokkenése korlatozza az allergias reakcié mediatorok felszabadulasanak mértékét [83].

Etanercept: Az etanercept (Enbrel) fuzios fehérjét a Debreceni Egyetem (Debrecen,

Magyarorszag) biztositotta, a Pfizer Manufacturing (Puurs ,Belgium) gyartotta.

Nanobody: A nanobody-t (prosztata specifikus antigén - PSA ellen) a Veszprémi
Egyetem, Bio-nanotechnologiai és Miiszaki Kémiai Kutatointézet (Veszprém, Magyarorszag)

biztositotta.

4.3 Mintaelokészités

4.3.1 Redukalt mintaelokészités

Ho-denaturacioé és redukaloszer jelenlétében, az SDS, mint feliiletaktiv anyag lefedi a
polipeptidlanc hidrofob gerincét. A fehérjék az SDS-t 1 g/1,4 g aranyban kotik. A fehérje
oldathoz redukald szert adagolva (pl. B-merkaptoetanol), a polipeptid lancok kozott 1€vo
diszulfid hidak (-S-S-) felbomlanak. A mintak az SDS kotodésével a tomegiikkel aranyos
negativ toltést kapnak, igy lehetové téve a molekulatomeg szerinti elvélasztast. 10 pL 16
mg/ml fehérje 1étrahoz 2 pL belsé standardot (10 kDa) adtam, majd 80 uL. SDS-MW (100
mM TRIS-HCI, 1% SDS, pH 9,0) mintapufferrel higitottam. A mintait 5 pL 2-
merkaptoetanolal redukéltam. A terapias fehérjék esetében, hasonldéan jartam el csak a
kiindulasi mintamennyiség a kdvetkezOképpen alakult: 10 uL 10 mg/ml fehérjeoldat. A
hémérsékletfliggd migracid vizsgalatanak esetében a fehérje keverék eldallitasahoz 20 uL 0,8
mg/ml nanobody-t (PSA specifikus) osszekevertem 3 uL 10 mg/ml omalizumab monoklonalis

antitesttel.

Ezt kovetéen a redukalt minta esetén gradiens denaturdlast alkalmaztam, hogy
minimalizaljam a minta esetleges fragmentalodasat [84]. A mintat 30°C-rol 90°C-ra
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melegitettem 0,5°C/5 s fiitési sebességgel. Ezt 5 perces inkubacié kovette 90°C hémérsékleten.
A denaturalas végén a biztonsagos kezelés érdekében a mintat visszahiitdttem 40°C

homérsékletre. A mintakat kozvetleniil mérés elott készitettem el6.

4.3.2 Nem redukalt mintaelokészités

10 pl 10 mg/ml terapias fehérjéhez 2 pl belsé standardot (5 mg/ml), majd 80 ul SDS-
MW (100 mM TRIS-HCI, 1% SDS, pH 9,0) mintapuffert adtam. Végsé 1épésben 5 pl
jodoacetamidot adtam hozza alkilalészerként, majd a mintat 70°C hémérsékleten 15 percig
inkubaltam. Bizonyos méréseknél az igy eldkészitett mintat olyan redukalt mintdhoz adtam,
amely tartalmazta a deglikozilalt és glikozilalt nehézlancot is. igy egyszerre tudtam analizalni

az intakt terapids fehérjét, illetve annak alegységeit is.
4.3.3 PNGase F emésztés

Az N-glikéanok eltavolitasahoz 5 pl 10 mg/ml redukalt és denaturalt monoklonalis
ellenanyagot dsszekevertem 1 pL PNGase F (200 mU) enzimmel és 50°C hémérsékleten 60
percig inkubdltam. A kapott deglikozilalt nehézlancot tartalmazo6 oldatot 6sszekevertem 5 pl
eredeti (glikozilalt) termékkel, amelyben a fehérje koncentracidja szintén 10 mg/ml volt. Erre
azért volt szlikség, hogy vizsgalhassam azt, hogy a fehérjén 1évé N-glikan struktardk, hogyan
befolyasoljak az elektromigraciot. Mivel a nem glikozilalt ¢és glikozilalt nehézlanc
molekulatomege csak 1-2 kDa-nal tér el egymastol, ezért nem minden elvalaszto gél-puffer
rendszerrel érhetem el tokéletes alapvonal elvalasztast, amely lehetdséget adott a felbontas

optimalizalasara.

4.4 A kiilonbo6zo kisérletekhez hasznalt gélek és készitésiik

4.4.1 Kiilonb6z6 dextran és borsav koncentracioju gélek készitése

Az elvalasztd gélek kiilonbozd mennyiségli dextrant, borsavat és TRIS bazist
tartalmaztak. Elsé 1épésben bemértem az /. tdblazatban lathaté koncentracioknak megfeleld
borsavat és TRIS bazis mennyiséget egy 25 ml térfogata laboriivegbe, majd hozzaadtam 7 ml

analitikai tisztasagu vizet. A TRIS bazis mennyisége ugy keriilt meghatarozasra, hogy a kész
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gél pH értéke 7,00 legyen. Ezutan folyamatos keverés mellett (500 rpm) hozzaadtam 1 ml
glicerint és 1 ml 20 mM EDTA-Na, torzsoldatot. Ezt kovetéen kis adagokban hozzaadtam a
megfeleld6 mennyiségi 2 MDa dextrant, elérve az [.tdblazatban feltiintetett
végkoncentraciokat. A puffert egy é€jszakan at kis sebességgel, folyamatosan kevertettem,
majd hozzdadtam 1 ml 2,0 % (m/V, vegyesszazalék) SDS torzsoldatot. A gélt tovabbi 1 6ran
at kevertettem, annak érdekében, hogy egyenletesen beoldodjon az SDS de lassu sebességgel,

hogy megakadalyozzam a felhabzast.

1. Tablazat. Fé dsszetevok 10 ml gél puffer mennyiségre.

Borsav TRIS bazis Dextran 2MDa

Végkoncentracio

Végkoncentracio Végkoncentracio
(mM) [Y6(m/V)]

(mM) [Yo(m/V)]

10
7,5
5
2
10
7,5
5
2
10
7,5
5
2
10
7,5
5
2

640 4 428

540 3,3 388

440 2,7 244

340 2 226
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4.4.2 Kiilonbo6z6 glicerin koncentracidju gélek készitése

Azon kisérleteknél, ahol a glicerin koncentraciot hatdsat vizsgaltam — 0, 2,0, 4,0, 6,0,
8,0, 10,0 % (V/V) - hasonlé modon készitettem a géleket, csak eltéré glicerin mennyiség
kertilt 10 ml gélhez - 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 ml. Ennek fliggvényében a hozzaadott analitikai

tisztasagu viz mennyisége is valtozott — 8,0, 7,8, 7,6, 7,4, 7,2, 7,0 ml.

4.5 Fehérjék kapillaris elektroforézissel torténo elvalasztasa

A CE méréseket diddasoros detektorral felszerelt PA800 Pharmaceutical Analysis
System (Beckman Coulter, Brea, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) kapillaris elektroforézis
késziilékkel végeztem. A detektalas 214 nm hullamhosszon tortént.

A bare fused (kezeletlen feliiletli) 50 um belsé atmérdjti, 375 pm kiilsé atmér6ja szilika
kapillarisokat az Optronis GmbH cégtdl (Kehl, Németorszag) vasaroltam. A méréshez
hasznalt kapillarisok effektiv hosszisaga 20 cm (teljes hosszusag 30 cm) volt. Az Gjonnan
méretre vagott kapillarisokat elsé 1épésben a kovetkezé modon kondiciondltam: 2 perces
oblités vizzel, majd 8 perces oblités 0,1 M NaOH oldattal 40°C hémérsékleten. A nap elején és
végén a kapillarist 30°C hémérsékleten mostam az aldbbi szekvencia szerint: viz, 0,1 M
NaOH, 0,1 M HCI és viz. Utolsd Iépésként 25°C hdmérsékleten, levegd atnyomasaval
szaritottam ki a kapillarist. Minden mérés eldtt prekondicionalds tortént 80 psi-on végzett
mosassal: 0,1 M NaOH (3 perc), 0,1 M HCI (1 perc), viz (1 perc) és az adott elvalaszté puffer
(4 perc). Az elvalasztasok 25°C hémérsékleten torténtek, kivételt képeztek ez aldl a SDS-
fehérje komplexek migraciojanak hoémérséklet fliggésére irdnyuld kisérletek. Az
elvalasztasokhoz minden esetben 15 kV fesziiltséget alkalmaztam, kivéve a hdmérsekletfiiggd
migracid vizsgalatokat ahol az alkalmazott fesziiltség 20 kV volt. A mérések forditott
polaritdst modban zajlottak (katdod az injektalasi oldalndl, andd a detektdlasi oldalnal). A
mintdkat elektrokinetikusan injektaltam: 10 kV, 20 s. Minden esetben 3-3 parhuzamos

mintael0készités és mérés tortént.
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4.6 Fizikai és elektrokinetikai paraméterek meghatarozasa

4.6.1 Elektroozmotikus aramlas (EOF)

Az 6sszes gél pufferben fellépd elektroozmotikus aramlas mérése 50 mM mezitil-oxid
injektalalasaval tortént, melyet 254 nm hullamhosszon detektdltam. Az EOF mérések
kivitelezésénél az elézd bekezdésben leirtak szerint tortént a kapillaris kondicionalasa. Az
elvalasztas 15 kV fesziiltséggel, 25°C hémérsékleten normal polaritast iizemmoddban (andd az
injektalasi oldalnal) zajlott. Az EOF markert (mezitil-oxid) elektrokinetikusan injektaltam 5
kV fesziiltséggel 20 masodpercig. Az Gsszes tobbi elvalasztasi korlilmény megegyezett az
el6z6 fejezetben leirtakkal. A méréseket gélenként 3-szor megismételtem, illetve a
reprodukalhatosagot vizsgaltam a kapillarisok kozott, illetve gél sarzsonként is. A kapott
csucsok esetében a migracios idok felhasznalasaval kiszdmoltam a marker adott gélben vald
mobilitasat.

4.6.2 ViszKozitas

A gél-pufferek dinamikus viszkozitasanak meghatarozasa a kapillaris elektroforézis
késziilékkel tortént. Markerként a mezitil-oxidot hasznaltam a viszkozitdas méréseknél is. A
mezitil-oxidot hidrodinamikusan injektaltam 5 psi nyomassal 5 masodpercig. Ezt kdvetben a
bemeneti oldalra 20 psi nyomast adtam, elektromos fesziiltség raadasa nélkiil. A nyomas révén
a marker a detektor felé mozdult el. A rogzitett detektalasi idébol a Hagen-Poiseuille egyenlet
segitségével szdmoltam ki a viszkozitast, mely leirja a folyadékok aramlasat a kapillarisban
alland6 nyomas mellett [85]. Az elvalasztdo gélek viszkozitasa tehat az 16. egyenlet
segitségével hatarozhatd meg, a migracioés id6 ismeretében. A 1 [Pa s] a folyadék (gél)
viszkozitésat irja le az alkalmazott nyomas AP [Pa], a bels6 kapillaris atméré D [m] és az id6 t
[s] fliggvényében, amely alatt a neutralis minta végig vandorol a kapillaris effektiv (injektalasi

oldal-detektor kozotti tavolsag) hosszan.

__ APD?
T 3212

t (16)
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4.6.3 Aramerdsség

A kapillaris elektroforézis soran az adatok gytjtésére szolgald szoftver folyamatosan
rogzitette és megjelenitette az aramerdsséget diagram forméjaban. Az x-tengelyen az id6, az y
tengelyen az 4aramerdsség keriil dbrazolasra. Ezen diagramokrol olvastam le az

aramerosségeket.

4.7 Az adatok Kiértékelése

Az adatok gytijtésére a 32Karat (10.1 verzid) szoftvercsomagot (Beckman Coulter Inc.,
Brea, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltam. A szamolasokhoz, statisztikai
értékeléshez, tablazatok és diagramok készitéséhez Excelt hasznaltam. A sematikus abrak
szerkesztéséhez a 3D Paint alkalmazast hivtam segitségiil. Minden mérést tobb parhuzamossal
végeztem, igy minden adat esetében rendelkezésre alltak olyan statisztikai adatok, amelyek a

reprodukalhatdsag megallapitasahoz sziikségesek voltak.
4.7.1 Elektroforetikus mobilitas meghatarozasa

Az adatok kiértékeléséhez rogzitettem az SDS-fehérje komplexek latszdlagos
mobilitasat (uapp), meghataroztam az effektiv mobilitasat (uer), illetve az adott elvalasztd
kozegre jellemzé EOF mobilitast (ueor). Az altalam hasznalt elvalasztd kozegek esetében az
EOF aramlas a katdd iranyaba tortént, ahogyan ezt a 11. dbra szemlélteti, de a minta

toltésének megfelelden forditott polaritast alkalmaztam (injektalads a katodnal, detektalas az

crer
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Tehat az effektiv mobilitds (kiszdmolasanal egy adott gél esetében mért pegor értékét

hozz4adtam az SDS-fehérje komplexek latszolagos mobilitdshoz (uapp):

Meff = Happ T HEOF (7)

A negativan toltott gél migracidja elhanyagolhatod volt a mérési kortiilmények kozott, igy nem
keriilt figyelembevételre. A még pontosabb szamolas érdekében, sziikséges volt a relativ
mobilitasokkal szamolnom, azaz az adott molekula effektiv mobilitasat osztottam a 10 kDa

belso standard effektiv mobilitasaval.

4.7.2 Arrhenius diagram

Izoterm elvalasztasi koriilmények kozott a p-t abrazolva az 1/T fliggvényében
egyenest kapunk, ahol a meredekséget az aktivalasi energia hatarozza meg. Adott
molekulatomegli mintdk estében, ha a mobilitdst meghatarozzuk t6bb elvalasztasi
hémérsékleten, akkor meghatdrozhatd annak aktivalasi energia (E,) igénye, ami ahhoz
sziikséges, hogy keresztiilvandoroljon a polimer halézaton. Amennyiben a u természetes
alapt logaritmusat abrazoljuk az abszolut hdmérséklet reciprokanak fliggvényében (Inu-at a

1/T fiiggvényében) megkapjuk az Arrhenius diagramot,

Inu=1In ¢ _ E,/RT (18)

const

A kapott egyenesek meredekségébdl hatarozhaté meg az E, az alabbi egyenlet szerint:

E, = mR (19)
Ahol m az Inp a /T fliggvényében abrazolasa soran kapott egyenes meredeksége, R az
egyetemes gazallando, melynek értéke 8,314 Jmol™K™. A p értékek esetében figyelembe

vettem a gél-puffer rendszer hémérsékletfiiggd viszkozitasvaltozasat (4%/A5°C) mely

befolyasolja annak értékét [86].
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4.7.3 Ferguson modszer

cres

koncentracio), illetve a létrejott térhalosodas mértéke. A Ferguson modszer alkalmazasa soran
adott molekula elektroforetikus mobilitasainak logaritmusat abrazoljuk a T% fliggvényében
(10. egyenlet logaritmusa). gy megkapjuk a Ferguson diagramot, melynek meredeksége a
retardacios egyiitthaté (KR), amely ardnyos a molekulatomeggel (MW).

