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1. Bevezetés és célkitiizések

A 10 napjainkban legnagyobb piaci ardnnyal rendelkezd gyogyszeripari termék koziil nyolc
valamilyen bioterapids fehérjekészitmény. Az optimalizalt kezelés érdekében a hagyomanyos
kis molekulatomegli gyogyszeres terapidk kiegészithetok vagy helyettesithetok terapias
fehérjékkel, mint példaul monoklonalis antitestek és fuzidés 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 késobb felvaltottak a hidrofil
linearis polimer matrixok. Manapsag a gyogyszeriparban tobbnyire borat ionnal reverzibilisen
térhalositott dextran gélt alkalmaznak fehérjék nagy felbontdsu, méret szerinti elvalasztasara,
mely szabvany modszernek is tekinthetd.

A bioterapias fehérjék novekvd szama miatt, egyre nagyobb sziikség 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 reverzibilisen térhalositott dextran matrixot alkalmaz elvalaszto
kozegként, egy nagy hatékonysagu bioanalitikai moddszer, gyors elemzési idOvel és kis
mennyiségli mintaigénnyel, igy kivaloan alkalmazhatdé terapias fehérjék hatékony
jellemzésére.

Célom a moédszer optimalizalasa a hatékonyabb elvalasztds érdekében, tobbek kozott annak
vizsgalatara, hogy a mérési paraméterek (pl. hdmérséklet) és az elvalaszto kozeg Osszetétele
(pl. borsav, dextran koncentracio), hogyan hat a terapids fehérjék kvalitativ analizisére.
Munkém sordn a dextran-borat keresztkdtés mechanizmusénak vizsgalata kiilonds hangsulyt
kapott. A monomer (dextrdn) és a térhalositd (borat) koncentracié valtozas hatdsat

tanulmanyoztam fehérje standardok €s antitest mintadk SDS-CGE elvalasztasa esetén. A hattér
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elektrolitok esetében meghatdroztam az elvalasztdas szempontjabol fontos fizikai és
elektrokinetikus paramétereket, mint példaul a viszkozitast és az elektroozmotikus aramlast.
A migracios tulajdonsagok behatobb tanulméanyozasahoz a Ferguson moédszert alkalmaztam,
mely segithet a megfeleld Osszetételii gélt kivalasztani egy adott fehérjekeverék minta
esetében. A kapott elektroferogramokat ugy értékeltem ki, hogy részletes informéaciot nyerjek
az elvalasztasok teljesitményét illetden, mint példdul elméleti tanyérszam, felbontds és
elvalasztasok aktivalasi energia igényének meghatdrozasa, 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.

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

segitve a glikoproteinek elvalasztdsa soran felmeriil6 kihivasok kezelését.



2. Eredmények

2.1 Fizikai és elektrokinetikai paraméterek

A munkam elsé 1€péseként meghataroztam a dextran és borsav koncentraciok peremértékeit
50 um atmérdji, 30 cm teljes hosszusaga (20 cm effektiv hossz) kapillaris alkalmazésa esetén,
figyelembe véve a gél viszkozitasat, vezetéképességét a konnyli kezelhetdség szempontjabol.
10% (m/V) dextran koncentracio felett, a ndvekvd viszkozitds nem teszi lehetdvé a megfeleld
gélcserét a keskeny atmérdjli kapillarisban, figyelembe véve a mérOmiiszer nyomashatarait.
2% koncentracié alatt a molekulasziiré képesség jelentdsen csokkent a vizsgalt 20 — 225 kDa
tartomanyban.

Magasabb >4% (m/V) borsav koncentraci6 esetén az alkalmazott 500 V/cm térerdsség és 30
cm oszlophossz mellett jelent6sen megnétt az elektromos aramerdsség, amely nemkivanatos
Joule-h6é képzddést eredményez. 2% (m/V) borsav koncentracid alatt, az elemzési id6
jelentdsen megnétt az elleniranyu  EOF novekedése miatt. Ennek kovetkeztében a
kisérleteimhez 2-10% (m/V) dextran (D) és 2-4% (V/V) borsav (B) koncentracid

tartomanyokba esd géleket hasznaltam.

