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Kivonat

A glikozilacio az egyik legfontosabb poszttranszlaciés modositas, amely alapvetéen befolyasolja a
fehérjék stabilitasat, biologiai aktivitidsat €s kolcsonhatdsi mintazatait. Az N-glikanok szerkezeti és
mennyiségi analizise kiilonosen nagy jelent6séggel bir a biotechnologiai iparban és a biomarker-
kutatasokban. A dolgozat célja olyan analitikai modszerek fejlesztése volt, amelyek lehetévé teszik a
glikozilalt fehérjékhez kotott N-glikanok gyors, megbizhatd és reprezentativ vizsgalatat kapillaris
elektroforézis (CE) technikaval. A kutatdémunkdm sordn tobb innovativ mintael6készitési stratégia
keriilt kidolgozasra és validalasra. Elsoként egy tripszines eléemésztésen alapuld protokollt
fejlesztettem, amely képes hatékonyan felszabaditani a nehezen hozzaférhetdé N-glikanokat a
mesterséges fzios és gliko-mddositott glikoproteinekbdl is. Ez a megkozelités kikiiszoboli a PNGase F
enzimes deglikozilacié sordn fellépd sztérikus gatlast, anélkiil, hogy torzitana a glikanv profil mindségi
¢s mennyiségi analizisét. Masodik fejlesztési iranyként egy homérsékletgradiens alapu denaturacios
protokoll keriilt kidolgozéasra, amely lehetdvé tette a fehérje koncentracid jelent6s ndvelését a
sikeriilt minimalizalni a precipitaciot, ezaltal eldsegitve a kis mennyiségli fehérjék detektdlasat és
tomegspektrometrias analizisre torténd elokészitését. Ezen folyamat kiterjesztésenként kifejlesztettem
egy magneses mikrorészecskéken alapuld mintaeldkészitési modszert, amely specifikus amin-funkcios
csoportokon keresztiil kototte meg a glikoproteineket, mely megkozelités nemcsak tovabb novelte a
denaturécio hatékonysagat, hanem lehetdvé tette a minta matrixabdl szarmazo interferald6 komponensek
— pl. glikéz — eltavolitasat is, ami kiilondsen fontos volt a tomegspektrometrias kompatibilitas
biztositasdhoz. A mintaeldkészitési folyamat kiegészitéseként sikeriilt szignifikansan lecsokkenteni és
automatizalhatéva tenni az exoglikozidaz alapti N-glikan szekvenalasi 1épést. A korabban akar tobb
napot igényld enzimes emésztések optimalizalasaval, valamint a CE-berendezés paramétereinek
finomhangolasaval az analizis immar kevesebb mint egy oran beliil elvégezhetd. Ez 0j tavlatokat nyit a
glikan alapi mindségellendrzés és gyartaskozi kontroll automatizalasaban. A dolgozatban bemutatott
modszerek tobb szinten is validalasra keriiltek egy kivalasztott terdpias fehérjén (Humira). Az
alkalmazott  technikak sikeresen bizonyitottdk  reprodukalhatosagukat, linearitasukat és
szelektivitdsukat, tovabba kompatibilisek voltak a CE-LIF és CE-MS rendszerekkel egyarant.



Abstract

Glycosylation is one of the most critical post-translational modifications, fundamentally influencing
protein stability, biological activity, and interaction patterns. The structural and quantitative analysis of
N-glycans holds particular importance in both the biotechnology industry and biomarker research. The
aim of this dissertation was to develop analytical methods enabling the rapid, reliable, and representative
analysis of N-glycans attached to glycosylated proteins using capillary electrophoresis (CE) techniques.
Throughout the research, several innovative sample preparation strategies were developed and validated.
Firstly, a protocol based on tryptic pre-digestion was established, capable of efficiently releasing
sterically hindered N-glycans from artificially fused and glycoengineered glycoproteins. This approach
eliminates steric hindrance commonly encountered during enzymatic deglycosylation with PNGase F,
without distorting the qualitative or quantitative characteristics of the glycan profile. As a second line
of development, a temperature gradient-based denaturation protocol was devised, which significantly
enhanced protein concentration during sample preparation. By optimizing detergent concentrations and
applying gradual heating, protein precipitation was minimized, thereby facilitating the detection of low-
abundance proteins and their preparation for mass spectrometric analysis. As an extension of this
workflow, a sample preparation method based on magnetic microparticles was developed, wherein
glycoproteins were selectively captured through specific amino-functional groups. This strategy not
only further improved denaturation efficiency but also enabled the removal of matrix-derived interfering
components — such as glucose — which is particularly critical for ensuring mass spectrometric
compatibility. In addition to the above, the exoglycosidase-based N-glycan sequencing step was
significantly shortened and rendered automatable. Through the optimization of enzymatic digestion
protocols — previously requiring several days — and the fine-tuning of CE instrumentation parameters,
the analysis can now be completed in under one hour. This opens new perspectives for the automation
of glycan-based quality control and in-process monitoring. The methods presented in this dissertation
were validated on multiple levels using a selected therapeutic protein (Humira). The applied techniques
demonstrated excellent reproducibility, linearity, and selectivity, and were compatible with both CE-
LIF and CE-MS platforms.
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Abstrakt

Die Glykosylierung zihlt zu den bedeutendsten posttranslationalen Modifikationen, da sie grundlegend
die Stabilitdt von Proteinen, ihre biologische Aktivitit sowie ihre Interaktionsmuster beeinflusst. Die
strukturelle und quantitative Analyse von N-Glykanen hat sowohl in der biotechnologischen Industrie
als auch in der Biomarkerforschung eine herausragende Bedeutung. Ziel dieser Dissertation war die
Entwicklung analytischer Methoden, die eine schnelle, zuverldssige und repriasentative Untersuchung
von an glykolisierte Proteine gebundenen N-Glykanen mittels Kapillarelektrophorese (CE)
ermoOglichen. Im Rahmen der Forschungsarbeit wurden mehrere innovative Strategien zur
Probenvorbereitung entwickelt und validiert. Zundchst wurde ein auf tryptischer Vorverdauung
basierendes Protokoll etabliert, das eine effiziente Freisetzung sterisch gehinderter N-Glykane aus
kiinstlich fusionierten und glykoengineerten Glykoproteinen erlaubt. Dieser Ansatz beseitigt sterische
Hinderungen, wie sie typischerweise bei der enzymatischen Deglykosylierung mit PNGase F auftreten,
ohne dabei das qualitative oder quantitative Glykanprofil zu verfdlschen. In einem weiteren
Entwicklungsschritt wurde ein denaturierendes Protokoll auf Basis eines Temperaturgradienten
konzipiert, das eine signifikante Erhohung der Proteinkonzentration wihrend der Probenvorbereitung
ermoglichte. Durch die Optimierung der Detergens Konzentrationen und die schrittweise
Temperaturerhdhung konnte die Prézipitation minimiert werden, was die Detektion gering
konzentrierter Proteine sowie deren Vorbereitung flir massenspektrometrische Analysen erleichtert.
Als Erweiterung dieses Workflows wurde eine Probenvorbereitungsmethode unter Verwendung
magnetischer Mikropartikel entwickelt, bei der Glykoproteine selektiv {liber spezifische
Aminofunktionsgruppen gebunden wurden. Diese Strategie steigerte nicht nur die Effizienz der
Denaturierung weiter, sondern ermdglichte auch die Entfernung matrixbedingter interferierender
Komponenten — wie etwa Glukose —, was besonders wichtig fiir die Massenspektrometrie Kompatibilitit
ist. Dariiber hinaus konnte der exoglykosidasebasierte Sequenzierungsschritt der N-Glykane signifikant
verkiirzt und automatisierbar gestaltet werden. Durch die Optimierung der zuvor mehrere Tage in
Anspruch nehmenden enzymatischen Verdauungsprotokolle sowie die Feinabstimmung der Parameter
des CE-Systems ist eine Analyse nun in weniger als einer Stunde mdglich. Dies eroffnet neue
Perspektiven fiir die Automatisierung der glykobasierten Qualitdtskontrolle und der prozessbegleitenden
Uberwachung. Die in dieser Dissertation vorgestellten Methoden wurden auf mehreren Ebenen anhand
eines ausgewdhlten therapeutischen Proteins (Humira) validiert. Die angewandten Techniken zeigten
eine hervorragende Reproduzierbarkeit, Linearitdt und Selektivitat und waren mit sowohl CE-LIF- als
auch CE-MS-Systemen kompatibel.
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Uj tudomanyos eredmények — a doktori értekezés tézisei