Inu = Inuyg — KgT% (20)

A poliion elektroforetikus mobilitasanak egyenletét (6. egyenlet) és 20.egyenletet kombinalva
a KR-ot olyan paraméterek segitségével fejezhetjiik ki, mint a viszkozitds, a molekulatomeg és

a netto toltés:

Q
Mwkn

In = Inpy — KTy, (21)

A 21.egyenlet atrendezése azt mutatja, hogy allandé T% mellett a KR az MW (a k kitevo a
molekularis jellemzoket jeloli), a viszkozitas és a mintakomponens szabad oldatban (T%=0)
torténé mobilitasanak (uo) logaritmikus fliggvénye, mig a molekula netto toltésének reciprok

logaritmikus fiiggvénye (22. egyenlet).

k
LinTlEe 4 X mw 22)
Ty, Q Ty,

KR=

A 22. egyenlet alapjan, a KR logaritmikus molekulatomeg fliggvényében torténd abrazolasaval
a kapott diagram meredeksége a molekularis jellemzoéket (k) jeldli. Az Y tengely
metszéspontja viszont a matrix viszkozitasanak és a nettd molekularis toltésnek a hatisara
vonatkozo6 informaciot hordozza. A KR értéke fiigg az elvalasztasi paraméterektol, ezért az
olyan tényezdket, mint a hdémérséklet, a puffer Osszetétele (beleértve a pH-t és az

ionerdsséget) és a monomer €s a térhalositd aranyat allando értéken kell tartani.
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Tehat kapcsolat all fenn a Kg és MW paraméterek kozott. Egy ismeretlen fehérje
molekulatdmege meghatdrozhaté, ha megmérjilk annak illetve ismert molekulatomegii
fehérjék Kr értékeit abrazolva a molekulatomegiik fliggvényében megkapjuk az ismeretlen

molekulatomegének meghatarozasahoz sziikséges kalibracios egyenest [87].

5. Eredmények

5.1 Fizikai és elektrokinetikai paraméterek

Az elvalasztd pufferek esetében meghatiroztam néhany fontos fizikai és
elektrokinetikus paramétert, mint példaul viszkozitds, elektroozmotikus aramlas ¢és
aramer0sség.

Ezen paraméterek értékeinek figyelemebe vételével szabtam meg a kisérletek soran
alkalmazott dextran és borsav koncentraciok peremértékeit 50 um atméréji, 30 cm teljes
hossziisagut (20 cm effektiv hossz) kapillaris alkalmazisa esetén. Emellett értékiiket

figyelembe vettem az adatok kiértékelésénél, illetve a kovetkeztetések levonasanal.

A 2 MDa molekulatomegli dextran viszkozitasa 10% koncentracio feletti tartoméanyban,
olyan mértékben novekszik, hogy nem teszi lehetévé az egyszerii gélcserét a keskeny atmérdji
kapillarisban, figyelembe véve a méromiszer alkalmazhat6 felsd nyomashatarat (100 psi). 2%
koncentraci6 alatt a molekulasziiré képesség jelentsen csokkent a vizsgalt 20 — 225 kDa

tartomanyban.

Magas borsav koncentracio esetében (> 4%) az alkalmazott 500 V/cm térerésség és 30
cm oszlophossz mellett jelentdsen megnétt az elektromos dramerdsség, amely nemkivanatos
Joule-hé képzddést eredményez. 2% borsav koncentracié alatt, az elemzési id6 jelentdsen
megnott az elleniranya EOF névekedése miatt. A fentieknek megfelelden tovabbi kisérleteim
soran 2-10% dextran (D) és 2-4% borsav (B) koncentracio tartomanyokba esé géleket

vizsgéltam.
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5.1.1 Viszkozitas

Az Anyagok ¢és modszerek fejezetben leirtak szerint kapillaris elektroforézis
késziilékkel hatdroztam meg a gélek viszkozitasat. A viszkozitas mérések esetében a
szazalékos relativ szoras (%RSD) 0,4% volt. Az 12. dbrdn lathatéak a kapott viszkozitas

értékek 2-10% dextran és 4-2% borsav tartalmu gélek esetében
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12. dbra: A kiilonbozd dextran/bordt tartalmu gélek viszkozitasa (n) 2-10% dextrdn és 2-4% borsav

tartomdnyban.

A 10%D/4%B gélnek volt a legnagyobb a viszkozitasa, 100 mPa-s, a legkisebb
viszkozitast a 2%D/2%B gélnél mértem, 10,7 mPa-s. Kevesebb borsav hasznalataval csokkent
a viszkozitds az adott dextran tartalmu géleknél, a 10%D/2%B esetében 85 mPa‘s —ra
csokkent a viszkozitas. A dextran koncentraciot alacsony szinten tartva (2%) a borsav
mennyiségének emelésével, a viszkozitas nott (10,7-12 mPa-s), de még igy is csaknem 10-Szer

alacsonyabb volt, mint a 10% dextran tartalmu gélek esetében.
5.1.2 Elektroozmotikus aramlas
Nem bevont falu szilika kapillarist alkalmaztam a kisérleteimhez, amely esetben pH=

2,5 folott elektroozmotikus aramlas léphet fel, amely befolyasolja a mintakomponensek

vandorlasi sebességét. A dextran-borat gélek esetében katod irdnytt EOF altal generalt

40



crer

Az EOF mérések esetében a migracios idok %RSD = 0,76 volt. A 13. dbrdn lathatéak az

kiilonboz6 dextran €s borsav tartalmt gélek EOF értékei.
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13. dbra: A kiilonbozd dextran/bordt tartalmu gélek EOF értékei (ueor) 2-10% dextrdn és 2-4 %

borsav tartomdanyban.

Az EOF mobilitasok csokkend tendenciat mutatnak a névekvé dextran (névekvo viszkozitas)
— &s borsav (ndvekvd ionerdsség és keresztkotés képzddés) koncentracioval: -4,92 - -0,18-10°
m?/Vs. Ebbdl kévetkezik, hogy 10%D/4%B gél készitmény esetében volt a legalacsonyabb az
EOF (-0,18+0,001 -10° m?/Vs), kdszonhetéen a nagy viszkozitasnak és ionerésségnek, illetve
ennek megfelelden a 2%D/2%B formula esetében mértem a legnagyobb EOF aramlast: -
4,92+0,03 - 10° m?/Vs.

5.1.3 Aramerdsség

Masik fontos fizikai paraméter, amely meghatarozéasra keriilt 500 V/cm elektromos
térerGsség mellett az aramerdsség volt. A mérések %RSD értéke 0,56-nak adodott. A kapott
aramerdsség értékeket a 14. abra szemlélteti a gél dextrdn ¢és borsav tartalmanak

fliggvényében.
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14. abra: A kiilonbozo dextran/bordt tartalmu gélekben mért aramerdsség (I) a 2-10% dextrdn és 2-

4 % borsav tartomdanyban 500 V/cm elektromos térerdsség mellett.

Egyértelmiien magasabb dramerdsséget mértem a 4% borsav tartalmt géleknél szemben a 2%
borsav Osszetételii gélekkel. A legnagyobb aramerdsség az alacsony dextran/magas borsav
Osszetételit (2%D/4%B) gélnél volt megfigyelheté (37,53 pA), feltételezhetéen a dextran-

borat komplexképzddés soran felszabaduld protonok és kis

viszkozitds miatt. A
legalacsonyabb 4ramerdsséget

10%D/2%B gélben mértem: 22,58 pA.

5.2 Fehérjék homérséklet-fiiggo elektromigracidja

Korabbi tanulmanyok szerint a megfeleld elvalasztasi hdmérséklet megvalasztasa a CE-
ben fontos szerepet jatszik az elvalasztas hatékonysagaban és szelektivitasaban. A fehérjék
migracios idejét és csucsfelbontasat 15-60°C kozotti kapillaris hdmérséklet fiiggvényében
vizsgaltam. A hémérsékletet 5°C-0s 1épésekben emeltem. Arrhenius diagramokat készitettem

a fehérjelevalasztasok hdmérsékletfiiggésének és aktivalasi energiaigényének vizsgalatara.
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A 15. abran lathatok a standard fehérje sorozat (20 — 225 kDa) elektroferogramjai, 15 és 60°C
kozotti elvalasztasi hdmérsékleteket alkalmazva 5°C-os intervallumokban. Az 4bra jobb felsé
sarkaban a csucsok kozotti felbontds értékek abrazolasa lathatd az elvalasztasi homérséklet

fliggvényében.
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15. abra: Fehérje létra SDS-CGE elvalasztasa kiilonbozo homeérsékleteken.

Csucsok: 1—10, 2—20, 3— 35, 4—50, 5—-100, 6—150, 7225 kDa. A jobb felsé sarokban lévé abran a
csucsok kozotti felbontasi értékek lathatok az elvalasztasi homérséklet fiiggvényében (a csucsok kozotti
felbontast jelképezd szimbolumokkal: m 1—2, A 2—3, A 3—4, @ 4—5, m 5—6, ® 6—7). Az elvdlasztds
koriilményei: 20 cm effektiv hossz (30 cm total), 50 um ID, BFS kapillaris; alkalmazott elvalasztdsi
fesziiltség: 20 kV; minta injektdldsa: 10 kV 20 s. Minta koncentracio: 1,57 mg/ml.

A standard fehérje 1étra 6 kiilonb6zé molekulasulyt fehérjét tartalmazott 20 és 225
kDa kozott, igy elektroferogramjan 7 jol elkiiloniild csucs lathatod belsé standardot (10 kDa) is
figyelembe véve. A standard fehérje esetében az egyes csticsok mobilitdsa az elvalasztasi
hémérséklet emelésével folyamatosan nétt: wzo ko= 3,71-10° — 4,66-10° m?/Vs, mig a
felbontas csokkent: RSygkpa-35kpa = - 7,14 — 4,95.
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A 16. dbran a 10 kDa-os belsé standard, a PSA specifikus nanobody (14,26 kDa), valamint a
terapias monoklondlis antitest (omalizumab) konnyii (23,98 kDa) és nehéz (49,37 kDa)
lancainak elvalasztasa lathatdo azonos modon a fehérje 1étrahoz.
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16. abra Teszt fehérje keverék SDS-CGE elvdlasztasa kiilonbizo homérsékleteken.
Csuicsok: 1 - 10 kDa fehérje standard, 2 - nanobody (PSA specifikus, Mw 14,26 kDa), 3 - omalizumab
konnyiilanc (Mw 23,98 kKDa), 4 - omalizumab nehézlanc (Mw 49,37 KDa). A jobb felsé sarokban lévd

abran a csucsok kozotti felbontdsi értekek lathatok az elvalasztasi hémérséklet fiiggvényében (a
csticsok kozotti felbontast jelképezd szimbolumokkal: m1—2, @2—3, A 3—4. Az elvdlasztas koriilményei

megegyeztek a 15. dabra alatt irottakkal.

A teszt fehérje keverék cstcsai kozott a felbontas eltérden valtozott a homérséklet
emelésével, szemben a fehérje létra csucsai esetében megfigyelt szabalyossaggal. Az 1-2
csticsok kozott nott a felbontas (Rs = 4,11-7,94) a hémérséklet emelésével, csaknem
megduplazodott annak értéke a legmagasabb homérsékleten. Az ellenkezdje tortént a 2-3
csucsok kozott, ahol a felbontas tobb mint felére esett vissza 60°C-on, mint 15°C-on: Rs=1,99
és Rs=5,78. A 3-4 cslics esetében 35°C elvalasztdsi hdmérséklet alkalmazasa mellett volt a
legnagyobb a felbontas (Rs=11,39), majd koriilbeliil 30%-kal csokkent a hémérséklet tovabbi

emelésével (Rs= 8,46). Figyelembe kell venni azt is, hogy az egyéni aktivalasi energiaigény
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mellett az elektromigraldé molekuldk diffazio valtozas kozvetitette savszélesedése is

hozzajarulhatott a felbontas valtozasahoz a kiilonb6zé homérsékleteken.
5.2.1 Aktivalasi energiaigény SDS-fehérje komplexek vandorlasa soran

Az elvéalasztasi hoémérséklet kulcsfontossaghi tényezd, amely befolyasolja az
elvalasztds  hatékonysdgat. Az  optimalizdldsa az  aktivdldsi energia  elvének
figyelembevételével torténhet, hogy adott terapias fehérje esetében a lehetd legjobb felbontas
legyen elérhetd. Mas szoval, mivel az elektromigracioés tulajdonsaga barmely oldott
molekulanak, beleértve az SDS-protein komplexeket is egy aktivalt folyamat, igy minden

egyes molekulanak mas és mas az aktivalasi energiasziikséglete az elvalasztas soran.

Az elektroforetikus mobilitds logaritmusat &brazolva az abszolit hdomérséklet
reciprokdnak fiiggvényében (17. dbra A panel) 15°C - 60°C (288 - 333°K) kozott, az
egyenesek meredekségébdl kiszamithatok az egyes molekuldkhoz tartoz6 aktivalasi energia
értékek (Ea), melyek ahhoz sziikségesek, hogy a gélen keresztiilhaladjanak. Az E,-t az egyes
fehérjemolekulak molekulatomegének fiiggvényében abrazoltam (17.dbra B panel), mely,
mint lathatd, konvex csdkkend tulajdonsagot mutat, a molekulatomeg névekedésével, Eano kpa

= 44,76 kJ/mol és Eas kpa = 41,91 kd/mol .
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17. abra: (A) A fehérje standardok Arrhenius diagramjai (In u az /T fiiggvényében, r> 0,999) és
(B) E, értékek dabrdazoldsa - A panel egyeneseinek meredekségébdl szarmaztatva - az MW
fiiggvényében.

Szimbolumok: m 10kDa, m 20 kDa, A 35 kDa, < 50 kDa, @ 100 kDa, ® 150 kDa, + 225 kDa
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A 18. dbran a teszt fehérje keverék analizise lathatdé (A panel Arrhenius diagram, B
panel az Ea dbrazolasa a molekulatomeg fiiggvényében). Hasonldan a fehérjelétrahoz itt is az
Arrhenius diagramb6l szamoltam az aktivalasi energia értékeket. A fehérje keverék
komponenseinek E, igényében nem figyelheté meg semmilyen szabalyszeriiség, szemben a
fehérje 1étraval. A 49,37 kDa molekulatomegili nehéz lanc esetében a legkisebb az Ea, viszont
majdnem ekkora a mindossze 14,26 kDa-os nanobody Ea értéke is. A bioterapias fehérje
tesztkeverék SDS-CGE analizise nem mutatott Osszefiiggést a kiilonféle fehérjék aktivalasi
energiaigénye ¢s molekulatomege kozott, hangsulyozva az elvéalasztasi hémérséklet
optimalizalas fontossagat a szamunkra fontos molekula mintakomponensek esetében, a lehetd

legnagyobb felbontas elérése érdekében.
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18. dbra: (A) A teszt fehérje keverék Arrhenius diagramjai (In u az 1/T fiiggvényében, r> 0,999 és
(B) E, értékek dabrazoldsa - A panel egyeneseinek meredekségébdl szarmaztatva - az MW
fiiggvényében.

Szimbolumok: A 10kDa, w nanobody (14,26 kDa), ® omalizumab kénnyi lanc (23,89 kDa),
omalizumab nehéz lanc (49,37 kDa)
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5.2.2 SDS-fehérje komplexek elektroforetikus mobilitisa és a molekulatomeg kozotti

osszefiiggés

Annak érdekében, hogy jobban megértsem az SDS-protein komplexek migracios
viselkedését a dextran-borat gélben torténd elvalasztdsuk soran, a mobilitds és a
molekulatomeg kozotti Osszefiiggést is vizsgaltam, felhasznalva a molekulasugar lehetséges
molekulatomeg ekvivalenseit. Ezzel a modszerrel kalibracios egyenesek vehetdk fel, és
megbecsiilhetd egy ismeretlen fehérje molekulatomege az adott rendszerben.Az SDS-fehérje-
komplexek migracios viselkedésének jobb megértése érdekében a folyamatosan toré/ajraépiild
dextran-borat gélen keresztiil a kapillaris oszlopokon az elektroforetikus mobilitasi értékeket
izoterm elvalasztasi koriilmények kozott a 7. egyenlet szerint abrazoltam, a molekulasugar
lehetséges Mw kitevdit (k érték) hasznalva. Offord javaslatat figyelembe véve, a mobilitast
abrazoltam a molekulatomeg -1/3 és -2/3 hatvanyanak fliggvényében. A vizsgalt hdmérséklet
tartomanyban az adatpontokra illeszthetd egyenesek r® értéke 0,994 és 0,953 volt. A forgasi

172

sugarral egyenértékli MW értéket alkalmazva (MW ™?) az r*>0,978 szerint alakult.
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19. abra: Az elektroforetikus mobilitdas (u) abrazoldsa a molekulatomeg -1/6 hatvanydinak (MW'1/6)

fiiggvényében 15-60°C kozotti elvalasztasi hdmérsékleteket alkalmazva.
Szimbolumok: (A) 15, (o) 20, (o) 25, ( A) 30, =) 35, (+) 40,(%) 45, (®) 50, (A) 55, (m) 60 °C. Az

dsszes egyenes esetében 1* legaldbb 0,999.