Ezt kovetden koncentracio sorozat felallitasaval 16 kiilonb6zd Osszetételi gélt valasztottam,
melyeket a kisérleteimhez felhasznaltam, ezek 10, 7,5, 5 és 2 % (m/V) dextrant valamint 4,
3,3, 2,7 és 2% (m/V) borsavat tartalmaztak. Ezen gélek esetében meghataroztam néhany
fontos fizikai és elektrokinetikus paramétert, mint példaul viszkozitds, elektroozmotikus
aramlés és aramerdsség, melyek a fent emlitett koncentracio hatarértékek meghatarozasahoz is

sziikségesek voltak.

A gélek viszkozitasa a dextran €s borsav koncentracio fliggvényében valtozik. A 10%D/4%B
gél a legmagasabb viszkozitast mutatta (100 mPa*s) mig a legalacsonyabbat a 2%D/2%B gél

(10,7 mPa*s). A borsav mennyiségének csokkentésével a viszkozitas is csokkent, példaul a

crer
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mennyiségének novelése szintén ndvelte a viszkozitast, de még igy is lényegesen alacsonyabb

maradt, mint a magas dextran tartalmu gélek esetében.

A 10%D/4%B gél esetében a legalacsonyabb EOF (-0,18+0,001 x 10° [m%Vs]) volt
megfigyelhetdé, ami a magas viszkozitds és ionerdsség kovetkezménye. Ezzel szemben a

2%D/2%B formula esetében volt a legnagyobb az EOF aramlas: -4,92+0,03 x 10”° [m?/Vs].

Magasabb aramerésség volt jellemz6 a 4% borsav tartalma gélekre, mint a 2% borsav
Osszetételli gélekre. A 2%D/4%B gél aramerdssége volt a legnagyobb (37,53 pA), mig a
10%D/2%B gélben a legalacsonyabb (22,58 pA).

2.2 Fehérjék homérséklet-fiiggo elektromigracidja

A standard fehérje sorozat (20 — 225 kDa) és tesztfehérjekeverék (10 kDa belsé standard, PSA
specifikus nanobody (14,26 kDa), omalizumab konnyli (23,98 kDa) és nehéz (49,37 kDa)
lancai ) méréseit, 15 és 60°C kozotti elvalasztasi hdmérsékleteket alkalmazva 5°C-0s
intervallumokban hajtottam végre.

A standard fehérje esetében az egyes csicsok mobilitdsa az elvalasztdsi hOmérséklet
emelésével folyamatosan nétt: poo kpa= 3,71E-09 — 4,66E-08 [m2/VS], mig a felbontas
csokkent: RSy kpa-35kpa = - 7,14 — 4,95.

A teszt fehérje keverék cstcsai kozott a felbontas eltérden valtozott a hdmérséklet emelésével,
szemben a fehérje létra csucsai esetében megfigyelt szabalyossaggal. A 10 kDa és a PSA
specifikus nanobody cstcsok kozott nétt a felbontas (Rs = 4,11-7,94) a hémérséklet
emelésével, csaknem megdupldzodott annak értéke a legmagasabb homérsékleten. Az
ellenkezdje tortént a PSA specifikus nanobody és omalizumab konnyl lanca kozott, ahol a
felbontas tobb mint felére esett vissza 60°C-on, mint 15°C-on: R&=1,99 és Rs=5,78. Az
omalizumab kénnyti ldnca és nehézldnca esetében 35°C elvalasztasi hdmérséklet alkalmazisa
mellett volt a legnagyobb a felbontas (Rs=11,39), majd koriilbeliil 30%-kal csokkent a
hémérséklet tovabbi emelésével (Rs= 8,46).

Az Arrhenius modszert [1] alkalmazva meghataroztam az elvalasztott fehérjék aktivalasi

energia értékek (Ea), melyek ahhoz sziikségesek, hogy a gélen keresztiilhaladjanak. A fehérje
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létra komponenseinek E, értéke konvex csokkend tulajdonsagot mutat, a molekulatomeg
novekedésével: E;20 kDa = 44,76 kJ/mol és E,225 kDa = 41,91 kJ/mol.

A fehérje keverék komponenseinek E, igényében nem figyelhetd meg semmilyen
szabalyszerliség, szemben a fehérje létraval. A 49,37 kDa molekulatomegli nehéz lanc
esetében a legkisebb az Ea, viszont majdnem ekkora a mindossze 14,26 kDa-0s nanobody Ea
értéke is. A bioterapids fehérje tesztkeverék SDS-CGE analizise nem mutatott 6sszefliggést a
kilonféle fehérjék aktivalasi energiaigénye ¢s molekulatomege kozott, hangsulyozva az
elvalasztasi homérséklet optimalizalas fontossdgat a szamunkra fontos molekula

mintakomponensek esetében, a lehetd legnagyobb felbontas elérése érdekében.