1) Biologikumok fejlesztése és gyartasa soran létrehozott fuzids (fusion) és gliko-moddositott
(glycoengineered) glikoproteinek N-glikin analizise céljabél egy triszpszines el6emésztést
alkalmazé mintaelokészitési modszert dolgoztam ki, mely a PNGase F enzimmel torténé
deglikozilacié soran fellépd sztérikus gatlast megsziinteti, ezaltal nagy hatékonysagu és
reprezentativ N-glikan analizis hajthato végre. A glikoproteinek hatékony denaturalasa ellenére is a
mesterségesen létrehozott fehérjék esetén az N-glikdn struktirak hozzaférhetosége a PNGase F enzim
szamara szamos esetben korlatozott lehet, mely jelentdsen megnoveli az enzimatikus reakcio idejét,
vagy teljesen hozza nem férhetové teszi az enzimet a glikanok szdmara. A tripszin enzimet alkalmazva
ez a sztérikus gatlas megsziintethetd anélkiil, hogy az N-glikan profilt modositanank, igy reprezentativ

mennyiségi és mindségi analizis végezheto el.

2) A fehérjék denaturicidjakor — tulajdonsagaiktél fiiggden, els6 sorban a koncentracio
novelésekor — fellépé precipitacios hatas csokkentés céljabol egy hoémérséklet gradiens
denaturaciés médszert dolgoztam ki, melynek segitségével jelentésen megnovelheté a fehérjék
koncentracidja a mintaban, igy a kis mennyiségben jelen 1évé fehérjék is detektalhatéova valnak,
valamint kiilonleges analitikai mo6dszerek alkalmazisa esetén (tomegspektrometria) a
precipiticidja miatt korlatozott mértékben hajthatdé végre, azonban, ha az alkalmazott detergensek
mennyiségét és mindségét optimalizaljuk, és a hdmérséklet fokozatos emelésével eldsegitjiik a reakcid
hatékony végbemenetelét, jelentésen megnovelhetd a mintdban a fehérjék mennyisége célzott analitikai

munkak elvégzése céljabol.

3) A célzott analitikai mérésekhez sziikséges fehérjekoncentraciéo tovabbi novelése céljabol egy
magneses mikrorészecskéket tartalmazo mintaeldkészitési modszert dolgoztam ki a denaturacios
1épés elosegitése céljabol, mely amin-funkciés csoportokon keresztiil specifikusan megkoti a
glikoproteineket, elosegiti a kapcsolddo reakciokat (PNgase F emésztés) a nem kivanatos
mintamatrix komponensek eltavolitasan keresztiil (glilkéz — inhibicié), tovabba szignifikinsan
megnoveli a precipitacié nélkiil denaturalhato fehérje mennyiségét. A funkcionalizalt magneses
mikrorészecskék alkalmazéasaval jelentésen megndvelhetd volt a precipitdcid nélkiill denaturalhato
fehérjék mennyisége, tovabba a célzott immobilizaciot kihasznalva a nem kivanatos minta matrix

komponensek is eltavolithatdak a rendszerbdl.

4) A leemésztett N-glikan struktirak pontos mindségi meghatarozasa céljabdl alkalmazott
exoglikozidaz szekvenalasi folyamatot jelentdsen felgyorsitottam oly mértékben, hogy a
kapcsolddo analitikai méréssel egyiitt is akar egy oran beliil elvégezhet6 ugy, hogy az analitikai
méréberendezés megfelel6 parametrizalasaval a folyamat teljesen automatizalhaté. A kiilonb6zo
specifikus enzimeket alkalmazd exoglikoziddz szekvenalds mind mintaeldkészités, mind mérés
szempontjabdl lassu, akar napokat igénybe vevo folyamat, ahol az enzimek egylittes alkalmazasaval, az
emésztési koriilmények egyiittes optimalizalasaval, valamint a mérésre szolgdlo analitikai berendezés

rendhagyo alkalmazasaval a teljes folyamat felgyorsithatd és automatizalhato volt.

v
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Alkalmazott roviditések

2-AA: 2-aminobenzoesav

2-AB: 2-aminobenzamid

ADCC: Antitestfliiggd sejtes citotoxicitas

ANTS: 8-aminonaftalin-1,3,6-triszulfonsav, dinatriumso

APTS: 8-Aminopirén-1,3,6-triszulfon sav trinatrium sé

Asn: Aszparagin

BFS: Bare fused silica, szilicium {iveg

BST: Bracketing Standard, a maltodextrin cukor keverék DP2 és DP15 tagot tartalmaz6 oldata
CDC: Komplementfiigg6 citotoxicitas

CE: Kapillaris elektroforézis

CE-MS: Kapillaris elektroforézis - tomegspektrométer kapcsolas
CGE-LIF: Kapillaris gél elektroforézis 1ézer indukalt fluoreszcens detektalassal
CHO: Chinese Hamster Ovary, kinai horcsog petefészek (sejtvonal)
cIEF: Kapillaris izoelektromos fokuszalas

CITP: Kapillaris izotachoforézis

CMC: Kritikus micella koncentracio

CQA: Kritikus min6ségi attribtitum

CZE: Kapillaris zona elektroforézis

DENAT: Denaturalashoz alkalmazott térzsoldat

DENMIX: Denaturalashoz alkalmazott térzsoldatok keveréke
DIGBUFF: PNGase F emésztéshez sziikséges puffer oldat
DIGMIX: PNGase F emésztéshez hasznalt torzsoldatok keveréke
DoE: Design of Experiment, kisérlettervezés