47



Végiil, ahogy a 19. abra mutatja, az SDS-fehérje komplexek elektroforetikus

'1/6), feltételezve

mobilitasi értékeit az Mw™? négyzetgyokének fliggvényében abrazoltam (Mw
azt, hogy alakjuk hengeres (nyaklancmodell). Ez a megkozelités 0,999-es atlagos r* értéket
eredményezett. E kozel tokéletes linearis kapcsolat alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam,
hogy izoterm koriilmények kozott az SDS - fehérje komplexek elektroforetikus mobilitasa és a
molekulatomeg -1/6 hatvanya kozott linearis kapcsolat all fenn.

crer

borattal térhalositott dextran gélek alkalmazasa esetén:

i = const, - Q- Mw=1/6 . g=Ea/RT (23)

ahol u a mobilitas, consta a konstansok Osszegzése, Q a SDS-fehérje komplex netto toltése,

MW molekulatomeg, E, aktivalasi energia, R egyetemes gazallando és T abszolit hdmérséklet.

A kapott eredményeket figyelembe véve tovabbi kisérleteimnél 25°C elvalasztasi
hémérsékletet alkalmaztam. A molekulatdmegek meghatarozasara pedig az adott koriilmények
kozott mért fehérje 1étra elvalasztasabol nyert adatok ,u~MW1/6 diagramjat abrazoltam. A
kapott egyenes egyenletébdl a meghatarozni kivant molekula mobilitdsanak ismeretében meg

tudtam becsiilni annak molekulatomegét.

5.3 Fehérjék migraciojanak vizsgalata Ferguson médszerrel

5.3.1 Hagyomanyos (2D) Ferguson modszer alkalmazasa

5.3.1.1 Fehérje létra analizise

A dextran-borsav gélek sziird hatasanak vizsgalata céljabodl a standard fehérje sorozat
7,5 és 10% dextrant tartalmaztak. A 20-225 kDa kozotti fehérjék effektiv mobilitasait
abrazoltam a dextran koncentracio fliggvényében allandd borsav koncentracio mellett. A 20.
abran a 2%B tartalmu gélek esetében abrazolt Ferguson diagramok lathatoak, mig a 21. abran

a 4%B tartalmu gélek eredménye.
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2,0 % Borsav

In u (m? V1)

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Dextran koncentracio (%)

20. dabra: Standard fehérje sorozat Ferguson diagramja a 2% borsav tartalmu gélekben. A fehérjék
relativ elektroforetikus mobilitisanak dbrdazolisa a dextran koncentrdaciok fiiggvényében.
Szimbolumok: e 20 kDa, o 35 kDa, m 50 kDa, o 100 kDa, x 150 kDa és # 225 kDa fehérje standard.
Az elvdlasztas kériilményei: 20 cm effektiv hossz (30 cm total), 50 um ID, BFS kapillaris; alkalmazott
elvalasztasi fesziiltség: 20 kV; minta injektdlasa: 10 kV 20 s. Minta koncentrdcio: 1,57 mg/ml. A
szaggatott vonalak a két legmagasabb dextran koncentracio (7,5 és 10,0%) kozotti meredekséget

szemléltetik.
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4,0 % Borsav

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Dextran koncentracio (%)

21, abra: Standard fehérje sorozat Ferguson diagramja a 4% borsav tartalmu gélekben. A fehérjék
relativ elektroforetikus mobilitaisanak dabrdzolisa a dextrdn koncentrdciok fiiggvényében.
Szimbolumok: @ 20 kDa, o 35 kDa, m 50 kDa, o 100 kDa, x 150 kDa és # 225 kDa fehérje standard.
Az elvdlasztas koriilményei megegyeznek a 18. dbra alatt irottakkal A szaggatott vonalak a ket

legmagasabb dextran koncentracio (7,5 és 10,0%) kozotti meredekséget szemléltetik.

A Ferguson diagramok esetében jol latszik, hogy az elvart linearis 6sszefliggés helyett,

nemlinearis, konkav gorbéket kaptam. A molekulatomeg novekedésével a magasabb dextran

crer

crer

hangstlyozzak a meredekség kiilonbségeket a 2 és a 4%B gélek kozott. Azt is fontos
megjegyezni, hogy a borat ionokkal térhalositott matrix és a nagy viszkozitaskiilonbségek
(~10x, 4.1.1. Viszkozitdas) a 2 és 10%D gélek kozott hatassal vannak az eredményiil kapott

elektroforetikus mozgékonysagokra.

Ezt kovetéen a tényleges CE elektroferogrammokat analizéltam. A méréseket az
0sszes 2-4% borsav €és 2-10% dextran tartalmu gélekre végeztem el, de az eredmények

kiértékelése soran a felsé és als6 koncentracié hataron 1évd gélekkel foglalkoztam
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részletesebben: 10%D/4%B, 10%D/2%B, illetve 2%D/4%B ¢és 2%D/2%B melyek alapvetéen

jellemzik a teljes gélsorozatot.

A 7,5 dextran tartalmu gélek nagyon hasonldé eredményt mutattak a 10%D tartalmu
gélekkel, az alacsonyabb dextran koncentarciok legelénydsebb jellemzdit pedig a 2%D
tartalmt gélek mutattdk az eldzetes kisérletek soran. A 4% és 2%B kivalasztasa is hasonld

képpen alakult.
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22. dbra: Standard fehérje sorozat elektroferogramjai: a) 10%D/4%B, (b) 10%D/2%B, (c)
2%D/4%B és (d) 2%D/2%B tartalmu gélekben. Csucsok: 1 — 10 kDa, 2 - 20 kDa, 3 - 35 kDa, 4 - 50
kDa, 5 - 100 kDa, 6 -150 kDa és 7 - 225 kDa fehérje standard. Az elvalasztas kériilményei: 20 cm
effektiv hossz (30 cm totdl), 50 um ID, BFS kapillaris, alkalmazott elvalasztasi fesziiltség: 15 kV; minta
injektdldsa: 5 kV 20 s; elvdlasztds hémérséklete: 25°C; nyomds a kapilldaris két oldaldn: 20 psi; UV

detektalas 214 nm hullaimhosszon. Minta koncentracio: 1,57 mg/ml.

Az 22. abran lathatod elektroferogrammok jol tiikrozik a molekulasziirés és az EOF

kiilonbségek egyiittes hatasat az elvalasztdsra a kiilonb6zé monomer/térhaldsitd tartalmu

51



gélkészitmények esetében. Mig a 10%D/4%B gél esetében bar jelentés molekulasziir6hatas
lathato, a 10%D/2%B gél esetében a legnagyobb a migracios ablak, melyhez jobb felbontas is
parosul (22. dbra a és b elektroferogramok). Fontosnak tartom megjegyezni, hogy az utobbi
gél esetében az EOF 4,5-szer nagyobb, mint az el6z6nél (4.1.2. Elektroozmotikus dramlas). A
2%D gélek esetében is hasonld eredmények figyelhetok meg, de a migracios idok jelentésen
csokkentek (22. dabra c¢ és d elektroferogramok). Az alacsony dextran tartalmu gélek
viszkozitasa csaknem azonos, de az EOF értéke tobb mint kétszer nagyobb a 2%B tartalmu
gélben (ugor= 4,92:10), szemben a 4%B tartalmu géllel (ugor = 2,29-10°). Az elvalasztasi
koriilbeliil 10-szer alacsonyabb viszkozitasuk miatt, valosziniileg az elektroforetikus mobilitas

és a viszkozitas kozotti korrelacio kovetkeztében [88].

Az elvalasztés teljesitményének alaposabb vizsgélatdhoz és megértéséhez a 2. tablazat
foglalja 6ssze a felbontas (Rs) és szelektivitas (o, mind a latszolagos, mind az EOF-korrigalt
effektiv) értékeket a 20 kDa/50 kDa fehérje standard parra, valamint az 50 kDa/150 kDa és a
150 kDa/225 kDa pérokra vonatkozdéan mind a négy peremkoncentracio tartalmu gél esetében.
A valasztott standard fehérjeparok, allnak méretiikben a legkozelebb a kdvetkez6kben vizsgalt
monoklonalis antitest konny(i (24 kDa) és a nehéz (49 kDa) lanc alegységekhez, valamint az
intakt (~149 kDa) monoklonalis antitesthez. Tovabba még a 225 kDa fehérje csucs kertilt

analizisre.

2. Tablazat: A 20 kDa/50 kDa, 50 kDa/150 kDa és 150 kDa/225 kDa SDS-MW standard
fehérje csucsok felbontas (Rs) és szelektivitis (a, latszolagos és EOF-korrigalt effektiv)
értékei a 10%D/2%B, 10%D/4%B, 2%D/2%Bés 2%D/4%B gélekben.

Elvalasztas teljesitmény 10D/2B (%) | 10D/4B (%) | 2D/2B (%) | 2D/4B (%)
Rs (20/50) 9,33 8,08 4,94 2,99
tso ko) [MiN] 17,9 17,5 11,3 9,9
o app (20/50) 1,28 1,26 1,16 1,12
o off (20150) 1,21 1,24 1,09 1,09
Rs (50/150) 12,05 10,97 5,94 3,45
t150 kpa [MiN] 24.8 22,9 13,8 11,2
0 app (50/150) 1,37 1,31 1,22 1,15
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QA eff (50/150) 1,25 1,28 1,11 1,10
Rs (150/225) 4,26 3,49 1,99 1,19
t225 kpa [MiN] 27,8 24,9 14,7 11,7
O app (150/225) 1,12 1,09 1,07 1,04
Q eff (150/225) 1,09 1,08 1,03 1,03

Az eredmények alapjan a 2. tabldzatban lathatd fehérje méretparok esetén a 10%D/2%B gél
biztositotta a legnagyobb felbontast: RS 2050 kpa=9,33, RSs0/150 kpa=12,05 €s RS150/225 kpa= 4,26
és latszolagos szelektivitast: o app oso) = 1,28, Gapp sonso) = 1,37 €s ttapp sor22s) = 1,12, bar a
leghosszabb elvalasztasi id6vel jart: tsoxpa= 17,9 min, tisokpa= 24,8 min és tyokpa= 27,8 min.
Az elektroozmotikus aramlas (EOF) szignifikdnsan hozzdjarult a nagyobb latszolagos
szelektivitasokhoz, kiilondsen a nagyobb molekulatomegli anyagok esetében. Az effektiv
szelektivitas a 10%D /4%B osszetételtl gélek esetében volt a legnagyobb (a e osoy= 1,24 €s a eft
soso) = 1,28), kivéve a 150/225 kDa méretpart. A 4%-os boratot tartalmazo gélek jobb sziirési
szelektivitassal rendelkeztek, mig a 2%B gélekhez képest az elektroozmotikus éaramlas
nagyobb hatéssal volt rajuk, hozzdjarulva a jobb felbontdshoz. A nagyobb elleniranya EOF
hatasara az SDS-fehérje komplex vandorlasa visszatartott, olyan mintha hosszabb kapillaris

alkalmaznank az elvélasztashoz, amely alapvetden jobb felbontast eredményez.

5.3.1.2 Terdapias monoklondlis antitest és alegységeinek analizise

A kiilonbozo Osszetételti gélek alapvetd molekulasziird hatdsat a monoklonalis antitest
¢s annak alegységei esetén is vizsgaltam. Mig a monoklonalis antitestek (mAbs) CE-analizise
széles korben elterjedt a kereskedelmi D/B oszlopokon, az intakt mAb ¢és alegységeinek
vizsgalata, Osszehasonlitva a hasonld molekulatomegii fehérje standardokkal tovabbi
betekintést nyujthat az SDS-fehérje komplexek vandorlasaba és szétvalasztasaba a borattal
térhalositott dextran gélekben. Az SDS-mAD és alegységeinek, még akkor is, ha kozel azonos
a molekulatomegiik, mas a keresztmetszeti teriilete, mint a hasonld6 SDS-standardoknak,
kiilondsen akkor, ha poszttranszlacios modositdsokkal, példaul glikozilacioval rendelkeznek
[89]. Az intakt monokolonalis antitest és konnyli lancanak (LC), valamint nehéz lancanak
(HC) elvalasztdsa a 23. abrdn lathatd. A jobb fels§ sarokban lathaté betét a molekulak
sematikus szerkezeti alakjat mutatja. Az elektroferogrammon a kiilonb6z6 dsszetételii gélek

esetében ugyanolyan mértékli migracids i1do eltolodas figyelhetd meg, mint a fehérje standard
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(22. abra) esetében, koszonhetben az eltérd elleniranya EOF, viszkozitas és az eltéré mértéki
térhaldsodas egyiittes hatasanak. A migracids idok a 2%D/4%B tartalmu gél esetében voltak a
legkisebbek mig a 10%D/2%B gél esetében volt a legnagyobb a migraciods idéablak (tngnc=17,
2 min).

Az LC/ngHC csucsok tekintetében a 10%D/2%B tartalmii gél esetében volt a
legnagyobb a felbontas (Rs = 15,18) és a latszolagos szelektivitas (aapp=1,24). Az elvalasztasi

1d6 ebben az esetben volt a leghosszabb.
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23. dbra: Teszt fehérje keverék elektroferogramjai: a) 10%D/4%B, (b) 10%D/2%B, (c) 2%D/4%B és
(d) 2%D/2%B tartalmu gélekben. Csucsok: 1 — 10 kDa belsé standard, 2 — kénnyii lanc (LC), 3 —nem
glikozilalt nehéz lanc (ngHC), 4 — intakt monoklondlis antitest (mAb). Az elvdlasztds koriilményei

ugyanazok, mint a 22. dbrdn.

A 3. tablazatban a felbontas és a szelektivitas értékek lathatok az LC/ngHC és az ngHC/HC
fragmentumok, valamint a HC/intakt mAb minta komponensekre vonatkozdan. A konnyi és a

nem glikozilalt nehézlancok nem rendelkeztek glikan részekkel, ezért elvalasztasuk a borat-
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dextran matrix molekulatomeg szerinti sziir6hatasanak kdszonhets. A 20 kDa/50 kDa standard
fehérjepar analiziséhez hasonléan, mint ahogyan azt az el6z6ekben lathattuk a 10%D/2%B
gélosszetétel eredményezte a legnagyobb felbontast és latszolagos szelektivitast az LC/ngHC
csticsparok esetében, illetve ezuttal is a leghosszabb analizis id6t. Azonban a tényleges (EOF-

crer

standard minta esetében.

A kozel azonos molekulatomegli (csak kb. 2,5% molekulatomeg-kiilonbségli) nem-
glikozilalt (ngHC) és szokvanyos (HC) nehézlanc-fragmentumok szétvalasztdsa minden
géloszlop Osszetételben az alakbeli kiilonbségek kovetkezményének tekinthetd (23. dbra, jobb
felsé sarok, beagyazott kép), ahol a glikozilalt forma (HC) terjedelmesebb, mint a nem-
glikozilalt (ngHC). Azonban a legjobb elvalasztasi teljesitmény ezen ngHC/HC parnak a
A 2%D/2%B gél esetén nagyobb a-érték figyelheté meg, bar csak 20%-kal nagyobb, mint a
10%D/2%B gél esetén, azonban ez jelentds, mivel az a-értékek kozotti kis kiillonbségek,
amennyiben kozel vannak az 1-hez, nagy hatassal vannak az elvalasztas hatékonysagara. A
2%D/2%B gél esetén megfigyelt nagyobb felbontés a glikozilalt és nem-glikozilalt nehézlanc-
fragmentumok ko6zott Osszefiigg a lancon beliili (1:1) dextran-borat adduktumok nagyobb
szamaval, amelyek lehetévé teszik a dextran-borat-glikoprotein komplexek kialakulasat, és

ezaltal novelik a szelektivitast.