Annak érdekében, hogy jobban megértsem az SDS-protein komplexek migracios viselkedését
a dextran-borat gélben torténd elvalasztasuk sordn, a mobilitas és a molekulatomeg kozotti
Osszefliggést is vizsgaltam, felhasznalva a molekulasugar Iehetséges molekulatomeg
ekvivalenseit.

Az SDS-fehérje komplexek elektroforetikus mobilitasi értékeit az Mw 3 négyzetgyokének

fiiggvényében dbrazoltam (Mw ™/

), feltételezve azt, hogy alakjuk hengeres (nyaklancmodell).
Ez a megkozelités 0,999-es atlagos % értéket eredményezett. E kozel tokéletes linearis
kapcsolat alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottam, hogy izoterm koriilmények kozott az SDS -
fehérje komplexek elektroforetikus mobilitdsa és a molekulatomeg -1/6 hatvanya kozott
linearis kapcsolat all fenn.

crer

borattal térhalositott dextran gélek alkalmazésa esetén:

i = consty - Q- Mw~Y/6 . g=Ea/RT 1)
ahol x a mobilitas, consta a konstansok Osszegzése, Q a SDS-fehérje komplex nettd toltése,

MW molekulatomeg, E, aktivalasi energia, R egyetemes gazallandé és T abszolut hdmérséklet.

A kapott eredményeket figyelembe véve tovabbi kisérleteimnél 25°C elvalasztasi

homérsékletet alkalmaztam.



2.3 Fehérjék migraciojanak vizsgalata Ferguson médszerrel

mértem a standard fehérje sorozat ¢és teszt fehérjekeverékek mobilitasat. A Ferguson
diagramok nemlinedris, konkdv gorbéket mutattak a varhat6 linearis Osszefiiggés helyett,
molekulatomeg ndvekedésével a gorbililet mértéke emelkedik a magasabb dextran
koncentracio felé. A 2% borsav tartalmu gélek esetében a vart linearitds torzult, ellentétben a
4% borsav tartalmu gélekkel. Az elektroferogramok tiikrozték a molekulasziirés és az

elektroozmotikus aramlas hatasait a kiillonb6z6 gélkészitmények esetében.

Amikor a fehérje standardokat elemeztem, azt tapasztaltam, hogy a legnagyobb felbontast és
latszolagos szelektivitast a 10%/2% D/B gél biztositotta, még ha ez hosszabb elvalasztasi

crer

vezettem be a mobilitas és molekulatomeg kozotti linearis kapcsolat leirasara (1. egyenlet).

A LC/ngHC csucsok esetében a 10%/2% D/B gél adta a legjobb felbontast és latszolagos
szelektivitast, bar hosszabb elvalasztasi idOvel jart. Az intakt mAb és alegységeinek

vizsgalatakor megfigyeltem, hogy a 10% D/2% B gél biztositotta a legnagyobb felbontast.

A héromdimenzios (3D) Ferguson-diagramok bevezetése, a dextran egyidejii valtoztatasan
eredményezé bedllitasa lehetévé tette az az SDS-fehérje komplexek elektromigracios
folyamatanak jobb megeértését. A fehérjestandardok és az ) modalitasu fuzios fehérje, az
etanercept is konkav 3D Ferguson-abrakat eredményeztek. Az elektroozmotikus aramlas és a
matrixok viszkozitdsa kozotti kolcsonhatas kulcsszerepet jatszott az eredményiil kapott
migracids id6 és felbontas tekintetében.

A 3D Ferguson diagramok lehetdvé teszik az elvalasztott SDS-fehérje komplexek migracios
viselkedésének gyors felmérését a dextran-bordt koncentracid fiiggvényében. Ezért ez a

megkozelités segithet kivalasztani a megfeleld Osszetételi gélt egy adott fehérjekeverék



esetében, melynek elvalasztasa esetleg nem megfeleld a standard Osszetételi gélben (10%

dextran, 4% borsav).