DTT: 1,4-Dithiothreitol

EOF: Elektroozmotikus aramlas

ESI: Electrospray ionisation

Fc: "Fragment crystallizable" régio

FDIG: Gyors PCR modszer emésztéshez

gaAb: Glyco engineered antybody, gliko-mddositott antitest
GlcNAc: N-Acetilgliikozamin

GU: Gliikoz egység

HC: Nehéz lanc (fehérje)

HH: Nehéz-nehéz (fehérje) lanc

HHL: Nehéz-nehéz-konnyi (fehérje) lanc

hIgG1: Human immunglobulin G1
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HILIC: Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, hidrofil kélcsénhatasu folyadék kromatografia
HPLC: Nagy nyomasu folyadék kromatografia

HR-NCHO: Glikanok elvalasztasara alkalmas gél puffer

IUB: International Union of Biochemistry — enzimaktivitas mértéke

LABMIX: ATPS jeloléshez alkalmazott torzsoldatok keveréke

LC: Folyadék kromatografia

LC: Konnyt (fehérje) lanc

LOD: Detektalasi hatar

mAb: Monoklonaris antitest

MAGMIX: Felesleges jeloldanyag eltavolitisdhoz hasznalt magneses gyongyoket tartalmazé oldat
MALDI: Matrix asszisztalt 1ézeres deszorpcid/ionizacio (tomegspektrométer — MS)
MALDI-TOF: Matrix asszisztalt 1ézeres deszorpcid/ionizacié (MS) ,,time of flight” detektorral
MD: Maltodextrin

MS: Tomegspektrometria

NCHO: Specialis bevonattal rendelkez6 kapillaris

NEB: New England Biolab

ngHC: Nem glikozilalt nehéz (fehérje) lanc

NMR: Magneses nuklearis rezonancia spektroszkopia

NP-40: Nonidet P-40

PDA detektor: ,,Photodiode array detector” — fotodidodasoros detektor

PCR: Polimeraz lancreakci6

PNGase F: Peptide-N-glycosidase F

QdB: Quality by design, tervezésen alapulé mindség

REDUCT: APTS jeloléshez alkalmazott redukal6 torzsoldat

SDS: Natrium-dodecil-szulfat

SDS-CGE: Natrium-dodecil-szulfat - kapillaris gél elektroforézis

SDS-PAGE: Natrium-dodeciol-szulfat poliakrilamid gél elektroforézis

THF: Tetrahidrofuran

TNFR2 komplex: Tumor nekrozis faktor receptor 2 komplex

UV/VIS: UV és lathato tartomanyt detektalas

VDEN: Gyors PCR moédszer denaturalashoz
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1. Irodalmi attekintés
1.1. Glikozilacio és glikomika

A posztgenomikus éra egyik legnagyobb kihivasa az ¢l0 rendszerek komplexitasanak megértése,
amelyhez multidiszciplinaris megkozelitésekre van sziikség. A genomika, proteomika, metabolomika
¢s lipidomika mara mar jol korvonalazott ,,omikai” tudomanyteriiletekké valtak, és kritikus szerepet
jatszanak az €16 szervezetek funkcionalis térképének feltarasdban (1.1. abra). Ezen tudomanyteriiletek
mellett a glikomika egyre nagyobb figyelmet kap, noha komplexitasa és technologiai kihivasai miatt
kezdetben lassabban fejlédott. A glikomika a sejtekben jelen 1évo glikan strukturak — monoszacharid
Osszetételli, elagazd szénhidratlancok — szerkezetének, funkciojanak, bioldgiai szerepének és
dinamikajanak atfogd vizsgalataval foglalkozik, s ezzel mara a rendszerbiologia nélkiilozhetetlen
részéveé valt. A genomika a DNS szekvencia feltérképezésével és értelmezésével foglalkozik, a genetikai
kodot tekinti az elsddleges informacioforrasnak. A proteomika ezt a genetikai informaciot kifejezédési
szinten vizsgalja, a fehérjék mennyiségi €s kvalitativ jellemzésén keresztiil. Ezen tudomanyok ugyan
nagyban hozzajarulnak az elé szervezetek molekularis mechanizmusainak megértéséhez, de nem
képesek kozvetlenill megragadni azokat a poszttranszlacids modositdsokat, amelyek jelentdsen
befolyasoljak a fehérjék aktivitasat, stabilitasat, lokalizaciojat és kolcsonhatasait. A glikozilacio — a
glikan lancok fehérjékhez vagy lipidekhez torténd kovalens kapcsoldsa — az egyik leggyakoribb ilyen
kotranszlaciés modositas, amely a fehérje szerkezetének és biologiai funkcidjanak kritikus
szabalyozdja. A glikomika tehat a proteomika egyik fontos kiegészitdje, kiillondsen olyan esetekben,
ahol a biologiai funkcio és a fenotipus nem magyarazhatd pusztan a fehérjeszintli valtozasokkal [1]. A
metabolomika a sejtek anyagcsere termékeinek (metabolitok) globalis elemzését végzi. Ezen kis
molekulak gyorsan valtoznak a kornyezeti ingerekre, és érzékeny mutatoi a sejt aktualis fiziologiai
allapotanak. A glikdnok ugyan nem klasszikus metabolitok, de bioszintézisiik szorosan kapcsolodik a
metabolikus utvonalakhoz, kiilondsen a nukleotid cukor prekurzorok keletkezéséhez. A glikan szintézis
nem genetikai templat alapjan torténik, hanem enzimatikus hal6zatokon keresztiil, amelyek az adott sejt
metabolikus statuszara, differenciacios allapotara és patologias eltéréseire érzékenyen reagalnak. Ez a
nem templat alapt szintézis a glikomikat egészen egyedi helyzetbe hozza az ,,omikai” tudomanyok
kozott: mig a DNS szekvencia és a fehérjeszerkezet kozvetlen genetikai determinacioval bir, a glikan
profil a sejt dinamikus valasza a belsd ¢és kiils6 kdrnyezet valtozasaira [2]. A lipidomika a lipidek teljes
spektrumat vizsgalja, beleértve azok bioszintézisét, eloszlasat és funkciondlis szerepét a
sejtmembranban, energia anyagcserében és jelatvitelben. A glikomika itt is szorosan kapcsolodik, mivel
a glikolipidek — kiilondsen a gangliozidok — fontos szerepet jatszanak a sejtfelszini kommunikacioban
¢s a patogén felismerésben. A glikanoknak ezen tilmenden jelentds szerepiik van az immunvalasz
szabalyozasaban, receptor ligand kolcsonhatasokban, valamint a sejtfelszini jelatvitelek kialakitasaban.
Az eltér6 glikozilacios mintazatok lehetnek akéar betegségek biomarkerei, példaul daganatos,

autoimmun vagy gyulladasos allapotok esetén [3].
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1.1. abra. A glikomika és kapcsolodo tudomanyteriiletei [4]