3. Tablazat: Az LC/ngHC, ngHC/HC és HC/intakt mAb csucsok felbontis (Rs) és
szelektivitds (o, latszolagos és EOF-korrigalt effektiv) értékei a 10%D/2%B, 10%D/4%B,
2%D/2%Bés 2%DI4%B gélekben.

Elvalaszts teljesitmény 10D/2B (%) | 10D/4B (%) | 2D/2B (%) | 2D/4B (%)
RSLcmgHe 15,18 12,37 6,46 4,6
toghic [Min] 17,2 16,9 11,9 9,8
& app (LCINGHC) 1,24 1,21 1,13 1,09
0Ol eff (LC/ngHC) 1,18 1,19 1,07 1,06
RSngHC/HC 1,64 1,32 2,31 1,04
thc [min] 17,9 17,5 12,5 10,2
& app (ngHC/HC) 1,04 1,03 1,05 1,03
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O eff (ngHC/HC) 1,03 1,03 1,03 1,03
RSHc/intakt mAb 12,81 10,25 6,81 1,49
tintakt mab [MIN] 29,2 25,3 16,2 11,9
Q& app (HCl/intakt mAb) 1,64 1,45 1,3 1,17
O. eff (HC/intakt mAb) 1,42 1,41 1,14 1,11

A HC ¢és az intakt mAb (3. tabldzat) kozott, hasonléoan a 50 kDa/150 kDa
molekulatomeg-standard parhoz (2. tdbldzat), a legnagyobb felbontas a 10%D/2%B géllel valt
elérhetévé. Ahogyan mar emlitettem dolgozatomban, a molekulatomeg-létra fehérjéit
ugyanabbol a polipeptid egységbol allitottak 0ssze, poszttranszlacios modositas nélkiil, ezért
elektromigracios viselkedésiik nem volt varhatéan ugyanolyan, mint a hasonlé méreti mAb
fragmentumoké ¢és intakt formajuké, az alak szelektivitas dramai hatdsa miatt. Valojaban az
intakt mAb minden Gsszetételben koriilbeliil ugyanabban a migracids idézonaban vandorolt,
mint a 225 kDa SDS-MW standard. Az intakt mAb hosszabb vandorlasi ideje (a
molekulatomeg-standardhoz képest) minden géloszlop-Gsszetételben az inherens Y profilja
altal magyarazhatd (lasd a 23. dbra beagyazasat), és ennek kovetkeztében magasabb

hidrodinamikai sugart, mint a hasonlé méretti 150 kDa standard fehérje.

4. Tablazat: A HC, ngHC és az intakt mAb valamint a megfelelo SDS-MW fehérje
standardok (50 és 150 kDa) kozotti alak szelektivitasa

Alak szelektivitas 10%D/2%B | 10%D/4%B | 2%D/2%B | 2%D/4%B
@ app (50/HC) 1,00 1,00 1,10 1,03
O eff (50/HC) 1,04 1,04 1,05 1,04
0. app (50/ngHC) 0,96 0,97 1,04 1,00
0. eff (50/ngHC) 1,01 1,01 1,02 1,02
O app (150/intakt mAb) 1,18 1,11 1,17 1,06
O eff (150/intakt mAb) 1,17 1,15 1,08 1,07

A 4. tablazatban lathatd, hogy az azonos méreti SDS MW méretstandardok kozott az alak
szelektivitasok hasonloak voltak a legtobb linearis IgG alegységhez, a nem-glikozilalt
nehézlanc (50/ngHC) esetében. Kissé eltérdek a glikozilaciot tartalmazoé HC esetében a glikan
lanc okozta terjedelmesebb alak (50/HC) miatt, és nagyon kiilonb6z6ek a Y alaku intakt forma
(150/mAb) esetében a legtobb gél esetében.
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Az alak szelektivitas hangstlyozasa érdekében kalibraciés modszerrel szamitottam Ki az intakt
monoklonalis antitest és alegységeinek molekulatomegét (5. tdbldzat), Ggy, hogy az SDS-MW
fehérje standard cstcsainak latszolagos elektroforetikus mobilitdsat abrazoltam az ismert
molekulatdomegiik logaritmusanak fiiggvényében gélenként, majd a kapott egyenesek

egyenletének felhasznéaldsaval meghataroztam a mAb komponensek molekulatomegét.

5. Tdblazat: Az intakt IgG és alegységeinek névleges (zdrdjelben) és szamolt

molekulatomege A tényleges molekulatomeg-értékeK az elso oszlopban zardjelben vannak

felsorolva.
MW (kDa) 10%D/2%B | 10%D/4%B | 29%D/2%B | 2%0D/4%B
LC (24,0) 20,7 21,0 30,4 23,2
ngHC (48,1) 48,2 48,9 66,5 50,2
HC (49,4) 55,2 56,1 89,5 68,8
intact mAb (149,0) 204,3 194,8 337,3 252,7

Az intakt IgG jelentds molekulatomeg-tulbecslése (tényleges MW = 149 kDa) minden
esetben a borat dextran kotott gél alak-szelektivitasat tiikrozi. A legnagyobb mértéki eltérés a
2%D/2%B gél esetében figyelhetd meg. A 10%D gélek esetében enyhe alabecslés tortént a
konnytilanc molekulatomegét illetden, és elfogadhatd értekeket kaptam a nem-glikozilalt

nehézlanc fragmentumra nézve.
5.3.2 3D Ferguson médszer bevezetése

Haromdimenzids Ferguson diagramokat készitettem az oldott fehérje molekuldk
migracios viselkedésének tanulmanyozasahoz, amelyen egyszerre tudtam figyelembe venni a
borsav és dextran koncentraciok hatasat. Ehhez a homolog polipeptid sorozatot (fehérje 1étra)
és egy erdsen glikozilalt fuzios fehérje (Enbrel) alegységeit valasztottam el 16 kiilonbozo
dextran és borsav tartalmi gélben, amelyek 2,0, 5,0, 7,5 és 10% dextrant tartalmaznak,

valamint mindegyik 2,0, 2,7, 3,3 és 4,0% borsavat.

Az etenerceptbdl Osszedllitott minta annak redukalt formdjat és redukalt nem glikozilalt
form4jat tartalmazta (lasd Anyagok és Mddszerek). A 24. abra A paneljén a fehérje 1étra, mig

a B panelen az etenerceptre kapott elektroferogrammok Osszehasonlitasa lathatd. A migracios
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id6 és az elvalasztasi ablak csokkent adott borsav tartalom mellett a dextran koncentracio
csokkenésével, ennek ellenére alapvonali elvélasztast eredményezett minden gél kompozicio.
A csokkend boratkoncentracid mellett viszont az elvalasztasi ablak nem véltozott
konzisztensen (pl, a, e, i és e elektroferogramok), valdszinlileg a borat koncentracid
csOkkenése kovetkeztében kialakulé novekvd ellendramu elektroozmotikus aramlas és a
dextran koncentracié altal meghatirozott viszkozitas valtozas kozotti kolcsonhatasnak
koszonhetéen. Fontosnak tartom megemliteni, hogy az etanercept glikozilalt lanca (75 kDa)

lathatoan ugyanabban a helyzetben vandorolt, mint a 2x nagyobb 150 kDa-os fehérje standard.
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24. abra: A standard fehérje létra SDS-CGE elektroferogramja (panel A) és az etanercept redukalt
hagyomdnyos és de-glikozilalt formdja (panel B) 16 gél osszetétel esetén. Elektroferogramok: a —
10%D/4%B; b — 7,5%D/4%B; ¢ — 5%D/4%B; d — 2%D/4%B; e — 10%D/3,3%B; f— 7,5%D/3,3%B; g
— 5%D/3,3%B; h — 2%D/3,3%B; i — 10%D/2,7%B; j -7,5%D/2,7%B; k — 5%D/2,7%B; | —
2%D/2,7%B; m — 10%D/2%B; n — 7,5%D/2%B 0 — 5%D/2%B; p — 2%D/2%B. Csucsok: panel A: I-
10 kDa, 2-20 kDa, 3-35 kDa, 4-50 kDa, 5-100 kDa, 6-150 kDa, 7-225 kDa; panel B: 1-10 kDa, 2 — de-
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N-glikozildlt etanercept alegység (~70 kDa), 3 — eredeti (glikozildlt) etanercept alegység (75 kDa). Az

elvalasztas koriilményei ugyanazok, mint a 20. abran.
A 24. dbran lathatd csticsok logaritmikus EOF korrigalt mobilitdsat abrazolva a

dextran és borsav koncentracio fiiggvényében 3 dimenzids Ferguson diagramokat vezettem be.
A 3D Ferguson diagramok magas informdacid tartalmi mobilitas alapti diagramok é&s
ravilagitanak a SDS-fehérje komplexek kiilonb6zd formdinak elektromigracids viselkedésére.
A 25. dbra mutatja az eredményiil kapott 3D Ferguson diagramokat 50 (A), 100 (B), 150 (C)
és 225

(D) kDa fehérje standardok esetén, amelyek lefedik a regularis és a nem N-glikozilalt

etanercept lancok véltozatainak molekulatomegét (~70 és 75 kDa).
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25. dabra: 3D Ferguson diagramok: a fehérjesorozat néhdny tagjinak EOF korrigalt logaritmikus

relativ elektroforetikus mobilitdsai a dextrdn és a bordt koncentrdcio fiiggvényében: 50 (A), 100 (B),

150 (C) és 225 (D) kDa fehérje standard.
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A diagramokon lathat6, hogy a fehérje létra komponenseinek elektromigracios

mobilitasa csOkken a dextran koncentracid névekedésével minden bdorsav szinten. Azonban az

mobilitast eredményezett, mig a magasabb dextran koncentraciok esetén az ellenkezd hatas
figyelheté meg. Ez a migracios viselkedés a borsav ¢és dextran koncentraciok valtozasanak
fliggvényében azt tamasztja ala, hogy a dextran/borat gél porusmérete alacsony dextran
koncentracio esetén csokken a borsav tartalom csokkentésével (csokkend taszitd effektus), de

novekszik magasabb dextran koncentracié esetén (keresztkotd effektus)

Inpu (m?2V1sl)

26. dbra: 3D Ferguson diagramok: Etanercept lincok az; EOF korrigdlt logaritmikus relativ

elektroforetikus mobilitdsai a dextran és bordt koncentrdcio fiiggvényében. N-glikozilalt, (A panel) és

nem N-glikozilalt (B panel) etanercept alegységek.

A 26. abran a glikozilalt (A) és nem glikozilalt (B) etanercept 3D Ferguson diagramjai
lathatok, melyek feliilete nagyon hasonl6. Ebben az esetben is ndvekvd borat koncentracional
a mobilitasi lejték gorbiilete csokkent. A feliiletek gyakorlatilag parhuzamosak, ami eltérd

szabad oldatban tortén6 vandorlasra utal.
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27. dbra: A retarddcios egyiitthato Kr diagramja a fehérjesorozat logaritmikus molekulatomegének
fiiggvényében. A pontozott és szaggatott vonalak a regularis és de-N-glikozilalt etanercept alegységek
molekulatomegét mutatjak a 4%-os és 2%-os borsav tartalmu gélek esetében. Szimbolumok: e- 4,0%,

m-3,3%, A —2,7% és X — 2,0% borsav tartalmu gél.

A 3D Ferguson feliiletek nem-linearitasa miatt a Kg diagramot (27. dabra) hasznaltam a
molekulatdmeg ¢és molekuldris jellemzdk becslésére. A Kgr a keresztkotd agens
koncentraciojatol fliggd molekulatomeg becslést tesz lehetévé. Az igy kapott egyenesek
meredeksége a molekularis jellemzoket (k) reprezentalja a kiilonb6z6 Gsszetételi gélekben A
22. egyenlet alapjan a Kg értékeket a molekulatomegek természetes alapu logaritmusanak
fliggvényében éabrazoltam a vizsgalt borsav koncentraciokra vonatkozoan. A k értékét az
egyenesek meredekségébdl szarmaztattam. 4%-os borsav koncentracié esetében értéke 0,164
(~1/6), ami arra utal, hogy ebben az esetben a vandorlo SDS-fehérje komplexek henger
alaktiak. Ezen eredmény Osszhangban van azon kisérletem eredményével, ahol a
molekulatdmeg €s mobilitds kozotti Osszefiiggést vizsgaltam (4.2.2. SDS-fehérje komplexek
elektroforetikus mobilitisa és a molekulatomeg kozotti osszefiiggés). A borsav koncentracid

csokkenésével a k értéke csokkent, 2% borsav esetén k = 0,113, ami az SDS —fehérje komplex
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redukalt regularis és de-N-glikozilalt etanercept Kgr értékei 0,35 és 0,33-nek adodtak. A
molekulatomegeket a Kgr diagram felhasznalasaval hataroztam meg: 77,5 kDa (pontozott
vonal) és 68,9 kDa (szaggatott vonal). Ezek a molekulatomeg értékek szignifikansan kozelebb
allnak a 75 kDa ¢és ~70 kDa irodalmi értékekhez, mint amit az elektroferogramok tiikr6znek
(100 és 150 kDa). Masrészrol, a 2%-os borat alkalmazasakor a molekulatomegek 109 és 93
kDa-nak adodtak.

54 A monomer és Kkeresztkotd agens aranyanak hatasa az elvalasztas

szelektivitasara

Allandé dextran koncentracié mellett a borat mennyiségétél fiigg az 1:1 (BD") és 1:2
(BD?) kotések képzédésének aranya, melyek befolyasoljék a térhdlosodas mértékét. Emelve a
borsav koncentraciot nd a lancok kozotti kotések (keresztkotések) szama, ami a gél atlag
porusméret csokkenését és strukturaltabb térhaldét eredményez. Azonban alacsony dextran
koncentraci6é mellett a pufferben 1év6 borsav felesleg a 1:2 kotések telitéséhez vezethet és az
ennek kovetkeztében megndvekedett 1:1 kotések szdma a dextran lancok taszitasat okozhatja,
ami noveli a porusméretet. Mivel a komplexképzddés révén a gél negativ toltési, a lancok az
elektromos mezd irdnyaba igazodnak, igy egy strukturaltabb halozat jon létre (csokkent

konfiguracios entrdpia), hasonldoan mint az agardz esetében lap gélelektroforézisnél.

Jelen kisérlet sorozattal azt vizsgaltam, hogy a borsav €s a dextran aranya, hogyan hat az
elvalasztas szelektivitasara. Retenciés modellt dolgoztam ki a glikozilalt és nem glikozilalt
nehézlancok kozotti szelektivitas jobb megértése érdekében, figyelembe véve a dextran-borat

adduktok interakciojat a fehérjén 1évo glikanokkal.