24 A monomer és Keresztkotd agens aranyanak hatasa az elvalasztas

szelektivitasara

Allandé dextran koncentracié mellett a borat mennyiségétdl fiigg a 1:1 (BD-) és 1:2 (BD2-)
kotések képzddésének ardnya, melyek befolyasoljak a térhalosodas mértékét. Emelve a borsav
koncentraciot né a lancok kozotti kotések (keresztkotések) szdma, ami a gél atlag poérusméret
csOkkenését és strukturaltabb térhalot eredményez. Azonban alacsony dextran koncentraciod
mellett a pufferben 1évé borsav felesleg a 1:2 kotések telitéséhez vezethet és az ennek
kovetkeztében megnovekedett 1:1 kotések szama a dextran lancok taszitdsat okozhatja, ami
noveli a porusméretet. A komplexképzodés révén a gél negativ toltésii, a lancok az
elektromos mez§ iranyaba igazodnak, igy egy strukturaltabb héloézat jon létre (csdkkent

konfiguracids entropia), hasonléan mint az agardz esetében lap gélelektroforézisnél .

A kovetkezOkben azt vizsgéltam, hogy a bérsav és a dextran aranya, hogyan hat az elvalasztas
szelektivitasara. Retencios modellt dolgoztam ki a glikozilalt és nem glikozilalt nehézlancok
kozotti szelektivitds jobb megértése érdekében, figyelembe véve a dextran-borat adduktok

interakciojat a fehérjén 1évo glikanokkal.

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

komplexképzddésre épiil:

a = Opw X Oc

@)



A glikoproteinek polipeptid lancdhoz kapcsolodo glikdnokat az SDS nem fedi le, ezért a rajtuk
1évé megfeleld pozicidoban 1€vo diol csoportok komplexeket képezhetnek a borattal. Két féle
modon mehet végbe a komplexképzddés. A gélben 1évo szabad borattal, amely sordn né a
komplex feliileti toltés stirtisége és csokken a mobilitds kiilonbség, szelektivitas a nem-
glikozilalt és glikozilalt lancok kozott. Masfelél a gélben 1évo lancon beliili borat (1:1)
adduktumok szintén komplexet képezhetnek a glikoprotein szénhidrat részével. Jelen
kisérletekhez omalizumab glikoproteint hasznaltam. Ebben az esetben a core fukdz, terminalis
manodz, szialsavas €s terminalis galaktoz struktarak o orientalt vicinalis hidroxil csoportokkal
vehetnek részt a komplexképzddésben. Az ilyen jellegli komplexképzddés befolyasolja a
differencialis eletromigracidt, mivel a masodlagos egyenstlyon alpuld hidképzdédés soran a
nehézlanc 4atmenetileg immobilizaltd valik, azzal, hogy a borattal keresztkotott dextran
struktarahoz 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

latszolagos mobilitasa (u) kifejezhetd a szabad €s komplexalt forma 6sszegével:
u=Ru + (1 —-R)uc (3)

Az R frakcié (7,8) kiszamithato a komplexképzddési allandobol (K, 5-6s egyenlet). n a

dextran-borat lanccal komplexet alkot6 glikoproteinek szdma.

Dz +nP 2 Dy P,
(4)

— [DB Pn]
[Dpl[P]™

()

1 _ K[Dg]
"~ 1+K[Dg] ~ 1+K[Dg]

(6.7)
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A 3., 6. ¢és 7. egyenlet 6sszevonasaval kifejezhetd a glikozilalt nehéz lanc effektiv mobilitasa:

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

(8)

Uge =

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

szerinti sziirés szelektivitasanak (opmw) figyelembevétele nélkiil:

__ HngHC __ MngHc(1+K[Dp]) Mngac(1+K[Dg])

e plo+ RECKIDE]  whe(1+K(Dp] pic/ihe)

Uc

©)

A szabad glikozilalt nehézlanc mobilitasa feltételezhetéen sokkal nagyobb, mint a dextran-

borattal komplexet képz6é (,u,’_;c > Ufc), 19y a szelektivitas az alabbi modon is kifejezhetd:

ac =21 (1 4+ K[Dg]) (10)

Huc

ha K[Dg] > 1 a szelektivitasi egyenlet az alabbi modon egyszeriisithetd:

ac = 2 KDy (11)
Huc

Tovabba, ha K[Dg] < 1 a szelektivitasi egyenlet a kovetkez6 lesz:

UngHC
aC == TL‘? (12)

Hyc

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

elektromos téreréség, N — az elméleti tanyérszam ¢€s 1 — a kapillaris effektiv hossza [2].
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_ L (a1) g EE
Rs == (=2)VN & (13)
Amennyiben a kozel all egyhez, jelent6s hatassal lesz a felbontasra, a kromatografias

moddszerekben tapasztaltakhoz hasonloan.