A glikomika technoldgiai szempontbol szamos kihivassal néz szembe. A glikanok rendkiviili szerkezeti
diverzitasa — azonos monoszacharidokbol felépiild, kiilonbozd elrendezésti és elagazasti izomer formak
— analitikailag sokkal bonyolultabb4 teszi 6ket, mint a linearis nukleinsavak vagy polipeptid lancok. A
glikdnok nemcsak, hogy nem templat vezéreltek, hanem egy adott glikozilacios helyen tobb szaz
kiilonboz6 struktura is el6fordulhat, ez pedig nagy foku mikroheterogenitast eredményez. A glikomikai
modszertan integralja a tdmegspektrometriat, a folyadékkromatografiat, kapillaris elektroforézist, lektin
alapu detektalast, valamint a kiegészité bioinformatikai eszkdzoket. A komplexitas miatt azonban a
glikomika adatfeldolgozésa, szabvanyositdsa és kvantifikalasa tovabbra is aktiv kutatasi teriilet [5]. A
glikomika elhelyezkedése az ,,omikai” tudomany teriiletek kozott egyre inkabb stratégiai jelentoségiivé
valik. Mig a genomikai és transzkripcios valtozasok az 6roklodd és szabalyozd potencialt tiikrozik, a
proteomika és metabolomika az aktualis funkcionalis allapotot mutatja. A glikomika e ketté kozott
helyezkedik el: jellemzi a genetikailag szabalyozott enzimrendszerek miikodését, ugyanakkor
dinamikus valaszt ad a kornyezeti és sejtfizioldgiai valtozasokra. Ennek kovetkeztében a glikomikai
adatok funkcionalis kapocs szerepét toltik be a genetikai informacio és a fenotipusos valasz kozott [6].
A precizios orvoslds és a biomarker fejlesztés teriiletén a glikomika integraciéja mas omikai
technologiakkal — multiomikai megkdzelitésben — 0j tavlatokat nyithat a betegségmechanizmusok jobb
megértésében, a terapias dontéshozatalban, valamint a korai diagnosztikai eljardsokban. A jovo
orvoslasa varhatéan egyre inkabb épiteni fog a glikomikai informaciokra, amelyeket mas molekularis
szintll adatokkal egyiitt értelmezve lehet valoban személyre szabott terapias stratégidkat kialakitani [7].

1.2. A glikozilacié szerepe az él6 szervezetekben

A glikozilacidé az egyik leggyakoribb ¢és legfontosabb poszttranszlaciés modositas, amely soran
szénhidrat oldallancok (glikanok) kapcsolddnak fehérjékhez vagy lipidekhez. Ez a folyamat az eukariota
sejtekben szinte univerzalisan el6fordul, és alapvetd szerepet jatszik a fehérjék stabilitdsanak,
lokalizacidjanak, funkciojanak €s kdlcsonhatasainak szabalyozasaban [8]. A glikozilacio tipusai koziil
az N-glikozilacio (az aszparagin oldallanchoz torténd kapcsolodas) és az O-glikozilacio (a szerinhez
vagy treoninhez vald kotddés) a legelterjedtebbek. A folyamat a riboszoman kezdddik, durva felszinii
endoplazmatikus retikulumban (ER), majd a Golgi apparatusban fejez6dik be, ahol a glikan strukturak
tovabbi modosuldsokon mennek keresztiil [9]. A glikdnok segitik a fehérjék szerkezetének kialakitasat



¢s stabilizalasat, valamint megvédik azokat a proteolitikus lebomlastol. Mindemellett, a glikozilacio
hozzéjarul a fehérjék vizoldékonysaganak ndveléséhez, és fontos szerepet jatszik a fehérje mindség
ellenérzésében az ER-ban, mely esetben a hibas glikozilacié gyakran hibas szerkezeti kialakulasra utal
[10] A glikan struktirak sejt-sejt €s sejt-matrix kdlcsonhatasokban, valamint jelatviteli folyamatokban
is részt vesznek. Az immunrendszer szamos komponense — immunglobulinok, komplementfehérjék,
citokinek — glikozilalt formaban aktivak. A glikozilacio meghatarozza az antitestek effektor funkcioit,
példaul az ADCC (antitestfiiggd sejtes citotoxicitas) vagy CDC (komplementfiiggd citotoxicitas)
mechanizmusokat [11]. A sejtmembranon talalhatd glikoproteinek és glikolipidek a sejtek kozotti
kommunikécio kulcsszerepldi. A lektinek specifikusan ismerik fel a glikdn mintazatokat, és részt
vesznek a patogének felismerésében, a gyulladasos valaszok szabalyozasaban és az apoptozisban [12].
A glikozilaciéo alapvetd szerepet jatszik az embriogenezis, valamint a sejtdifferencidlodés
folyamataiban. Bizonyos glikozilacios mintazatok a sejttipusoktol és fejlodési allapottol fiiggden
valtoznak, és fontos szerepet jatszanak a sejtek térbeli és funkcionalis szervezddésében [13]. A
fehérjékhez kapcsolodo glikan struktirak szamos betegség soran is mdodosulnak, igy a glikanok egyre
inkdbb a biomarker kutatas kdzéppontjaba keriilnek. A glikdnok mint biomarkerek olyan molekularis
jelzok, amelyek kiilonboz6 betegségek — daganatok, gyulladasos allapotok, autoimmun vagy
neurodegenerativ betegségek — diagnosztikajaban, prognozisaban és terapias kovetésében hasznalhatok.
A glikozilacio dinamikusan szabalyozott folyamat, amelyet szamos tényez6 — genetikai hattér, sejttipus,
metabolikus allapot és kornyezeti hatdsok — befolyasol. Betegségek esetén a glikozildciés mintazatok
gyakran eltérnek a normaltol. Ezek a valtozasok érinthetik a glikdnok szerkezetét (pl. fukozilacio,
szializacio, galaktozilacio mértéke), eloszlasat vagy akar az adott glikozilacids helyek glikozilaltsagi
fokat is. Az ilyen modosulasok stabilan jelen vannak a keringésben is, a vérplazma glikoproteinjeiben,
igy nem invaziv mintakbdl (pl. szérum, plazma) is vizsgalhatok [14]. Az egyik legismertebb példa a
glikanok biomarkerként valé alkalmazasara a daganatos betegségek teriiletérél szarmazik. Tébb human
rédk esetében megfigyelték a sejtfelszini glikozilacid jelentés megvaltozasat, kiilondsen a fokozott
szializaciot és fukozilaciot. Ezek a valtozasok eldsegitik a tumorsejtek immunelkeriilését, invazivitasat
¢s metasztatikus potencialjat [15]. Hasonl6an, a reumatoid artritiszben (RA) a szérum IgG glikozilacios
mintazata — kiilondsen az Fc régid agalaktozilalt (GO) formainak aranya — szignifikdnsan megnd, és
Osszefiiggést mutat a gyulladdsos aktivitassal. Ezek az eltérések mar a betegség klinikai megjelenése
elétt is kimutathatok, igy prediktiv biomarkerként is alkalmazhatok [16]. Az autoimmun betegségek
mellett a gyulladésos és fert6zo allapotok is specifikus glikan mintazatokkal jarnak. Akut fazisreakciok
soran, szepszisben, vagy virusfertézésekben fokozodik a szérumfehérjék — igy a haptoglobin és al-acid
glikoprotein — szializacidja és ,,branching”-je, amely tiikkr6zi az immunrendszer aktivaciojat. Az ilyen
valtozasok a beteg allapotanak monitorozasara, terapias valasz kovetésére is hasznalhatok [17]. A
neurodegenerativ betegségek esetén is igéretes biomarker jeldltek a glikan profilok. Alzheimer korban
megfigyelték a cerebrospinalis folyadékban ¢és vérben talalhaté glikoproteinek glikozilacios
mintazatainak eltérését, kiillondsen az N-glikdnok fukozildciojanak csokkenését és a szekunder glikan
formak megjelenését [18]. A glikan profilok megbizhatdsaga, bioldgiai jelentdsége és stabil jelenléte a
keringésben lehetévé teszi, hogy a jovOben a glikan alapti biomarkerek szerepe novekedjen a precizios
orvoslasban, lehetdséget adva korai diagndzisra, terdpias dontéshozatalra és betegségmonitorozasra
[19].