A latszolagos szelektivitas (a) a borat-dextran rendszerekben SDS-CGE soran a
molekulatdmeg szerinti szlirés szelektivitdsanak (amw) €s a masodlagos egyensulyi
komplexképzddésen alapuld szelektivitds (oc) szorzata, amely a dextran-borat-glikan

komplexképzddésre épiil:
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o = amw X Oc (24)
A glikoproteinek polipeptid lancahoz kapcsolodo hidrofil cukrokat az SDS nem fedi le, ezért a
rajtuk 1évé megfeleld pozicidban 1évo diol csoportok komplexeket képezhetnek a borattal. Két
féle modon mehet végbe a komplexképzddés. A gélben 1évo szabad borattal, amely soran nd a
komplex feliileti toltés stirtisége és csokken a mobilitds kiilonbség, szelektivitas a nem-
glikozilalt és glikozilalt lancok k6zott. Masfeldl a gélben 1év6 lancon beliili borat (1:1, 6.dbra)
adduktumok szintén komplexet képezhetnek a glikoprotein szénhidrat részével. Jelen
kisérletekhez omalizumab glikoproteint hasznaltam. Ebben az esetben a core fuko6z, terminalis
manoz, szialsavas és terminalis galakt6z struktarak o orientélt vicinalis hidroxil csoportokkal
vehetnek részt a komplexképzddésben. Egy ilyen példa lathatdo a 7. dbrdn, manndz-5
glikanhoz tartozé nehézlanc komplexet képez a gélben 1év6 borat-dextran 1:1 adduktjaval. Az
ilyen jellegi komplexképzddés befolydsolja a differencidlis eletromigraciot, mivel a
masodlagos egyensulyon alpulé hidképzdédés sordn a nehézlanc atmenetileg immobilizalta
valik, azzal, hogy a borattal keresztkotott dextran struktirdhoz kapcsolodik. A szeparacios
iddablak ennek kovetkeztében novekszik a nem-glikozilalt nehézlanc és glikozilalt nehézlanc

kozott, tehat eltérd sebességgel fognak vandorolni a gélben.
A fent vazolt rendszerekben tehat a glikoprotein egy része (P) nem komplexalt (f)

allapotban lesz (R), mig a tobbi molekula komplexalt formaban (1-R) lesz jelen. A

glikoprotein mobilitasa (u) kifejezhet6 a szabad €s komplexalt forma dsszegével:
u=Ru + (1 —-Ruc (25)

Az R frakcio (29. és 30. egyenletek) kiszamithatd6 a komplexképzddési allandobol (K, 27.

egyenlet). n a dextran-borat lanccal komplexet alkoto glikoproteinek szama.

Dy +nP 2 Dy P, (26)
_ [DB Pn]
~ [Dpl[PI™ @7
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R=—"1 1— R = XPsl_
1+K[Dg]

"~ 1+K[Dg] (28,29)

A 25, 28. és 29. egyenlet Gsszevonasaval kifejezhetd a glikozilalt nehéz lanc mobilitasa:

I'LI(IC 1 cK[Dg]
1+K[DB] 1+K[DB]

Huc = (30)

A glikozilalt (HC) és a nem glikozilalt (ngHC) nehézlancok kozotti méasodlagos egyensulyi
komplexképzddésen alapulo szelektivitas (ac) az alabbi médon fejezhetd ki, a molekulatomeg

szerinti szlrés szelektivitasanak (omw) figyelembevétele nélkiil:

an = UngHC _ MUngHc(1+K[Dp]) Ungrc(1+K[Dg])
c= — —
pc  phot uGeKDs]l  ul (LKD) uGc/uh o)

(31)

A szabad glikozilalt nehézldnc mobilitdsa feltételezhetden sokkal nagyobb, mint a dextran-

borattal komplexet képzdé (,u,’_;c > Ufc), igy a szelektivitas az alabbi modon egyszerisitheto:

ac = 2HE (1 4+ K[Dg]) (32)

Hyc

ha K[Dg] > 1 a szelektivitasi egyenlet az alabbi moédon adhaté meg:

ac =221 K[Dg] (33)

Hyc

Tovabba, ha K[Dg] < 1 a szelektivitasi egyenlet a kovetkezd lesz:

HUngHC
CZC == n? (34)
Hyc

A lancok kozotti csticsfelbontas (Rs) kifejezhetd a latszolagos szelektivitassal (o), ahol E — az

elektromos téreréség, N — az elméleti tanyérszam és [ — a kapillaris effektiv hossza [90].
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1 -1 E
Rs = (1) VN & (3)
Amennyiben o kozel all egyhez, jelent0s hatassal lesz a felbontasra, a kromatografias

modszerekben tapasztaltakhoz hasonloan.

A kovetkezO Iépésben az elméleti modellben megallapitott tények keriilnek
alatdmasztasra kisérleti eredményekkel. Az Omalizumab redukalt alegységeire kapott
eredmények kerlilnek bemutatasra, de a kisérleteket az intakt glikoproteinre is elvégeztem
[89]. Tehat a nem glikozilalt nehézlanc ¢és a normal (glikozilalt) nehézlanc kozotti elvalasztasi

szelektivitast kiilonb6z6é monomer/keresztkotd ardnyu gélek alkalmazasaval vizsgaltam.

0 5 10 15 20
Migracios ido (min)

28. dabra: SDS-CGE elvilasztisa az Omalizumab monoklondlis antitestnek magas (2,5) és alacsony
(1,00 monomer/keresztkoté (dextran/bordt) ardnyu gélekkel. A elvdlasztas: 10%D/4%B. B
elvalasztdas: 2%DI2%B. Csiicsok: 1- 10 kDa belsé standard, 2 — konnyii lanc, 3 — nem glikozildlt nehéz
lanc (ngHC) és 4 — glikozilalt nehézlanc (HC). Az elvdlasztas koriilményei ugyanazok, mint az 20.

abran.

A 28. dbran egy magas (2,5) és egy alacsony (1,0) monomer/keresztkotd
(dextran/borat) aranyt gélben torténd elvalasztasok elektroferogramjai lathatéak. Magas
aranyunak a 10%D/4%B gél tekinthetd, alacsonynak a 2%D/2%B. A latszolagos szelektivitas
értéke (o) a nem-glikozilalt és glikozilalt nehézlancoknak a 10%D/4%B gélben 1,055 és 1,029
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a 2%D/2%B gélben volt. Az elméleti modellben részletezetteknek megfeleléen az eredd alfat
a molekulatomeg (amw) €s a komplexképzddési (ac) szelektivitas szorzata eredményezi. A
felbontas értékeket a 34. egyenlet alkalmazasaval hataroztam meg, kiszamolva az (a-1)/a
tagot, felhasznalva a kapott latszolagos szelektivitas értékeket. Az elméleti tanyérszamok VN
formaban megadva a kovetkezok szerint alakultak: VN = 205 és VN = 208 az ngHC esetében,
illetve YN = 167 és YN = 168 a HC esetében, a magasabb, 10%D/4%B ¢és alacsonyabb,

crer

crer

Figyelembe véve a két lanc hasonldé molekulatomegét (ngHC~48,1 kDa, HC~49,4 kDa), a
megfigyelt szelektivitdsi kiilonbségekhez valoszinilileg az ac kifejezés jarult hozza a
poérusméretii gélben a teljes elvalasztasi id6 jelentésen hosszabb volt, azaz 19 perc szembenl12

perccel.

Ugyanakkor, az LC ¢és ngHC kozott a felbontds koriilbeliil 50%-kal csékkent az
alacsonyabb monomer/keresztkoté aranyt gél hasznalataval (Rs=12,37 és Rs=6,46). Az a
értékek és az VN értékek az alabbiak voltak: a=1,21 és a=1,13, illetve VN = 236 és VN =202 az
LC esetében, illetve VN = 205 és VN =208 a ngHC esetében a 10%D/4%B és 2%D/2%B
gélekben. Megjegyzendd, hogy itt az elvalasztas kizardlag méretkiilonbségeken alapult (omw,
23. egyenlet). Tehat a 10%D/4%B gél jobb elvalasztast eredményezett az LC és ngHC

tekintetében, a nagyobb a és N értékének kdszonhetben.
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A LC-ngHC B ngHC-HC

29. dbra. Az Omalizumab LC és ngHC (A panel), valamint az ngHC és HC (B panel) 3D
elvdlasztasi szelektivitasi diagramjai SDS-CGE-vel. Kiilonbozé koncentrdacioaranyu, 2,0, 5,0, 7,5 és

10,0% monomert és 2,0, 2,7, 3,3 és 4,0% keresztkotot tartalmazo dextran/borat gélekben.

A komplexképzddés tovabbi vizsgalata érdekében az a értékeket meghataroztam mind a
16 gélre, amelyek 2,0, 5,0, 7,5 és 10,0% dextran monomert €s 2,0, 2,7, 3,3 és 4,0% borsavat,
mint keresztk6td dagenst tartalmaztak, a dextran/borsav aranyt, tehat az elemezhetd
monomer/keresztkotd aranyt 0,5-5-ig terjesztve ki. A 29. dbra a kapott a értékeket mutatja be
a borsav és dextran koncentracié fliggvényében. A dextran koncentracid novelésével a legtobb
gélben noétt az o értéke az Omalizumab LC és ngHC ko6zott (29. dbra A panel). Helyi
szelektivitasi maximum figyelheté meg az alacsonyabb borsav tartalmu (2,0 és 2,7%), 7,5%-
os dextrant tartalmazd gélekben. A borsav koncentracidjanak ndvelése adott monomer
koncentracio mellett viszont csokkentette az a értékeket. Ezzel ellentétes hatas figyelheté meg
a 29. dbra B panelen, amely a mAb nem glikozilalt nehézlanca és reguldris nehézlanca kozotti
szelektivitas-valtozasokat mutatja, ugyanazon monomer/keresztkotd formulak alkalmazasaval.

Ennél a csucsparnal a legmagasabb a értéket a 2,0%D/2,0%B azaz a legalacsonyabb

crer

crer
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5.5 Elektromigracios diszperzio vizsgalata

Az elektroforetikus  elvalasztdsok soran az elektromigracios diszperzid a
csucsszimmetria csokkentése révén rontja az elvalasztas hatékonysagat, a csucsfelbontast és a
csucs kapacitast. Ez a probléma a hattérelektrolit ko-ionja és a minta komponensek
mobilitasainak illesztése révén kikiiszobolhetd. A terapids fehérjék kapillaris gél
elektroforézise soran leggyakrabban hasznalt borat hattérelektrolit alapt polimer gélek,
ugymint agaréz ¢és dextran esetén, a borsav nem csak ko-ionként funkcional, hanem
keresztkotoként is szolgal a megfeleld sziir6hatasu polimer térhald kialakitdsdhoz. Ennek a
kettés funkcionalitdssal bir6 nagyon fontos puffer alkotonak a hatasat vizsgaltam az
elektromigracios diszperziora, és azon Kkeresztill az elvalasztas hatékonysagara, melynek
analizisét az irodalom szerint eddig még nem tették meg. FElsd Iépésben felallitottam egy
elméletet, amelyet kisérleti eredményekkel tamasztottam ald. Az atlathatdsag érdekében az

egyensulyi egyenletek esetében az ionokat a neviikre utald szimbélumokkal jeloltem.

Vizes oldatokban a bérsav (B(OH); => B) egyértékii savként viselkedik (3.dbra),

disszociaciojat, illetve a borsav és a tetrahidroxi-borat ion (B(HO),- => B") kozotti

megoszlast a kdvetkez6képen irta le Zittle [91]:
B +2H,0 =B + H30" (36)

A Kg (37a) borsav egyenstlyi allandojaval kifejezhetd a tetrahidroxi-borat koncentracioja
(37h):

Ke= [B71[H:0"]/[B] [B7] = Kg[B]/[H:0"] (372, b)

A tetrahidroxi-borat ionok egyensulyi reakcioban reagalnak a poliolokkal — pl. glicerin, gliikkoz
— monomer (37) és dimer (39) adduktokat képezve (6. dbra), amelyek képzddésének mértékét
a poliol és a tetrahidroxi-borat ionok relativ koncentracidja befolyasol. A glicerinnel (G) valo
reakciot, amely soran monomer addukt keletkezik a 38. egyenlet és a dimer addukt képzédést
a 40. egyenlet irja le. A két reakci6 egyensulyi allandojat a 39a és 41a egyenletek szemléltetik.
A 39Db és 41b egyenleteket a 37b-vel torténd kombinacioval kaptam, tehat behelyesitettem az
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egyenletekbe a tetrahidroxi-borat ion boérsav egyensulyi allandojaval kifejezett

koncentraciojat.

B +G =BG +2H,0 ([92], ekvivalens B + G = BG + H;0")
(38a)

Kes= [BG]/[B][C] [BGT = Kec[B1[G] = Kec[G]Ks[B]/[Hs0™] (393, b)
és

BG + G =2BG; + 2H,0 (ekvivalens B + 2G =BG, + 2 H,0 + H30") [92] (40a)

Kec2 = [BG21/[BG][G] [BG,1 = Kge2[G][BG] = Kge2Kec[G]°Ks[B]/[H:0" 1  (41a,
b)

A kovetkez6 1épésben a borsav-glicerin reakcioval analég modon keriil levezetésre a
borsav-dextran reakcid. A borsav komplexeket képezhet a dextran (=>D) polimer lancok
gliikoz egységeivel is, igy monomer (lancon beliili, 42. egyenlet) és dimer (lancok kozotti
keresztkotéssel, 44. egyenlet) adduktumokat hozva létre, amint azt a 4. dbra is szemlélteti.
Ezek a reakciok a ko-ion komplexek mobilitasat joforman a nullara csokkentik a dextran
polimer gyakorlatilag elhanyagolhaté mobilitasa miatt [53]. Az egyensulyi allandok, a Kgp és
Kep2 a 43a ¢és 45a egyenletekben keriiltek kifejezésre. A 43b és 45b egyenleteket a 37b

egyenlettel torténd kombinacié eredményezte.

B + D =BD + 2H,0 (ekvivalens B+ D =BD" + H30") (42a,b)

Kepo= [BD)/[B][D] [BD] = Keo[D][B] = Keo[D]Ks[B]/[Hs0'] (43a, b)
és

BD + D &BD;, + 2H,0 (ekvivalens B + 2D =BD; + 2 H,0 + H;0%) (44a,b)
Kepz = [BD,]/[BD][D] [BD;]= Kepz2[D][BD] = Kap2Kso[D]°Ks[B]/[HsO'] (45a, b)
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Tovabba a monomer borat-glicerin addukt komplexet képezhet a dextran polimerrel
(46. egyenlet) a 47a egyenletben leirt Kggp egyensulyi allandoval, melyet kombinalva a 37b
egyenlettel a 47b egyenletet kapjuk:

BG+D =BGD +2H,0 (ekvivalens B + G +D = BGD + 2 H,0 +H30")
(46a,b)

Ksep = [BGD]/[BG][D] [BGD]= Kepc[BG][D] = KeeoKsc[G][D]Ke[B]/[H30"](474, b)

A borat alapt negativ toltésti ko-ionok (Cg’) 6sszkoncentracidja a hattérelektrolitban a 36b,

39b, 41b, 43b, 45b és 47b egyenletekben szerepld egyes tetrahidroxi-borat ion — poliolok

crer

Cg =[B] +[BG] + [BG,] + [BD] + [BD,] + [BGD'] (48)

A ko-ionok moltortjei (R) a kovetkezok:

Rg =[B]/Cg (49)
Rec =[BG]/Cg (50)
Rec2 =[BG,]/Cg” (51)
Rep=[BD]/Cg (52)
Rep2 =[BD,»]/Cg” (53)
Recp =[BGD]/Cg’ (54)

A borét alapu ko-ion effektiv mobilitdsa (Meffo-ion) a megfeleld ionos mobilitadsok (,uo) és
moltortjeik (R) linearis kombinacidjaval hatarozhaté meg:

1 ion = 1% Re" + 1°86 Rec + 1662 ‘R se2 + %80 Rep + %602 ‘Repz” + 1 sep” ‘Recp (55)

37b, 39b, 41b, 43b, 45b, 47b és 48-54 egyenleteket 6sszevonva, az alabbi eredményre jutunk:

1% + 186 Kea/G] + 186: KecKec[Gl® + 1%sn” Ken/D] + 102 KepzKo[D]* + %sco Keep[DlKes[Gl
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eff
M co-ion = (56)
1 + Kgg[G] + KagoKec[G]? + Keo[D] + KapoKo[D]* + Keeo[DIKas[G]

Fontos ismét hangsulyozni, hogy a dextranhoz kotott tetrahidroxi-boratok gyakorlatilag
immobilizalédnak a nagy, térhalodsitott 2 MDa polimer elhanyagolhaté mozgékonysaga miatt,
azaz ,uBDO' ~ ,uBDZO' ~ uBGDO' ~ 0. Kovetkezésképpen az utolsd6 harom tag a 56-0S egyenlet
szamlalojaban barmekkora tetrahidroxi-borat koncentracional a nullahoz kozelit, ami fontos
kovetkeztetés az eredményeink értékelése szempontjabol

Fehérjék SDS-CGE soran a cstcsszélesedés vagy torzulds két f6 faktora a diffiizio (a3) és az
elektromigracios diszperzid (oZyp). Minden mas variancia elhanyagolhatd, beleértve az
adszorpcidt is, a negativ toltésti kapillaris fal és az SDS-fehérjék kozotti taszitd hatasok
miatt. A Joule-hé képzddés is elhanyagolhatd mértékii, koszonhetéen a modern kapillaris
elektroforézis gépek pontos hémérséklet szabalyozasanak. Ehhez még hozzajarulnak a
konstans detektéldsi zona és injektalasi paraméterek is. A csticsok teljes variancidja (o7) az
alabbi egyenlettel irhato le:

Gtz = GL% + GEZMD (57)

Az el6zOekben bemutatott levezetés, illetve az el6zd fejezetekben bemutatott
eredmények alapjan nyilvanvald, hogy a borsavval stabilizalt dextrdn gélek esetében az
elektromigracios diszperzid jelentdsen megvaltozik a borsav koncentracidé novelésével. Ennek
a jelenségnek a megértéséhez a borat koncentracié hatdsat vizsgaltam az SDS-fehérje
komplexek csticsszimmetridjara, 2% €s 10% dextran alapt gélek (koriilbeliil 0,12 M ¢s 0,60 M

gliik6z épitéelemeket tartalmaznak) felhasznalasaval.