Az elméleti modellben megallapitott tények alatamasztasra keriiltek kisérleti eredményekkel is
[3]. Ennek megfeleléen a nem glikozilalt nehézlanc és a normal (glikozilalt) nehézlanc kozotti
elvalasztasi szelektivitast kiilonb6z6 monomer/keresztkotd aranya gélek alkalmazasaval

vizsgaltam.

2.5 Elektromigracios diszperzié vizsgalata

Az elektroforetikus elvalasztdsok soran az elektromigracids diszperzid a cslcsszimmetria
csokkentése révén rontja az elvalasztas hatékonysagat, a csucsfelbontést €s a cstics kapacitast.
Ez a probléma a hattérelektrolit ko-ionja és a minta komponensek mobilitasainak illesztése
révén kikiiszobolheté. A terapias fehérjék kapillaris gél elektroforézise soran leggyakrabban
hasznalt borat hattérelektrolit alapt polimer gélek, igymint agar6z €s dextran esetén, a borsav
nem csak ko-ionként funkcional, hanem keresztkotként is szolgal a megfeleld sziir6hatasu
polimer térhalo kialakitdsdhoz. Ennek a kettds funkcionalitdssal bird nagyon fontos puffer
alkotonak a hatasat vizsgaltam az elektromigracios diszperziora, és azon keresztiil az
elvéalasztas hatékonysagara, melynek analizisét az irodalom szerint eddig még nem tették meg.
Els6 Iépésben felallitottam egy elméletet, amelyet kisérleti eredményekkel tdmasztottam ald.
Az atlathatosag érdekében az egyensulyi egyenletek esetében az ionokat a neviikre utald

szimbodlumokkal jeldltem.

------

a borsav (B) és a tetrahidroxi-borat ion (B(HO)4- = B’) kozotti eloszlast a kovetkezoképen irta
le Zittle [4]:

B + 2H,0 = B + H;0" (14)
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A Kg (15a) borsav egyensulyi allandojaval kifejezheté a tetrahidroxi-borat koncentracioja
(15Db):

Ke= [B1[H:0)/[B] [B] = Ks[B]/[H:0"] (15a, b)

A tetrahidroxi-borat ionok egyensulyi reakcidban reagalnak a poliolokkal — pl. glicerin, gliikoz
— monomer (16) és dimer (18) adduktokat képezve, amelyek képz6désének mértékét a poliol
¢és a tetrahidroxi-borat ionok relativ koncentracioja befolyasol. A glicerinnel valé reakciot,
amely soran monomer addukt keletkezik a 16. egyenlet és a dimer addukt képz6dést a 18.
egyenlet irja le. A két reakcio egyensulyi allandojat a 17a és 19a egyenletek szemléltetik. A
17b és 19b egyenleteket a 15b-vel torténé kombinacioval kaptam, tehat behelyesitettem az

egyenletekbe a tetrahidroxi-borat ion boérsav egyensulyi allanddjaval  kifejezett

koncentraciojat.

B+ G =BG +2H,0 ([5], ekvivalens B + G = BG™ + H30") (16
Kee= [BG]/[B][C] [BGT] = Kgo[B][G] = Kec[G]Ks[B]/[H30"] (17a, b)
és

BG +G =BG, +2H,0  (ekvivalens B + 2G = BG; + 2 H,0 + H30") (18)

KB(52: [BGz]/[BG][G] [BGZ-] = KBGZ[G][BG-] = KB(;szg[G]ZKB[B]/[H30+] (198., b)

A kovetkez6 1épésben a borsav-glicerin reakcidval analog modon keriil levezetésre a borsav-
dextran reakcid. A borsav komplexeket képezhet a dextran (D) polimer lancok gliik6z
egységeivel is, igy monomer (lancon beliili, 20. egyenlet) és dimer (lancok kozotti
keresztkotéssel, 22. egyenlet) adduktumokat hozva létre. Ezek a reakciok a ko-ion komplexek
mobilitasat joforman a nulldra csdkkentik a dextran polimer gyakorlatilag elhanyagolhatd
mobilitasa miatt [6]. Az egyensulyi allandok, a Kgp és Kgpy a 21a és 23a egyenletekben
kertiltek kifejezésre. A 21b és 23b egyenleteket a 15b egyenlettel torténé kombinacid

eredményezte.