1.3. A glikozilacié a modern gyogyszergyartasban

A fehérjealapu gyogyszerek, mas néven biologikumok, rekombinans DNS technolédgiaval eldallitott,
komplex makromolekulak, amelyek kulcsfontossagu szerepet jatszanak a modern terapias gyakorlatban.
Ide tartoznak a monoklonalis antitestek (mAb), citokinek, enzimpo6tlod terapiak, vakcinak, valamint
fuzios fehérjék. Alkalmazasuk szamos teriiletet lefed, tobbek kozott onkologiai, autoimmun,
metabolikus és fert6zo betegségek kezelését [20]. A gyartasi folyamat f6 1épései [21], [22], [23]:

o Sejtvonal fejlesztés: A kivant fehérjét kodold gén rekombinans mdodon beépiil egy gazdasejt
genomjaba. A leggyakrabban hasznalt gazdasejtek kozé tartoznak a CHO (Chinese Hamster
Ovary) sejtvonalak, mivel ezek képesek komplex poszttranszlaciés modositasokra, igy
emberhez hasonl6 glikan profil kialakitasara is.

e Upstream folyamatok: A sejttenyésztés kontrollalt koriilmények kozott, bioreaktorokban
zajlik. A sejt altal szintetizalt fehérje a sejttenyészetben szekretalodik, amelyet a tovabbi
feldolgozas soran izolalnak.

o Downstream feldolgozas: A termék tisztitasa tobb lépésben torténik (pl. fehérjekicsapas,
kromatografias eljarasok, ultrasziirés). A cél, hogy a végtermék nagy tisztasagu, homogén,
szennyezOodésektdl (pl. DNS, endotoxinok, gazdasejtfehérjék) mentes legyen.

o Formulalés és stabilizalas: A tisztitott fehérjét megfelel hordozo kdzegbe formulaljak,
gyakran liofilizaljak, és kiilonféle stabilizald reagensek hozzaadasaval biztositjak a termék

hosszu tavu stabilitasat.

A glikozilaci6 az egyik legfontosabb poszttranszlacios modositas a fehérjealapt gyogyszerek esetében.
A legtobb terapias fehérje, kiilonosen az antitestek s fizios fehérjék, N- és/vagy O-glikozilalt formaban
fordul eld. A glikozilacio befolyasolja a fehérje térszerkezetét és stabilitasat, a szérum béli felezési idot,
a biologiai aktivitast és receptorhoz valo affinitast és az immunogenitast. A glikozilacios profil nemcsak
a fehérje biologiai funkcidjat, hanem a gyogyszeripari fejlesztés, engedélyezés és mindségellendrzés
soran is kritikus mindségi attributumnak (CQA) szamit. A gyartasi folyamat legkisebb valtozasa —
példaul a sejtvonal, a tapoldat dsszetétele vagy a bioreaktor paraméterei — jelentds valtozast okozhat a
glikan mintazatban [24]. N-glikozilacio eseten a klasszikus konszenzus szekvencia az Asn-X-Ser/Thr,
amelyet az endoplazmatikus retikulumban miikddé oligoszacharil transzferaz enzim ismer fel és
glikozilal [25]. Az ilyen konszenzushelyek glikozilacioja altalaban magas hatasfoka, és jol
reprodukélhatd glikdn szerkezeteket eredményez. A terdpias fehérjék esetében a glikozilacid
lokalizacidja (makroheterogenitas) és konzisztenciaja (mikroheterogenitas) meghatarozza a termék
hatékonysagat, immunogenitasat és szérumstabilitasat [26]. Ugyanakkor eléfordulhat glikozilacié nem
konszenzus szekvenciakon is, bar ez ritkdbb esetekben fordul eld. Ezekben az esetekben a glikozilacid
gyakran nem effektiv, inhomogén mintazatot eredményez, vagy csak részleges glikozilaltsag figyelhetd
meg. Az ilyen helyek glikozilacidja gyakran sejtvonaltdl, redox korlilményektdl és a fehérje
térszerkezetétol figgden valtozik. A hely specifikus glikozilacié vizsgalata és kontrollalasa a
biotechnologiai gyogyszerfejlesztés egyik kulcsfeladata, kiilondsen monoklonalis antitestek, fizids

fehérjék és enzimpotlo készitmények esetén [27].

A monoklonalis antitestek terapias hatékonysaga részben az altaluk kivaltott effektor funkcioknak
koszonhetd, amelyek kozil az ADCC (antitestfiiggd sejtkdzvetitett citotoxicitds) és a CDC



(komplementfiiggd citotoxicitas) a legjelentésebbek. E mechanizmusok a célsejtek pusztitasaban
jatszanak kozvetlen szerepet, kiilondsen daganatellenes és autoimmun betegségek kezelésében. Az
ADCC soran az antitest Fc régidja az FcyRIlla (CD16) receptoron keresztiil kotodik a ,,natural killer”
(NK) sejtekhez, amelyek ennek hatasara citotoxikus granuldkat bocsatanak ki, megdlve az antitesttel
megjelolt célsejtet. Az Fc régid glikozilacidja — kiilondsen a fukdz mentesség — jelentésen ndveli az
FcyRlIlla affinitasat, és ezaltal az ADCC aktivitast [28]. A CDC mechanizmusban az antitestek a
komplementrendszer Clq komponensét aktivaljak, ami kaszkadszerli folyamatot indit el, végiil
membrant atsziré komplex (MAC) képzddik a célsejt felszinén, ami sejt lizist okoz. A CDC aktivitas
Ezen funkciok optimalizalasa gyakran célzott fehérje modositasokon keresztiil torténik, hogy javitsak a
terapias hatékonysagot anélkiil, hogy ndvelnék a nem kivant immunreakcidkat [29].