A 30. dbran az IgG alegységeinek és a 10 kDa-os belsd standard elvalasztasanak
elektroferogramjai lathatok 2%-os (A panel) és 10%-os (B panel) dextran alapt gélekben, 2-
4% kozotti borsav koncentraciot alkalmazva (a-b vonalak a kiilonbézé borsav koncentrdciok
mellett tortént méréseket jelolik). Az dbra a mAb konnyii (LC, ~25 kDa) és nehéz (HC, ~50
kDa) lancainak, valamint a bels6 standardnak (IS, 10 kDa) megfeleld csticsokat tartalmazza. A
pH-t (7,16) és a glicerin koncentraciot (10% V/V) allando értéken tartottam a kisérleteim ezen

részében.
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30. dabra: A novekvd borsav-koncentrdcio hatdsa a csucsasszimetriara 2 %-os (A panel) és 10 %-0s
dextrdan alapu gélekben. Elektroferogramok: a) 4, b) 3,3, ¢) 2,7 és d) 2% borsav. Csucsok: IS - belsé
standard, LC - omalizumab konnyii linc és HC - omalizumab nehéz lanc.
Az elvalasztas koriilményei: 20 cm effektiv hossz (30 cm total), 50 um ID, BFS kapillaris; alkalmazott
elvdlasztasi fesziiltség: 15 kV; minta injektalasa: 5 kV 20 s; elvdlasztas hémérséklete: 25°C; nyomds a

kapilldris két oldalan: 20 psi; UV detektdldas 214 nm hullaimhosszon. Minta koncentrdcio: 1,57 mg/ml

A 2%-os gélek esetében lathato, hogy a cstucsok nagymértékben frontingosak (Ajge<1),
azaz a borsav koncentracid novelése csokkend csucsszimmetriat eredményezett. A 2.
tablazatban lathatoak az A panelhez tartozd csucsok csucsaszimmetria értékei (Aigw),
valamint a felbontas (Rs), a variancia (o), a latszolagos mobilitas (tapp) €s az effektiv
mobilitas (uerr) értékek. A gélekhez tartozo viszkozitas (n) és EOF (ugor) értékeit is
feltiintettem a tablazatban. Az Osszes mintakomponens latszolagos mobilitasa (uapp) 14-20%-
kal nétt a borsav koncentracio novelésével, az effektiv mobilitasok (uer) — elektroozmotikus
aramléssal (ueor) korrigdlt mobilitdsok — megkozelitdleg azonos mértékben csokkentek.
Tovabba, mig az EOF-mobilitdsok kétszeresére valtoztak a két széls6 boratkoncentracio
kozott, a mintakomponensek effektiv mobilitdsa kevesebb, mint 20%-kal véltozott. Tehat a
hattérelektrolit fiiggd elektroozmotikus daramlds (alacsonyabb EOF magasabb borsav

koncentracional) a 2%D  gélekben jelentésen Dbefolyasolta az oldott anyagok

crer

crer

ennek megfeleléen csokkent.
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6. Tablazat: A mintakomponensek csicsaszimmetria (A10%), lditszolagos (uap) és effektiv (pes)
elektroforetikus mobilitds értékei névekvd borsav koncentracidjiu (%oB) 2%-0s dextran gélekben. A

gélek viszkozitdas (1) és az EOF mobilitdas (ueor) értékeit szinten feltiintettem.

2% dextran 2%B 2,7%B 3,3%B 4%B
Ason(Lo) 0,26 0,25 0,20 0,19
Ason(Ho) 0,46 0,42 0,32 0,30
RS(cHo) 5,80 5,76 4,36 4,02
ot (o) 0,0160 0,0165 0,0179 0,0179
ot o) 0,0254 0,0258 0,0319 0,0326
Happo)(- 10°%) [M?/(V s)] 6,59 6,74 7,43 7,53
Happro)(- 107) [MZ(V 9)] 5,50 5,67 6,46 6,60
petrey (- 10°%) [m?/(V s)] 11,51 10,92 10,27 9,82
Hesrmo) (- 10°%) [m?/(V s)] 10,42 9,85 9,30 8,89
n [mPa s] 10,7 10,9 11,9 12,0
eor (- 10°%) [m(V )] -4,92 -4,18 -2,84 -2,29

A BGE koncentraciojatol fiiggd EOF (alacsonyabb EOF-értékek a magasabb borsav
koncentraciok esetén) jelent6sen Dbefolyasolta a 2% dextrdn alapti gélekben a

crer

mintakomponensek elektromigracidjat, ahogy a 6. tdblazatban is lathatdo. A borsav

crer

crer

ellenarami EOF ¢és a kb. 15%-0S pefr valtozas hatdsara alakultak ki. Ez az emlitett 1atszolagos
mobilitdsnovekedést eredményezte, igy hatdssal van az elektrokinetikus injektalassal
bejuttathaté minta mennyiségre. Feltéve, hogy az Osszes egyéb paraméter valtozatlan marad,
az elektrokinetikus injektalas soran az elvalaszté kapillarisba belépd analit molekulak
mennyiségét befolydsolja a mintakomponensek effektiv mobilitdsa (ueriLc) €S efiHc)) €S az
elektroozmotikus aramlas (ugor). Az EOF iranyatol fiiggéen novelheti (azonos iranyu) vagy
csokkentheti (elleniranyu) a tényleges mintabevitelt. Az elleniranyi EOF hatasa a 2% ¢és 2,7%

borsavat tartalmazo matrixok magasabb EOF-szintjeinél fokozottan nyilvanult meg.
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A 7. tablazatban lathatdak a 31-es dbra B paneljéhez tartozé csticsok adatai, hasonldan
nehéz lanc alegysége csokkend tailinges csticsalakot (A1py=4,31 — 2,06) mutat névekvo borsav
koncentracioval. A cstucsforma valtozasat illetben a konnyl lanc alegység atmenetet mutat az
enyhe tailing (A10%=1,04) és mérsékelt fronting (A10%=0,41) kozott. 10%-os gélek esetében az

EOF mértéke 5-10-szer kisebb, mint a 2% gélekben, illetve a magasabb viszkozitas is jellemzi.

7. Tablazat: A mintakomponensek csicsasszimmetria (A10%), latszolagos (uap) €s effektiv ()
elektroforetikus mobilitas értékei névekvd borsav koncentracioji (%B) 10%-o0s dextrdn gélekben. A

gélek viszkozitas (n) és EOF mobilitas (ueop) értékeit is feltiintettem.

10% dextran 2%B 2,7%B 3,3%B 4%B
Asow(Lo) 1,04 0,80 0,42 0,41
Axow(He) 431 423 2,35 2,06
RS(Lc-He) 11,21 11,43 10,75 11,45
Happio)( 107) [MPI(V 5)] 4,79 4,76 473 4,58
Happiricy (- 10°) [MP/(V 5)] 3,79 3,79 3,81 3,69
petrey (- 10°%) [m?/(V s)] 5,71 5,61 5,13 4,76
pesimo)(- 10°%) [m?/(V s)] 4,71 4,63 4,20 3,87
5 [mPa s] 85,3 94,7 95,9 100,2
seor (- 10°%) [m2(V s)] -0,92 -0,84 -0,39 -0,18

A 10%D/2%B gél esetében az Aigoc)=1,04, amely érték kozel 4ll a tokéletes Gauss
alakhoz, igy ebben az esetben ezen mintakomponens mobilitdsa szoros egyezést mutatott a
hattérelektrolitban 1év6 ko-ionos formakkal. Emelkedé borat koncentracional a mobilitasa
fokozatosan csokkent, ami az enyhe tailingtél mérsékelt frontingot okozott (A10% = 0,41). A
ugyanakkor a felbontasi értékek nem valtoztak sokat, és atlagosan Rs=11,21 (%RSD=2,53)
értéket mutattak (7. tablazat).

Az egy nagysagrenddel kisebb EOF a nagyobb viszkozitasu, 10%-os dextran alapt gélekben
lathatéan nem valtoztatta az elektrokinetikus injektalas soran bejutd minta mennyiséget, azaz
mindegyikben hasonlé csticsmagassag volt megfigyelhetd, szemben a 2%-os gélekkel (25.

abra) ahol ezt szignifikansan befolyésolta.
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A glicerin hatasanak értékeléséhez 2%D/2%B és 10%D /4%B géleket készitettem 0, 2, 4,
6, 8 és 10% (VIV) végsé glicerin koncentraciokkal. A kapott elektroferogrammokat, illetve
azok analizisét hasonlé mdédon végeztem, mint a fixen 10% glicerint tartalmaz6 gélek esetében
[93], beleértve annak hatasat a hattérelektrolit pH-jara, és ennek kovetkeztében az
elektroozmotikus aramlasra (EOF), valamint a mintakomponensek elektroforetikus
mobilitasaira és az elektrokinetikus injektalas teljesitményére. Glicerin hozzaadasa a BGE-hoz
savas pH eltolodast eredményezett a borsav és a glicerin reakcidja soran felszabaduld
protonok miatt, amely hatassal volt az elektrozmotikus aramlasra és a tetrahidroxi-borat alapu
azonos toltésii ionkomplexek vandorlasi sebességére. Az elleniranyu elektrozmotikus aramlas
befolyasolta a mintakomponensek latszolagos elektroforetikus mobilitasat, igy az
elektrokinetikus injektalas hatasossaga az EOF és az effektiv mobilitasok fiiggvénye volt. A
glicerin és a dextran OsszetevOkkel torténd poliol-tetrahidroxi-borat komplexek képzddése
olyan ko-ionokat eredményezett, amelyek esetében az effektiv mobilitas alacsonyabb (akar

------

lathatéan kulcsfontossagu tényezdk voltak az EMD-re gyakorolt hatasban.
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6. Eredmények megbeszélése

6.1 Fizikai és elektrokinetikai paraméterek vizsgalata

A polimertudomanyban kozismert, hogy jelentds valtozas kovetkezik be, amikor egy
linearis szerkezetli polimerbdl térhalosédas kovetkeztében gélszerkezet alakul ki [94]. A
dolgozatom alapjat képezd dextran-borat esetében, ez a jelenség akkor figyelheté meg, amikor
a dextrant (2MDa) borsav oldatban semleges pH értéken feloldjuk, azaz a borsav, mint
keresztkotd anyag, a dextrdn, mint monomer részt vesz a gélszerkezet kialakuldsdban. A
matrix szerkezetében jelentds valtozds megy végbe, ahogyan az 5. és 6. dbra Osszevetésével

megfigyelhetd.

crer

crer

meghataroztam a dextran €s borsav koncentraciok peremértékeit 50 pm atmérdji, 30 cm teljes
hossziisagu (20 cm effektiv hossz) kapillaris alkalmazasa esetén, figyelembe véve a gél
viszkozitasat, vezetOkeépességét a konnyl kezelhetdség szempontjabol.

10% dextran koncentracio felett, a novekvd viszkozitds nem teszi lehetdvé a megfeleld
gélcserét a keskeny atmérdjli kapillarisban, figyelembe véve a mérdmiiszer nyomashatarait.
2% koncentraci6 alatt a molekulasziiré képesség jelentésen csokkent a vizsgalt 20 — 225 kDa

tartomanyban.

A magasabb >4% borsav koncentracié esetén az alkalmazott 500 V/cm térerdsség és
30 cm oszlophossz mellett jelentdsen megndt az elektromos aramerdsség, amely nemkivanatos
Joule-h6 képzddést eredményez. 2% borsav koncentracio alatt, az elemzési id6 jelentésen
megn6tt az ellenirdnyt EOF novekedése miatt. Ennek kovetkeztében a kisérleteimhez 2-10%

dextran (D) és 2-4% borsav (B) koncentracio tartomanyokba esé géleket hasznaltam.

Ezt kovetdéen koncentracié sorozat feldllitasaval 16 kiilonbozd Osszetételi gélt
valasztottam, melyeket a kisérleteimhez felhasznéltam, ezek 10, 7,5, 5 és 2 % dextrant
valamint 4, 3,3, 2,7 és 2% borsavat tartalmaztak. Ezen gélek esetében meghataroztam néhany
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fontos fizikai és elektrokinetikus paramétert, mint példaul viszkozitas, elektroozmotikus
aramlés és aramerdsség, melyek a fent emlitett koncentracio hatarértékek meghatirozasahoz is

sziikségesek voltak.

A 10%D/4%B gélnek volt a legnagyobb a viszkozitasa (12. dbra), 100 [mPa s],
valoszintileg a 1:2 borat:dextran kotések (7. dbra) nagy szama miatt, melyek térhalositjak a
dextran matrixot. Kevesebb borsav (10%D/2%B) hasznalataval csokkent a térhalosodas, ami
alacsonyabb viszkozitasu gélt eredményezett. A dextran koncentraciot alacsony szinten tartva
(2%) a borsav mennyiségének emelésével, a viszkozitas nétt (10,7-12 [mPa s]), de még igy is
csaknem 10-szer alacsonyabb volt, mint a 10% dextran tartalmt gélek esetében. A 2%
nagyaranyu képzddését eredményezik, kiilondsen a legalacsonyabb borat koncentracional.
Ezzel szemben a megnovelt mennyiségli (4%) borattal az alacsony dextran tartalmu gélekben
az 1:1 kotések szama nd, ami ndveli a toltéssiirliséget a nem keresztkotott dextran szalak
esetében, és a lancon beliili negativ t6ltési adduktok taszitjadk egymast, amely egy kevésbé
rendezett ¢és lazabb szerkezetli polimer matrix Iétrejottéhez vezet (megndvekedett

konfiguracids entropia) [95].

A dextran-borsav alapu gélek alkalmazasandl nem bevont falu kapillarisokat
alkalmaztam, ezért fontos volt az EOF meghatarozasa a gélekben. A dextran-borat gélek
esetében katod iranya EOF altal generalt folyadékaramlas jon létre, igy lassitva a negativ
kisérleteim soran  peff meghatarozasdhoz (lasd 3.7.1 Elektroforetikus mobilitas
meghatarozasa). EOF nélkiil az sszes oldott molekula gyorsabban vandorolt volna. A toltott
gélmatrix vandorlasa az alkalmazott elektromos tér alatt jelentéktelen volt, igy azt nem vettem
figyelembe. Az EOF mobilitasok csdkkend tendenciat mutatnak a névekvd dextran (ndvekvo
viszkozitas) és borsav (novekvO ionerdsség és keresztkotés képzddés) koncentracioval (13.
abra). Ebbol kovetkezik, hogy a 10%D/4%B gél készitmény esetében volt a legalacsonyabb
az EOF, koszonhetden a nagy viszkozitdsnak és ionerdsségnek, illetve ennek megfeleléen a

2%D/2%B formula esetében mértem a legnagyobb az EOF aramlast.
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Masik fontos fizikai paraméter, amely meghatdrozasra keriilt 500 V/cm elektromos
térerdsség mellett az dramerdsség volt. Egyértelmiien magasabb dramerdsséget mértem a 4%
borsav tartalmi géleknél szemben a 2% borsav sszetételli gélekkel (14. abra). A legnagyobb
aramerdsség az alacsony dextrdn/magas borsav 0Osszetételi (2%D/4%B) gélnél volt
megfigyelhetd, feltételezhetden a dextran-borat komplexképzddés soran felszabaduld protonok

cyey

10%D/2%B gélben mértem.