B '+ D= BD +2H,0 (ekvivalens B + D = BD™ + H30%) (20a,b)
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Kep= [BD]/[B][D] [BD] = Kgp[D1[B] = Kep[D]Kg[B]/[H3:0'] (21a, b)

és
BD + D = BD, + 2H,0 (ekvivalens B + 2D = BD, + 2 H,0 + H30%) (22a,b)
Kepz= [BD,1/[BD][D] [BD]= Kepz[D][BD] = Kep2Keo[D]*Ke[Bl/[Hz:0"] (23a, b)

Tovabba a monomer borat-glicerin addukt komplexet képezhet a dextran polimerrel (24.
egyenlet) a 25a egyenletben leirt Kggp egyensulyi allandoval, melyet kombinalva a 15b
egyenlettel a 25b egyenletet kapjuk:

BG+D=BGD +2H,0 (ekvivalens B + G +D = BGD" + 2 H,0 +H3;0") (24a,b)

Kgep = [BGD]/[BG][D] [BGD] = KBDG[BG][D] = KBGDKBg[G] [D] KB[B]/[H30+](253.,
b)

A borat alapt negativ t6ltésii ko-ionok (CB-) dsszkoncentracioja a hattérelektrolitban a, 15b,

17b, 19b, 21b ,23b és 25b egyenletekben szereplé egyes tetrahidroxi-borat ion — poliolok

crer

Ce =[B]+[BG]+[BG;]+[BD]+[BD,;]+[BGD] (26)

A ko-ionok moltortjei ® a kdvetkezok:

Rs =[B]/Cg’ (27)
Rec=[BG]/Cs (28)
Rec2 =[BG,]/Cs (29)
Rep=[BD]/Cs (30)
Rep2 =[BD,]/Cs (31)
Recp =[BGD]/Cs (32)
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A borat alapu ko-ion (st ko-ion) effektiv mobilitasa a megfelel ionos mobilitasok (un°) és
moltortje(R) linearis kombinacidjaval hatarozhaté meg:

Heﬁco-ion = 1% ‘Re + 1’6 ‘Rec + 1sc2 ‘R se2 + 1’sp *Rep + 1sp2 *Repz + 1sen *Recp’ (33)
15b, 17b, 19b, 21b, 23b, 25b és 27-32 egyenleteket Gsszevonva, az alabbi eredményre jutunk:

. 1’ + 1’86 KaolG] + 1'ser "KecKaa[Gl’ + 1sp “Kao[D] + 1sps KapaKo[DI’ + 1sep” - Keco[D1Kec[G]

€

9 co-ion = (34)
1+ Kgg[G] + KBGZKBG[G]Z + Kgp[D] + KBDZKD[D]Z + Keep[DIKe6[G]

Fontos ismét hangsulyozni, hogy a dextranhoz kotott tetrahidroxi-boratok gyakorlatilag
immobilizalédnak a nagy, térhalositott 2 MDa polimer elhanyagolhaté mozgékonysaga miatt,
azaz ],tBDO' ~ ],tBDZO' ~ uBGDO' ~ 0. Kovetkezésképpen az utolsd6 harom tag a 34-es egyenlet
szamlalojaban barmekkora tetrahidroxi-borat koncentracional a nullahoz kozelit, ami fontos
kovetkeztetés az eredményeink értékelése szempontjabol

A fehérje SDS-CGE soran a csucsszélesedés, torzulas két f6 faktora a difftizio (o3) 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-h6 képzoédés is elhanyagolhatdé mértékii, kdszonhetéen a modern kapillaris
elektroforézis gépek pontos hdmérséklet szabalyozasanak. Ehhez még hozzajarul a konstans
detektalasi zona és injektalasi paraméterek is. A cstcsok teljes térbeli variancigja (0f) az
alabbi egyenlettel irhato le:

Utz = UL% + UEZMD (35)

Az elézéekben bemutatott levezetés, illetve az el6z6 fejezetekben bemutatott eredmények
alapjan nyilvanvald, hogy a borsavval stabilizalt dextran gélek esetében az elektromigracios
diszperzid jelentdsen megvaltozik a borsav koncentracié novelésével. Ennek a jelenségnek a
megértéséhez a borat koncentracid hatdsat vizsgaltam az SDS-fehérje komplexek
csucsszimmetriajara, 2% és 10% dextran alapu gélek (koriilbeliil 0,12 M és 0,60 M gliikéz

épitdelemeket tartalmaznak) felhasznalasaval.
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3. Osszefoglalas

crer

Osszetételli borattal térhaldsitott dextran gélekben kapillaris elektroforézis késziilékkel, UV

detektalast alkalmazva és a kiilonboz6 mérési paraméterek hatasat figyelembe véve.