A bioszimilaris gyégyszerek biotechnologiai uton eléallitott, nagy molekulatomegli fehérjék, amelyek
egy mar forgalomban 1évé referencia bioldgiai termékkel hasonld mindségii, biztonsagossagu és
hatasossagu készitmények. A kis molekuldju generikumokkal ellentétben a bioszimilarisok nem a sz6
szoros értelmében azonosak, hanem nagyfoku hasonldsadgot mutatnak az originalis gyogyszerrel, mivel
a biologiai rendszerekbdl szdrmazo variabilitds kizarja az abszolut azonossagot [30]. A bioszimilaris
fejlesztés soran a szerkezeti, funkcionalis €s klinikai dsszehasonlito vizsgalatok kdzponti jelentoséggel
birnak. A glikozilaciés profil az egyik legfontosabb kritikus mindségi attributum (CQA), mivel a
fehérjék glikan mintazata befolyasolhatja az in vivo stabilitast, immunogenitast, valamint az effektor
funkciokat (pl. ADCC, CDC) [31]. A glikén profil 6sszehasonlitasa soran fejlett analitikai technikak —
tobbek kozott tomegspektrometria, kapillaris elektroforézis, és HILIC-HPLC — keriilnek alkalmazasra.
A szabalyozo hatosagok (pl. EMA, FDA) szigortian eldirjak, hogy a bioszimildris készitmények
glikozilaciés mintazata a referencia termékhez vald hasonlosagot mutasson, és ne befolyasolja
klinikailag relevans modon a hatékonysagot vagy biztonsagot. A bioszimilarisok eldnyei kozé tartozik
a csOkkentett fejlesztési koltség, a nagyobb beteg hozzaférhetdség, valamint az egészségiigyi rendszerek
fenntarthatésaganak javitdsa. Mindemellett a megfeleld mindségbiztositasi és glikozilacids kontroll

elengedhetetlen a terapias egyenértékiiség biztositasahoz [32].



1.4. N-glikanok analizisének lehetbségei és kihivasai

Az N-glikdnok a fehérjék aszparagin oldallancdhoz kapcsolodnak, jellemzden az Asn-X-Ser/Thr
konszenzus szekvencian beliil, melyek analizise kulcsfontossagi nemcsak alapkutatas, hanem terapias
fehérjék fejlesztése, mindségellendrzése és biomarker kutatds szempontjabol is. A glikan analizis harom
f6 megkozelitése a felszabaditott glikanok, a glikopeptidek, valamint az intakt glikoproteinek szintjén
torténd vizsgalata. Mindegyik szint kiilonb6zé informéciot nyujt a glikdnok szerkezetérol,
elhelyezkedésérdl és funkcionalis hatasardl. A felszabaditott glikanok analizise soran a glikanokat
enzimes (pl. PNGase F) vagy kémiai tton levalasztjdk a fehérjérél. Ezutan a glikanokat gyakran
fluoreszcens jeldléssel (pl. 2-AB, APTS) jeldlik meg, hogy az analitikai modszerekkel detektalhatok €s
kvantifikalhatdak legyenek. A felszabaditott glikan profil rendkiviil hasznos a glikozilaciés mintazat
feltérképezésére, azonban az informacié elvész arrdl, hogy a glikan melyik glikozilacids helyhez
tartozott [33]. A glikopeptid analizis a proteolitikusan emésztett fehérje peptid fragmenseit vizsgalja,
amelyek még tartalmazzak a glikan struktarat. Ez a megkdzelités lehetové teszi a glikozilacié helyének
azonositasat, valamint az adott helyen el6fordul6 glikdn formak mennyiségi és kvalitativ jellemzését. A
glikopeptid alapi elemzés kiilondsen fontos a hely specifikus glikozilacié feltérképezésében, ami
kritikus a terapias fehérjék esetében [34]. A harmadik szint az intakt glikoproteinek elemzése, amely a
teljes fehérjét glikanjaival egyiitt vizsgalja, anélkiil, hogy a molekulat fragmentalnak vagy a glikanokat
eltavolitanak. Ez a megkdozelités lehetdséget ad a teljes molekula heterogenitasanak megértésére. Intakt
glikoprotein analizist foként tomegspektrometrias technikdk alkalmazasaval, valamint top-down
proteomikai modszerekkel végeznek [35].

A felszabaditott glikanok analizisére szamos analitikai technika all rendelkezésre. A nagy hatékonysagu
folyadékkromatografia (HPLC), kiilondsen hidrofil interakciés kromatografia (HILIC), gyakori
valasztas a fluoreszcensen jelolt glikanok elvalasztasara és kvantifikalasara. A HILIC-HPLC el6onye a
kivalé reprodukalhatosag és az ipari szabvanyokkal vald kompatibilitas, igy terapias fehérjék
mindségellenérzésében széles korben hasznaljak [36]. A HPLC moédszerek mellett, mint ortogonalis
technika a kapillaris elektroforézis (CE) — kiilonosen APTS jeloléssel és 1ézer indukalt fluoreszcens
(LIF) detektalassal — kivald szeparacios teljesitményt nyujt a glikan izomerek szétvalasztasara. Elonye
a magas felbontas, gyors futasi id6 és kis mintaigény [37]. Mindkét elvalasztasi technikat kiegészitve,
illetve Onmagaban is a tomegspektrometria (MS) a glikdn analizis egyik leghatékonyabb és
leginformativabb modszere. Alkalmazhat6é mind felszabaditott glikanokra, glikopeptidekre, mind intakt
fehérjékre. A MALDI-TOF MS ¢és a LC-ESI-MS/MS a leggyakrabban alkalmazott formak, amelyek
strukturalis azonositast, glikdn kompozicidt és relativ mennyiségi informacidt is szolgaltatnak. A
tandem MS (MS/MS) lehetévé teszi a glikan szerkezetének részletes leképezését, beleértve a
monoszacharid Osszetételt, elagazasokat és szializacidos mintazatot is [5]. A klasszikus elvalasztasi

modszerek mellek az NMR spektroszkopia kevésbé elterjedt rutinmédszerként, de kivaloan alkalmas a
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vizsgalatara alkalmazhat6 [38].



Ezen modszerek egymast kiegészitve alkalmazhatok egy adott glikan profil teljes karakterizalasara. A
komplex terapids fehérjék — monoklonalis antitestek — esetében a szabalyozo hatdsagok (pl. EMA, FDA)
eloéirjak a glikozilacid tobbszintli analitikai vizsgalatat, amely magaba foglalja mind a glikan profil
(released), mind a glikopeptid (site specific), mind az intakt glikoprotein (molekularis heterogenitas)
szintl elemzést. A glikoproteinek N-glikozilacios analizisének lehetséges modszereit az 1.1. tablazatban

foglaltam Ossze.