6.2 Fehérjék homérséklet-fiiggo elektromigracidja

A natrium-dodecil-szulfat kapillaris gél elektroforézis rutinszeriien alkalmazott modszer
a terdpids fehérjék gyartasi folyamata soran, beleértve a termékjellemzést, a
stabilitasvizsgalatot és sarzs felszabaditast. Az SDS-CGE moédszer a hagyomanyos
monoklonalis antitestek esetében lehetové teszi a fehérjét alkotd alegységek szamanak
meghatdrozasat, elvalaszthatd vele a konnyt lanc, a glikozilalt és nem glikozilalt nehéz lanc.
Azonban vannak olyan 0j tipusu terapias fehérjemolekulak, amelyek analiziséhez a modszer
optimalizalasa sziikséges, példaul bispecifikus antitestek esetében, amelyek két kiillonb6zd
konnyii lancot tartalmaznak melyek nem valaszthatoak el megfelelden az altalanosan hasznalt

modszerek alkalmazasaval.

A kapillaris hémérsékletének hatasat vizsgaltam az SDS-fehérje komplexek
elvalasztasara az aktivalasi energia igény koncepcion keresztiil. Eldszor egy fehérjelétra
elvalasztasat vizsgaltam (/5. dbra Fehérje létra SDS-CGE elvdlasztisa kiilonbozd
hémérsékleteken), hogy megértsem az SDS-fehérje komplexek homérsékletfiiggd
keverékre (16. abra Teszt fehérje keverék SDS-CGE elvdlasztisa kiilonbozd homérsékleteken)
azzal a céllal, hogy optimalizaljam a hdmérsékletet a lehetd legmagasabb felbontés elérése
érdekében. Az SDS-protein komplexek migracios viselkedésének jobb megértése érdekében a
folyamatosan tor6 / helyrealld dextran-borat géllel, a mobilitas és a molekulatomeg kozotti

Osszefliggést is vizsgaltam.

78



Eredményeim alapjén arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy izoterm kortilmények kozott
az SDS-protein komplexek elektroforetikus mobilitasa a molekulatomeg -1/6-ik hatvanyaval
aranyos, (23. egyenlet), ami elektromigraciojuk soran hengeres molekula alak felvételére utal.
Ezzel a modszerrel kalibracids egyenesek vehetok fel €s becsiilhetd egy ismeretlen tomegi

fehérje molekulatomege.

u=consty-Q-M,"® - e Ea/RT (58)

ahol # a mobilitéds, consta a konstansok dsszegzése, O az SDS-fehérje komplex netto toltése,
MW a molekulatomeg, E, az aktivalasi energia, R az egyetemes gazallando és T az abszolut

homeérséklet.

A logaritmikus elektroforetikus mobilitdst abrazolva az abszolit hdomérséklet
reciprokanak fliggvényében meghataroztam a fehérjék aktivalasi energiaigényét is. Az E, a
fehérje létra esetében, konvex csokkend tulajdonsagot mutatott (17. dbra B panel), a
molekulatdomeg novekedésével. Ez a jol meghatarozott valtozas a mintakomponensek nagyon
hasonlé molekula jellemzdiknek koszonhetd, melyek ugyanolyan polipeptid blokkokbol
épiilnek fel ¢€s nem tartalmaznak poszttranszlacios fehérjemodositasokat. Emellett
befolyasolhatja a borat-térhalositott dextran matrixképzodés milliszekundumos élettartama
[39] is a konvex csokkend aktivalasi energia igényt a molekulatomeg novekedésével. A
felbontas az egymast kovetd csucsok kozott a teljes mérettartomanyban hasonloéan valtozott

(16. dabra jobb felsé sarok), valdsziniileg szintén ezen fehérjék hasonlo karakterisztikaja miatt.

Fontos megjegyezni, hogy a hdomérséklet emelkedésével a novekvd diffazid is
hozzéjéarul a felbontas csokkenéséhez. Az aktivalasi energiaigény szerepét illetden Dovichi és
munkatdrsai hasonlo jelenséget figyeltek meg a dsDNS fragmensek elvalasztasa soran [96].
Feltételezem, hogy az elvalasztas sordn torzulnia kell a gélszerkezetnek, ahhoz, hogy lehetévé
valjon az erésen negativ toltésti nagyméreti SDS-fehérje komplexek migracidja.
Feltételezésem szerint a konvex tipus ndovekvd molekulatomeggel jaré E, csokkenést

befolyasolja a borattal térhaldsitott dextrdn matrix képzddésének nagyon rovid, néhany
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miliszekundumos élettartama. A dextranldncok kozott a keresztkotések folyamatosan
megszakadnak ¢és ujjaéplilnek, igy a nagyméreti molekulak athaladasa miatt torzult szerkezet

konnyen helyreall.

Az bioterapias fehérje mintakeverék komponenseinek E, igényben (/5.dbra B panel)
nem volt megfigyelheté semmilyen szabalyszeriiség, szemben a standard fehérjelétraval.
Ezeknek a fehérje molekuldknak jelentésen eltér a polipeptid szekvencidja, mas-mas
poszttranszlaciés moddosulassal rendelkeznek, amelyek eltéré és eldore nem josolhatdé Eg-t

igényelnek a gélmatrixon keresztiil torténd elektromigracidjukhoz.

6.3 Fehérjék elektromigracojanak vizsgalata Ferguson modszerrel

A fehérje 1étra Ferguson analizise soran a csucsok molekulatomegének fiiggvényében
abrazolt migraciés idok nem linedris, konkdv gorbét eredményeztek. A vonal gorbiilete a
molekulatomeg novekedésével, illetve a dextran koncentracid novekedésével nott. A gorbiilet
2% borsav mellett még inkabb hangsulyozott volt. Jelen helyzetben kijelenthetd, hogy a
fehérje létra esetében a toltés slirliség és a molekula alakja a kiilonb6zé molekulatomegii
cstcsok esetében hasonld, annak eredményeként, hogy hasonld polipeptid blokkokbdl épiilnek
fel és nem tartalmaznak poszttranszlaciés modositasokat. Ezért a 20. abran (2% borsav)
megfigyelhetdé gorbék minden valdszinliség szerint a tranziens gél szerkezet
(milliszekundumos tartoményban folyamatosan tord/helyredlld gélszerkezet) valtozasat
tikkrozik egy adott dextran koncentracio tartomanyban. Alacsonyabb borsav (2%) tartalom
esetén nagyobb mértékben képzddnek lanckozi kotések (2:1). 7,5% dextran tartalom koriil a
borsav ionok nagy része keresztkotést alkot, emiatt nincs tovabbi szignifikdns gorbiilet
valtozas a 10 % gél esetében. 4% bodrsav tartalom esetében, azonban még mindig elegendd
mennyiségli borsav van az oldatban, ahhoz, hogy a dextrdn tartalmat 10%-ra ndvelve,
novekedjen a dextran lancok kozotti keresztkotések szama, ezzel tovabb csokkentve a gél
poérusméretét, amelyet az SDS-fehérje 1étra effektiv elektroforetikus mobilitasanak csokkenése
is alatdmaszt. Tehat a dextrdn lancok kozotti kotések szdma, igy a térhalosodas mértéke

nagyobb dextran koncentracio mellett 4% boérsav esetén nagyobb, mint alacsonyabb, 2%
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borsav tartalom mellett. Tovabba alacsonyabb dextran €s magasabb borsavkoncentracioknal
tobb a 1:1 aranyu dextran/borat addukt képzddik, ami a lancok negativ toltése kdvetkeztében
fellépd taszitasnak koszonhetéen még nagyobb porusméretet eredményez. A dextran-borat
kotések folyamatos képzddése €s felszakadasa miatt feltételezhetd, hogy elektromigraciojuk
soran az SDS-fehérje komplexek torzitjdk a gélmatrixot ami valtoz6 pérusmérethez vezethet.
Ezen hatas feltételezhetéen a 225 kDa fehérje esetében a legnagyobb. A 2% bdrsav tartalmu
gélek esetében a kevesebb keresztkotés eredményeként a torzulds jelentésebb, mint a 4%
borsav tartalmu géleknél, ami nagyobb méretii gorbiiletet okoz, ahogyan az az 20. dbrdn is
lathatd. Fontos megjegyezni, hogy a nagy viszkozitas kiilonbségek is befolyasoljak a 2%
(10,7-12 Pa's kozott novekedik a borsav koncentracid emelésével) és 10% dextran tartalmu
gélek (85-100 Pa-s kozott emelkedik a borsav koncentracié emelésével) esetében a kapott
elektroforetikus mobilitasokat. A nemlinearis Ferguson diagramok azt mutatjak, hogy a
dextran/borat gél dinamikus szerkezeti valtozasokon megy keresztiil, amikor az SDS-fehérjék
a matrixon keresztlil vandorolnak. A szerkezeti valtozasok mértékét befolydsolja a gél

Osszetétel €s a minta fehérjék mérete.

Az 22. abradn lathatd elvalasztasok jol tiikkrozik a molekulasziirés és az EOF kiilonbségek
10%D/4%B gél esetében nagyon jo a molekulasziirGhatas, a 10%D/2%B gél esetében a
legszélesebb a migracids ablak, melyhez jobb felbontas is parosul. A 10%D/4%B gél esetében
az EOF értéke 2,55-10%°, mig a 10%D/2%B gél esetében 2,77-10°. Az elleniranyt EOF bar
hatast valt ki mintha hosszabb kapillarist hasznalnank az elvalasztashoz. Ezen gélek
viszkozitasa majdnem azonos, de az EOF csaknem kétszer magasabb a 2% borsav tartalmu
gélben, szemben a 4% borsav tartalmu géllel. Nagyobb borsav tartalom mellett 2%D esetén a
nagyobb gél porusméret jellemzd. Ennek a két jellemzOnek kdszonhetd, hogy a 2%D/4%B gél
esetében gyorsabban migralnak a fehérjék, mint a 2%D/2%B gélben. Az elvalasztasi sebesség
viszkozitasuk 10-szer alacsonyabb, mint a magas dextran tartalmt géleknek, figyelembe véve
az elektroforetikus mobilitds és a viszkozitds kozotti Osszefiiggést. Az eredményekbdl

kovetkezik, hogy a viszkozitds és az EOF valtoztatdsdval, ami a borsav és dextran
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koncentracio fiiggvénye, az SDS-CGE elvéalasztdsi modszer elvélasztoképessége
finomhangolhat6. A 10%D/4%B gél mutatta a legjobb altalanos képességet (jo felbontas de
nem tal hosszu elvalasztasi id6), igy jo kiindulasi gélosszetételt jelentett kisérlettervezés soran.
A kiilonféle monomer/keresztk6té koncentracid arany( gélek széles alapot kinalnak az
elvalasztas optimalizaldsdhoz és a hatékonyabb kivalasztdsdhoz a konkrét elvalasztasi

problématol fiiggden.

Mivel a borattal térhalositott dextran gélek lehet6évé teszik az SDS-fehérje komplexek
méretalapu  kapillaris elektroforézis elvalasztasat, munkam kovetkezé 1épéseben mas
megkozelitést alkalmazva azt vizsgaltam, hogy a borat és dextran koncentraci6é aranya hogyan
hat a molekulasziir6 hatasra a fehérjelétra és egy nagymértékben glikozilalt terapias fizios
fehérje, az etanercept SDS-CGE vizsgalata soran. 16 kiilonb6zd Osszetételli dextran-borat
gélben hajtottam végre az elvalasztasokat (24. dbra) amelyek 10, 7,5, 5 és 2% dextrant
valamint 4, 3,3, 2,7 és 2% borsavat tartalmaztak, és analizaltam a kapott eredményeket. 3D
Ferguson diagramokat készitettem (25. és 26. dabra) annak érdekében, hogy megértsem az
oldott molekuldk migracios viselkedését. A diagramokat az etanercept analiziséhez optimalis
gél Osszetétel meghatarozasahoz hasznaltam. Kg diagramok (27. dbra) segitségével becsiiltem

meg a fehérje molekulatomegét.

Adott borat koncentracid esetén az elvalasztdsi id0 a dextran koncentracio
csokkenésével csokkent, azonban még mindig alapvonali elvalasztast eredményezett. Adott
dextran koncentracié esetén a borat koncentracio valtoztatdsanak sokkal kisebb hatdsa volt a
migracios idokre. Feltehetden ez a viszkozitas és az EOF kozotti kdlcsonhatdsnak kdszonhetd,
mivel ezeket nagymértékben befolyasolja a gél e két f6 komponensének mennyisége (ldasd 4.1

Fizikai és elektrokinetikai paraméterek).

A 3D Ferguson diagramok lehetévé teszik az elvalasztott SDS-fehérje komplexek
migracios viselkedésének gyors felmérését a dextran-borat koncentracio fiiggvényében. Ezért
ez a megkozelités segithet kivalasztani a megfeleld Osszetételii gélt egy adott fehérjekeverék
esetében, melynek elvalasztasa esetleg nem megfelelé a standard Osszetételi gélben

(10%D/4%B).
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Ezt kovetden abrazoltam a hagyomanyos valamint a nem N-glikozilalt etanercept
alegységparokra adott szelektivitast a borat és dextran koncentracio fiiggvényében, ami a
2%D/2%B tartalmi gélben volt a legjobb. Az ismert molekulatomegii fehérjelétrat
standardként futtatva, kalibracidos gorbét vettem fel. Ennek alapjan nem volt megfeleld az
etanercept molekulasulydnak meghatarozésa. A kapott eredmény nagymértékben eltért az
irodalmi adatok szerint elvarttol, ezért a Ferguson modszerrel kapott adatokat felhasznalva a
retardacios koefficienst (Kgr) abrazoltam a molekulatomeg logaritmusanak fliggvényében,
mely pontosabb meghatarozast tett lehetévé. Ezek a molekulatomeg értékek szignifikansan
kozelebb alltak a 75 kDa és ~70 kDa irodalmi értékekhez, mint amit az elektroferogramok
tiikkroztek (100 és 150 kDa).

6.4 A monomer és Kkeresztkotd agens aranyanak hatiasa az elvalasztas

szelektivitasara

A monomer (dextran) és keresztkotd (borat) ardny hatasat vizsgaltam az elvélasztas
szelektivitasa szempontjabol, ahol egy monoklondlis antitest redukalt alegységeit és annak
intakt formdjat véalasztottam el. Kidolgoztam egy retencids modellt, hogy jobban megértsem a
nem glikozilalt és glikozilalt nehéz lancok kozotti elvalasztasi szelektivitast, kihaszndlva a
dextran-borat adduktok és a terapids antitest glikan lanca kozotti kolcsonhatast. A
dextran/boréat ardny hatassal van az analizis iddre, és befolyasolja a ngHC és HC kozott a
szelektivitast, azonban nincs hatassal a monoklonalis antitest glikozilalt és nem glikozilalt
intakt formainak elvalasztisara. A dextran €s bodrsav koncentracid fiiggvényében abrazolt
szelektivitas értékek diagramjai egyszerli elvalasztasi optimalizalasi lehetdséget kindlnak, az

adott elvalasztasi problémara.