Els6 Iépésben meghatiroztam az alkalmazhaté als6 ¢és fels§ borsav ¢és dextran
peremkoncentraciokat, figyelembe véve a gél egyszerli cseréjét a kapillarisban, a viszkozitast,,
illetve a vezetdképességet. Ezt kvetden meghataroztam a gélek viszkozitdsat, az elvalasztas
aramerdsségét ¢és a kialakulo elektroozmotikus dramlést, amelyek megszabjak az elvéalasztasi
profilt, ennek kapcsan nélkiilozhetetlenek az SDS-fehérje komplexek migracios
viselkedésének megértéséhez a dextran-borsav keresztktott gélben.

Az elvalasztas hatékonysaganak novelésében kordbbi tanulmanyok szerint fontos szerepet
jatszik a megfelelé6 homérséklet megvalasztasa is. Ennek tiikrében Arrhenius diagrammok
segitségével vizsgaltam a fehérjék elvalasztasanak hdmérséklet 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 sziird képességének vizsgalatahoz 2,0, 5,0, 7,5 és 10,0 (m/V)% 2 millio
molekulatomegli dextran (D) monomert és 2,0, 2,7, 3,3 ¢és 4,0 (m/V)% borat (B) térhaldsito
agenst tartalmazo kémiai géleket készitettem melyekkel egy 20-225 kDa tartoményt feldleld
fehérje 1étra komponenseit valamint egy terapias monoklonalis antitest alegységeit €s intakt

formadjat, illetve egy fuzids fehérjét valasztottam el kapillaris elektroforézissel.
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A migracios tulajdonsagok tovabbi tanulméanyozdsdhoz a Ferguson moddszert alkalmaztam,
mely segithet a megfeleld Osszetételt gélt kivalasztani egy adott fehérjekeverék esetében. A
kapott elektroferogramokat ugy értékeltem ki, hogy részletes informaciét nyerjek az
elvéalasztasok teljesitményét illetéen, mint példaul elméleti tadnyérszam, felbontds ¢és
szelektivitasi tényezd meghatdrozdsa. A 3D Ferguson éabrazolds bevezetésével egyszeriien
értékelni lehet az elvélasztott fehérjemolekula migracids tulajdonsagait kiilonb6z6 monomer
és térhalositdé koncentracio mellett, igy a megfeleld Osszetételt kivalasztani adott
fehérjekeverék esetében. Kisérleteim soran vizsgaltam, hogy a borsav és dextran aranya
hogyan hat az elvalasztas szelektivitdsara. Kidolgoztam egy retencios modellt a glikozilalt és
nem glikozilalt nehézlancok kozotti szelektivitas jobb megértése érdekében, figyelembe véve
a dextran-borat adduktok kolcsonhatasat a fehérjén 1évo 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 Osszetételli SDS-gél készitményeket lehet fejleszteni, amelyek a
nagymértékben glikozilalt (ij modalitast terapias fehérjék elvalasztastechnikai kihivasaban is
segithetnek.

A csokkend felbontas és cstics kapacitas egyre nagyobb problémékat okoz az 1y tipust terapias
fehérjék elektroforetikus elvalasztasanal, amihez az elektromigracios diszperzid révén
kialakulo csokkend csucsalak (tailing és fronting hatds) is hozzajarul. Az elektromigracios
diszperzi6 vizsgalatara irdnyulo kisérleteim alatamasztottak, hogy a csucsok alakjanak javitasa
érdekében a kapillaris gélelektroforézis soran az elektromigracios diszperziot csokkenteni kell.
Ez elérhetd a megfeleld puffer-ko-ion komponens tipusanak megvalasztasaval igy, hogy az
illeszkedjen a vizsgélt mintamolekuldk mobilitasahoz. A haromszdg tipusu torzulasok
elkeriilése érdekében figyelembe kell venni, hogy a borattal térhaldsitott dextran gélt hasznald
SDS-CGE rendszerekben a borsavnak kett6s szerepe van: SDS-fehérje komplexxel azonos

toltésll ion és részt vesz a molekulasziird térhald kialakitasaban is.
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