1.1. tablazat Az immunglobulin G glikozilaciés analizisének modszerei

Modszerek Leiras Referencia

HPLC PNGase F enzimmel segitségével deglikozilacio, fluoroforral [39], [40],
jeloloanyaggal (2-AA, 2-AB) torténd derivatizalas, fluoreszcens, [41], [42],
vagy UV/VIS detektorral ellatott HPLC-és elvalasztas, [43], [44]
oligoszacharidok szekvenalashoz kiilonb6zo exoglikozidazok
hasznalhatok

CGE-LIF Deglikolizacié PNGase F, fluoroforral (ANTS, APTS, 2-AA) [42], [44],
torténd derivatizalas, LIF-detektorral ellatott CE-el torténd [45], [46],
elvalasztas, oligoszacharidok szekvenalashoz  kiilonb6z6 [47], [48],
exoglikozidazok hasznalhatok [49]

HPAEC-PDA Deglikolizaci6 PNGase F alkalmazasa mellett, tovabbi [45], [50]

derivatizacié nélkiil, elvalasztas PDA detektorral felszerelt

HPAEC-val
LC-ESI-MS Deglikolizacié PNGase F-el, LC-ESI-MS analizis (permetilacio) [39], [51],
[52], [53]
CE-ESI-MS Deglikolizacié PNGase F-el, CE-ESI-MS analizis [45], [54]
MALDI-MS Deglikolizaci6 PNGase F-el, derivatizacié 1-fenil-3-metil- [41], [50],

pirazolonnal (PMP), fluoroférral vagy permetilacios agenssel, [55], [56]
MALDI-MS analizis

A Peptid-N4-(N-acetil-f-gliikozaminil) aszparagin amidaz F (roviden PNGase F) egy széles korben
alkalmazott enzim az N-kotésti glikdnok fehérjékrol torténd felszabaditasara. Az enzimet az
Elizabethkingia meningoseptica baktériumbdl izolaltak, és azota rutin moédszerré valt a glikan
analizisben, kiilonosen a bioldégikumok glikozilacios profiljanak vizsgalatiban [57]. A PNGase F
specifikusan hasitja az N-glikozilalt fehérjékben talalhaté aszparagin és az els6 N-acetil-glilkozamin
(GlcNAc) kozotti amid kotést. Ennek eredményeként az N-glikan felszabadul a fehérjérél, mig az
aszparagin oldallanca aszparaginsavva alakul at. Az enzim szinte minden komplex, hibrid és nagy
mannoéz tipust N-glikdnt képes felszabaditani, kivéve, ha a GIcNAc al-3-fukozilalt (pl. ndvényi vagy
rovar eredetli glikanok esetén), ami gatolja az enzim mikodését [58]. A PNGase F alkalmazasa
kiiléndsen elonyos, mivel a reakcio enyhe, vizes koriilmények kozott torténik, és nem karositja a glikan
struktarat (1.2. abra). A felszabaditott glikanok ezt kdvetden fluoreszcens jeldléssel (pl. 2-AB, APTS)



vagy tomegspektrometriaval jol analizalhatok. A glikan profil meghatarozasa mellett a PNGase F
reakciobol szarmaz6 aszparaginsav detektaldsa is segithet a glikozilacios helyek azonositasaban [59].

Glycoamidase A

CH,OH
2OH

Il
NH— CCHZCH + HO-CCH,CH

+ H0

CcO
/
NHAc
NHAc

Oligosaccharide-GlcNAc-Asn-peptide Oligosaccharide-1-amino-GIcNAc Asp-peptide

20H CHZOH
(2] ﬁ >{ ﬁ # NH,3
NHAc NHAc
Oligosaccharide-1-amino-GlcNAc Oligosaccharide-GlcNAc

1.2. abra. N-glikanok enzimatikus felszabaditasa PNGase F enzim segitségével [60]

Az N-glikanok szekvenaldsa, azaz az oligoszacharid lanc pontos monoszacharid Gsszetételének,
szerkezetének és kapcsolddasi sorrendjének meghatdrozasa az analitikai folyamat egy kiemelkedden
fontos folyamata. Bar a tomegspektrometria és a kromatografias technikdk nagy érzékenységgel
képesek a glikan profilok jellemzésére, ezek dnmagukban a legtobbszor nem elegenddk a glikanok
szerkezeti izomerjeinek elkiilonitésére. Az exoglikozidaz alapu glikan szekvenalas egy specifikus,
1épésenkénti enzimatikus modszer, amellyel a glikdnok pontos szerkezeti felépitése meghatarozhatoak.
Az exoglikozidazok olyan specifikus enzimek, amelyek a glikdnok nem redukalé végérdl hasitjak le a
monoszacharid egységeket. Ezek az enzimek altaldban nagy specificitdssal rendelkeznek mind a
cukorfajta (pl. galaktéz, mannoz, fukoz, stb.), mind az anomer konfiguracio (a vagy B), mind pedig a
glikozidos kotés pozicidja (pl. 2 — 3, 1 — 6, stb.) kapcsan. Ennek eredményeképpen a megfeleld
enzimek sorrendben torténd alkalmazasaval — un. szekvencialis exoglikozidaz emésztéssel — a glikan
szerkezete 1épésrol [épésre az ismételt mintafuttatasokon keresztiil megallapithato [61]. A szekvenalasi
eljaras soran a felszabaditott és fluoreszcensen jeldlt oligoszaccharidokat elészor profilirozzak, hogy
megallapitsak a kiindulési glikdn mintazatot. Ezt kdvetden specifikus exoglikozidaz enzimeket adnak
hozza egyenként vagy kombinacioban, majd minden 1épés utan \jra analizaljak a glikan profilt. A
detektalt retencios id6 vagy elektroforetikus mobilitas valtozasa, valamint migracios idok mddosuldsa
informaciot ad a lehasitott monoszacharid tipusarél, pozicidjarol es mennyisségérol (pl. egy vagy tobb
galaktozt vagott le az enzim) [62]. A folyamat a kovetkezo lépések és enzimek mellett valosul meg:
el6észor neuraminidaz (szialidaz) enzimek alkalmazasaval eltavolithatok a szialsavak, majd -
galaktoziddz enzimmel a galaktdz egységek, azt kovetden pedig f-N-acetilhexozaminidaz enzimmel a
GlcNAc egységek hasithatok le. Ezen konszekutiv enzimatikus 1épések kiegészithetéek a-fukozidaz
enzimmel, mely az al — 6 vagy al — 3 kotéssel kapcsolt fukoz eltavolitasara alkalmas, igy ezen
1épések kumulativan lehetévé teszik a glikan struktirajanak részletes térképzését [63]. Az exoglikozidaz
alapu szekvendlds legnagyobb eldnye, hogy szerkezeti izomerek is megkiilonboztethet6k, amelyek

tomegspektrometrias analizissel nem mindig valaszthatok szét. Tovabba a mddszer kompatibilis a



legtobb fluoreszcens jelolési stratégiaval és automatizalt CE/HPLC rendszerekkel, igy jol alkalmazhato
magas ateresztoképességl (high throughput) koérnyezetekben is, példaul terdpias fehérjék gyartaskozi
ellenérzésére, ugyanakkor a modszer korlatai kdzé tartozik a hosszi emésztési idd, az enzimek kdltsége
¢s a sziikséges enzimspecificitas ismerete. Emellett a részben elagazo vagy siiriin szubsztitualt glikanok
esetében az enzimhozzaférhetdség korlatozott lehet, ami részleges emésztést vagy nehezen értelmezhetd

profilt eredményezhet. [64].