A nem glikozilalt nehézlanc €és a normal (glikozilalt) nehézlanc kozotti elvalasztasi
szelektivitast kiilonb6z6 monomer/keresztk6td (dextran/boérsav) aranyu gélek alkalmazasaval
vizsgéltam. A magas monomer/keresztkotd tipustt gélben kevesebb szabad lanckozotti
dextran-borat adduktra lehet szamitani, mint az alacsony monomer/keresztk6td tartalmu

gélben, azaz tobb dextran-borat-glikan komplexképzddésre.
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A 10%D/4%B tartalmi gélben a monomer/keresztkotd arany 2,5 volt, a 2%D/2%B gélben
esetében pedig egységnyi. Ezért szignifikansan magasabb a 2%D/2%B gélben az 1:1 aranyu
dextran-borat adduktok képzddése (6. dabra), mig a 10%D/4%B gélben a lanckozotti (1:2)
kotések szama nagyobb. Kovetkezésképpen a 2% D/2%B 0Osszetételli gél tobb nyitott
kotohellyel rendelkezett, amivel komplexalni tudott a glikozilalt nehézlanc szénhidratrészével,
ami nagyobb mértékii retardaciét eredményezett. A bevezetett elméleti levezetés, szerint a
legjobb elvalasztas akkor érhetd el, amikor a szabad glikozilalt nehézlanc mozgékonysaga
sokkal nagyobb volt, mint a komplexalté (uHcf > upc’), mivel ez utdbbi esetben a kotott
fehérje gyakorlatilag nem mozdult el. Fontos megjegyezni, hogy az omalizumab
szénhidratlanca valtozatos, reprezentativ a legtobb glikanrész tekintetében, amelyet mas
legtobb készitményben néttek a latszolagos szelektivitasi értékek az omalizumab konnyt lanca
¢s a nem glikozilalt nehézlanc kozott (30. abra A panel), ami a nagyobb keresztkotésnek (1:2
dextran/borat komplexképzodés) és a gél egyidejlileg novekvé molekulasziiré hatasanak
koszonhetd. Helyi szelektivitasi maximum volt figyelhetd meg az alacsonyabb térhalositot
tartalmazo, 2,0 és 2,7%-os borsav tartalmta, 7,5%-o0s dextran monomerrel rendelkezd
formulaknal, azaz ez a megkdzelités konnyen alkalmazhatdo a gél Osszetételének
viszont alacsonyabb a értékeket eredményezett, valosziniileg a noévekvé szamua 1:1
dextran/borat komplexképzddés okozta taszitd hatds és az ezzel parhuzamosan csdkkend

molekulasziird hatds kovetkeztében, amelyet a pérusméret ndvekedése okoz.

Ezzel ellentétes hatas figyelhetd meg a 30. dbra B paneljan, amely a mAb nem glikozilalt
nehézlanca és glikozilalt nehézlanca kozotti szelektivitas-valtozasokat mutatja. Ennél a
cstcsparnal a legmagasabb a értéket a 2%D/2%B tartalmt gélnél szamoltam, amely esetben a
legalacsonyabb a koncentracidja mindkét Osszetevonek. A monomer vagy a térhaldsitd

crer

koncentraciojanak ndvelése egyarant a  szelektivitas csOkkenését eredményezte.

crer

1:2 tipusu komplexképzddésben, azaz csokken a glikozildlt nehézlanc szénhidrat-részével
komplexet képezni képes 1:1-es rendelkezésre all6 adduktok szama. A borsav novekvo

mennyisége a hattérelektrolitban ezzel szemben novelte a borat-glikoprotein addukt képzddést,
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kovetkezésképpen csokkentette az 1:1 dextran/borat helyekkel valé komplexképzodési
lehetdséget. Ezenkiviil a negativ toltésti borat-glikdn adduktok taszitottdk a negativ toltésii
dextran/borat adduktokat. A 24. egyenletet figyelembe véve az amw-nek nagyobb szerepe
volt az LC és az ngHC elvalasztasanal kapott latszolagos a értékben, mig az ac az ngHC és a

HC fragmentumok kozotti szelektivitasban érvényestilt.

6.5 Elektromigracios diszperzié (EMD)

Munkdm sordn vizsgaltam a fehérjék elektromigracids diszperzidjat borattal térhalositott
megnovekedett frontképzddést figyeltem meg az omalizumab terapids mAb nehéz és konnyt
lanca esetében. Magas dextran koncentracié (10%D) esetében viszont csokkent a tailinget
tapasztaltam a HC esetében, de az LC esetében viszont ndvekedett a fronting mértéke. A
glicerin hozzaadasa a hattérelektrolit oldathoz savas pH eltolodast okozott (37. egyenlet), ami
befolyasolta az elektroozmotikus aramlést, igy a tetrahidroxiborat alapu ko-ionos vegytiletek
mobilitdsat. Az elektroozmotikus aramlds (EOF) befolyasolta a mintakomponensek —
omalizumab LC ¢és HC — effektiv elektroforetikus mobilitasait, illetve az elektrokinetikus
injektalassal bevitt minta mennyiségét. Semleges pH-n a borsav gyenge disszociacidja mellett
a gél-puffer rendszer poliol-tetraborat komplexek képz6dése a glicerinnel és a dextrannal
alacsonyabb ¢€s az utobbi esetben még nulla effektiv mobilitast is eredményezett bizonyos ko-
ionokra. Mindezek lathatdoan az elektomigracios diszperzié kialakuldsanak valamint
mértékének kulcsfontossagu tényezdi. Ennek kovetkeztében feltételezem, hogy a
monoklonalis antitest konnyll és nehézlanc fragmenseinek csucsasszimetria értékei az SDS-
CGE sordn az emelt boridt koncentracidé mellet az aldbbi véltozasok eredményének
kombinéciodja: 1) az ionerdsség és a pH értéke altal befolyasolt elektroozmotikus aramlas, 2) a
pH fliggd disszociacid, 3) a kiilonbozé mértékben képzddd borat-glicerin és —dextran
adduktok csokkentik és/vagy megallitjak az elektroforetikus migraciot és 4) a térhalosodas

mértékétdl fliggd porusméret (molekulaszlird képesség).

A cstcsok alakjanak javitasa és ezen keresztiil a felbontoképesség novelése érdekében

a kapillaris gélelektroforézis soran az elektromigracidos diszperzidt csokkenteni kell. Ez
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elérhetd a megfeleld puffer-ko-ion  komponens tipusanak és koncentracidjanak
megvalasztasaval, tgyhogy az illeszkedjen a vizsgalt mintamolekuldk mobilitasahoz. A
haromszog tipusu torzuldsok elkeriilése érdekében figyelembe kell venni, hogy a borattal
térhalositott dextran gélt hasznalé SDS-CGE rendszerekben a borsavnak kettds szerepe van:
illesztése nélkiilozhetetlen a csticsalak torzuldsok elkeriilése érdekében. Az SDS-CGE soran
az LC csucs esetében, figyelembe véve a detektalhatosdgat (azaz csucsmagassagot) a legjobb
csticsalakot (Aigw, = 1) a 10%D/2%B gél eredményezte. A nagyobb molekulatomegii HC

esetében a 10%D/4%B koncentracio bizonyult a legeredményesebbnek.

Kijelenthetd, hogy az LC ¢és HC fragmensek borat koncentraciotol fiiggd aszimmetria
értékei feltartak a ko-ion koncentracio-gradiens altal kozvetitett tranziens mobilitas
illeszkedésének lehet6ségét SDS-CGE-ben. Ezért az ez iranya optimalizacio tamogathatja a
kiilonb6z6 méreti mintakomponensek és a ko-ionos BGE tipusok mobilitasa kozotti
elfogadhatd harmonizaciot, 0j perspektivat kinalva tobb elvalasztandd molekula
csicsszimmetriajanak javitasara egy futtatason beliil. S6t, megfigyeltem, hogy a valtozé borat
koncentracié a molekulaszliré matrix térhalosodasi szintjének valtozasat is eredményezi, igy
lehetdséget nyujthat tovabbi kisérletek végrehajtasaval a régdta keresett kapillaris gradiens

gélelektroforézis megvalositasahoz.
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7. Osszefoglalas

crer

cres

vizsgaltam kiilonb6z6é mérési paraméterekkel, illetve Osszetételii elvalasztdo pufferben

kapillaris elektroforézis késziilékkel, UV detektalast alkalmazva.

Els6 1épésben meghatdroztam az alkalmazhaté alsé ¢és felsé borsav és dextran
peremkoncentraciokat, figyelembe véve a gél egyszerii cseréjét a kapillarisban, a viszkozitast,,
illetve a vezet6képességet. Ezt kdvetben meghataroztam a gélek viszkozitasat, az elvalasztas
aramerdsségét ¢és a kialakulo elektroozmotikus dramlést, amelyek megszabjak az elvalasztasi
profilt, ennek kapcsan nélkiilozhetetlenck az SDS-fehérje komplexek migracios

viselkedésének megértéséhez a dextran-borsav keresztkotott gélben.

Az elvélasztas hatékonysaganak novelésében korabbi tanulmanyok szerint fontos szerepet
jatszik a megfelelé hémérséklet megvalasztasa is. Ennek tiikrében Arrhenius diagramok
segitségével vizsgaltam a fehérjék elvalasztdsanak homérséklet fliggését illetve, az elvalasztas
aktivalasi energia (E,) igényét. A gélek, illetve mérési paraméterek tesztelése kiilonbozo
terapias antitestek - monoklonalis antitest, bispecifius mAB, nanobodyk — elvalasztasaval és
karakterizalasdval valosult meg. A kapott eredmények aldtdmasztjdk a sikeres

modszerfejlesztést, optimalizalast.

A gél alapvetd sziroképességének vizsgalatdhoz 2,0, 5,0, 7,5 és 10,0% 2 milli6
molekulatomegli dextran (D) monomert és 2,0, 2,7, 3,3 ¢és 4,0% borat (B) térhalositd agenst
tartalmazo kémiai géleket készitettem melyekkel egy 20-225 kDa tartomanyt feldleld fehérje
létra komponenseit valamint egy terapias monoklonalis antitest alegységeit és intakt formajat,

illetve egy fuzids fehérjét valasztottam el kapillaris elektroforézissel.

A migracids tulajdonsagok tovabbi tanulmdnyozasahoz a Ferguson modszert
alkalmaztam, mely segithet a megfeleld Osszetételti gélt kivalasztani egy adott fehérjekeverék
esetében. A kapott elektroferogramokat ugy értékeltem ki, hogy részletes informéaciot nyerjek

az elvélasztasok teljesitményét illetden, mint példaul elméleti tanyérszam, felbontas és
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szelektivitasi tényez0 meghatdrozdsa. A 3D Ferguson &brazolds bevezetésével egyszerlien
értékelni lehet az elvélasztott fehérjemolekula migracios tulajdonsagait kiillonb6z6 monomer
és térhalositdé koncentracio mellett, igy a megfeleld Osszetételt kivalasztani adott
fehérjekeverék esetében. Kisérleteim sordan vizsgaltam, hogy a borsav és dextran aranya
hogyan hat az elvalasztas szelektivitasara. Kidolgoztam egy retencios modellt a glikozilalt és
nem glikozilalt nehézlancok kozotti szelektivitas jobb megértése érdekében, figyelembe véve
a dextran-borat adduktok kolcsonhatasat a fehérjén 1€vé komplex cukrokkal. A dextran-borat-
glikoprotein komplexképzddés alacsonyabb monomer/térhaldsitd koncentracié mellett fokozta
a felbontast az antitest glikozilalt és nem glikozilalt nehézlanca kozott. Az eredmények
ismeretében, olyan Osszetételti géleket lehet fejleszteni, amelyek a nagymértékben glikozilalt

1j modalitasa terapias fehérjék elvalasztastechnikai kihivasaban is segithetnek.

A csokkend felbontds és csucs kapacitas egyre nagyobb problémakat okoz az j tipust
terapias fehérjék elektroforetikus elvalasztasanal, amihez az elektromigracios diszperzié révén
kialakul6d csokkend csucsalak (tailing és fronting hatas) is hozzéjarul. Az elektromigracios
diszperzio6 vizsgalatara irdnyuld kisérleteim alatamasztottdk, hogy a cstcsok alakjanak javitasa
érdekében a kapillaris gélelektroforézis soran az elektromigracios diszperziot csokkenteni kell.
Ez elérhetd6 a megfeleld puffer-ko-ion komponens tipusdnak és koncentracidjanak
megvalasztasaval ugy, hogy az illeszkedjen a vizsgalt mintamolekuldk mobilitdsdhoz. A
haromszog tipusu torzulasok elkeriilése érdekében figyelembe kell venni, hogy a borattal
térhalositott dextran gélt hasznalo SDS-CGE rendszerekben a borsavnak kettds szerepe van:

SDS-fehérje komplexxel azonos toltésii ion és részt vesz a molekulaszird térhald

kialakitasaban is.
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Summary

In my PhD work 1 investigated the electromigration properties of SDS-protein
complexes in borate cross-linked dextran gels. | analyzed the electrophoretic migration of
reduced and intact therapeutic proteins with different separation parameters and gel and buffer

composition using capillary electrophoresis with UV detection.

In the first step, | determined the applicable lower and upper boric acid and dextran
boundary concentrations, taking into account the ease of gel exchange in the capillary, the
viscosity, and the conductivity. Subsequently, | determined the viscosity of the gels, the
separation current and the resulting electroosmotic flow, which all influence the separation
profile, essential in this context for understanding the migration behavior of SDS-protein
complexes in dextran-borate crosslinked gels. Previous studies have also shown that the
choice of the appropriate temperature plays an important role in enhancing the resolution of
the separation. In view of this, Arrhenius plots were used to investigate the temperature
dependence of protein separation and the activation energy (E;) requirement for the separation.
The gels and the measurement parameters were tested by separating and characterizing
different therapeutic proteins - monoclonal antibody, bispecific mAB and nanobodies. The
results obtained supported the successful method development and separation optimization. To
investigate the basic screening ability of the borate crosslinked dextran gels, 2.0, 5.0, 7.5 and
10.0% 2 million molecular weight dextran (D) monomer and 2.0, 2.7, 3.3 and 4.0% borate (B)
cross-linking agent were prepared to separate the protein ladder units in the range 20-225 kDa
and the subunits and intact forms of a therapeutic monoclonal antibody and a fusion protein
chains by SDS-CGE.

To further study the migration properties, | used the Ferguson method, which can help
to select the appropriate gel composition for a given protein mixture. The obtained
electrophorograms were evaluated to attain detailed information on the performance of the
separations, such as theoretical plate number, resolution and selectivity factor determination.
By introducing the 3D Ferguson plot concept, it was easy to evaluate the migration properties
of the separated protein molecules at different monomer and cross-linker concentrations, so

that the appropriate composition can be selected for a given protein mixture. In my
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experiments, | investigated how the boric acid to dextran ratio affects the selectivity of the
separation. | have developed a retention model to better understand the selectivity between
glycosylated and non-glycosylated heavy chains, taking into account the interaction of
dextran-borate adducts with the complex sugars on the protein. Dextran-borate-glycoprotein
complexation at lower monomer/crosslinker concentrations enhanced the resolution between
the glycosylated and non-glycosylated heavy chains of the antibody. In light of these results,
SDS gel formulations can be developed that may also help to address the challenge of

separating highly glycosylated new modality therapeutic proteins.

Decreasing resolution and peak capacity are becoming increasingly problematic for the
separation of new types of therapeutic proteins possibly due to the reduced peak shape
symmetry (tailing and fronting effect). My results by investigating the electromigration
dispersion have confirmed the need to reduce this effect during capillary gel electrophoresis to
improve peak shape. This can be achieved by choosing the right type and concentration of
buffer co-ion component to match the mobility of the sample molecules under investigation. In
order to avoid triangular distortions, it should be considered that in SDS-CGE systems using
borate-cross-linked dextran gels, the boric acid has a dual role: it is a co-ion with the same
charge as the SDS-protein complex and also participates in the formation of the molecular

sieve as a crosslinker.
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