A teljes kori N-glikan analizis, gyorsasag és alacsony koltség egyidejii megvalositasa ritkan lehetséges,
ezért a gyakorlatban mindig kompromisszumokkal terhelt megoldasok sziikségesek. A glikan analitikai
platform kivalasztasa erésen fiigg az adott alkalmazastol: egy korai fejlesztési fazisban példaul nagy
felbontdsu MS alapti szerkezet azonositas sziikséges, mig gyartdskozi ellendrzéshez egy egyszert,
robusztus CE vagy HPLC mddszer is elegendd lehet. A technologiak fejlédése és gydgyszeripar altal
diktalt egyre nagyobb foku igény egyértelmiien az automatizalas felé mutat. A glikdn analizisben
elérhetd informacié mélysége (coverage), az idoéraforditas és a koltség szignifikans tényezok,
amelyekhez a célnak megfelelden kell modszert valasztani. Az automatizalt, moduléris rendszerek
bevezetése lehetséget teremt ezen szempontok egyensulyanak javitasara, kiilondsen ipari vagy klinikai

alkalmazasokban, ahol a nagy ateresztoképesség és a reprodukalhatosag elengedhetetlen.

Az N-glikanok nevezéktana és szerkezeti reprezenticidja rendkiviil szertedgazd a tradiciondlis,
szamitogépes kod alapi megkdzelitéstol egészen a gyogyszeriparban alkalmazott néhany karakteres
roviditésig (pl. GO). Az akadémiai kutatdsok soran legtobbszor az Oxfordi nevezéktant alkalmazzak,
mert a monoszacharid egységekbol potencialisan kialakithatd szamos glikan struktarat egyszeriien, de
még is egyértelmiien irja le. Az N-glikdnokat felépité monoszacharid struktirakat, majd azok potencialis
egymashoz valo viszonyat a kapcsolodo kotés lehetoségekkel egy példaval is szemléltetve az 1.3. abra
tartalmazza [65]. Ezen nevezéktan alkalmazasaval, valamint a hozza kapcsolodd grafikus
reprezentacioval mutatom be az M.1. tabldzatban az N-glikan analizis soran potencialisan felmeriilé N-

glikan struktardk GU, valamint tdmeg adatait.

Monoszacharid Kotéspozicid Koétés tipusa
O aliikoz 6 8 — Bkités
B N-acetil-gliikézamin a e a-kotés
0 Galaktoz ~~ Ismeretlen kotés
. 3 2
’ N-acetil-galaktozamin
*
e Fukoz v \ &
\ Y
O Mannéz .jO_H
*
Y
% szidlsav
A Xiloz FA2BG2S2

1.3. abra. Az N-glikanok Oxfordi nevezéktana [65]



1.5. Kapillaris elektroforézis

Tiselius és munkatarsai 1937-ben szamoltak be el6szor az elektroforézisrdl, mint 14j elvalasztasi
technikarol, melyet el6szor kolloidiok elvalasztasahoz alkalmaztak [66]. Ezt kovetéen az 1930-as
évektol az 1950-es évekig egyre szélesebb korben kezdték el vizsgalni a modszert és annak potencidlis
alkalmazasi lehetGségeit a bioldgiai eredetli mintaktdl egészen az izotopok elvalasztasaig, melyhez
szeparacios kozegként elsdsorban iiveggyapotot, iiveg port, celluloz port és agar gélt hasznaltak
[67][68][69]. Az elektroforézis, mint elvalasztasi technika ekkor még kialakuloban volt, a fejlesztések
egyik irdnya az elvalasztasi soran fellépd problémak — pl. a homérsékletfiiggés €s hdovezetés —
kikiiszobolése volt, mely soran a mai szemmel rendhagyd megoldasok sziilettek, gy, mint pl. 1954-ben
Kolin és munkatarsai altal megalkotott rendszer, mely az elektroforetikus elvalasztds egy forgd
koncepciodjat tanulmanyozta, hogy a homérsékleti konvekciot megszintesse [70], tovabba 1964-ben
Ornstein egy lemezen végzett elektroforetikus kisérleteket [71].

A 1II. vilaghdborat kovetd ipari fellendiilés €s az azzal kapcsolatos ipari attorések lehetové tették, hogy
a fejlesztések fokuszaba a miniatiirizalas keriiljon, melyet kisebb atmér6jii livegbdl és kiilonbdzo
polimerekbdl [72] késziilt kapillarisok alkalmazasaval oldottak meg. A nagyobb csdéatmérd hovezetési
problémakat okoz, mely csokkenti az elvalasztasi hatékonysagat, ezzel szemben a kisebb atmérdji
kapillarisok jobban szétoszlatjak a hot a megndvelt feliilet-térfogat arany révén, melynek eredménye
egyenletes hoeloszlas a csé keresztmetszetében. 1981-ben Jorgenson és Lukacs elméleti és kisérleti
megkozelitésbol mutattak be a nagyfelbontasu kapillaris elektroforézist (CE) sziik furati csévezetékben
[73]. Kés6bb, 1983-ban Hjerten adaptalta az SDS-PAGE modszert a kapillaris gélelektroforézisre
(CGE) [74]. 1989-t0] altalanos hasznalatra kereskedelmi CE eszkdzok is elérhetéek voltak. Az elsé6 CE
késziiléket a gyogyszeriparban a HPLC helyettesitésére szantdk, de az eltérd elvalasztasi

mechanizmusok révén a CE inkabb ortogonalis analitikai eszkozzé valt [75].

A CE technikdk szamos tipusat alkalmazzak ma standard CE eszkdzokkel, mint a kapillaris zéna
elektroforézis (CZE), kapillaris gélelektroforézis (CGE), micellas elektrokinetikus kapillaris
kromatografia (MECC), kapillaris elektrokromatografia (CEC), kapillaris izoelektromos fokuszalas
(CIEF) és kapillaris izotachoforézis (CITP) csak, hogy a legfontosabbakat emlitsem [76].

Lukacs és Jorgenson attoré publikacidjukban [73] mutattak be, hogy az analizis ideje a kapillaris
elektroforézis esetén aranyos a csé hosszanak négyzetével és forditottan aranyos az elektroforetikus
mozgékonysaggal, illetve az alkalmazott fesziiltséggel. A kapillaris hossza utalhat a tényleges
elvéalasztasi tavolsagra (az injektalasi ponttdl a detektalasi ablakig) és a teljes kapillaris hosszra

(elektrodtol elektrodig). A migracios idore megadhato formula a kdvetkez6képpen irhato le (1),

L:L
p o tod
ul

(1
ahol ¢ (s) az elvalasztasi id6, Ls (cm) a kapillaris hossza az injektalasi ponttdl a detektalasi ablakig, L,

(cm) a kapillaris teljes hossza, U (V) az alkalmazott fesziiltség és u (cm’V's”) az elektoforetikus

mozgékonysag. Az elvalasztas elméleti tinyérszama (N) a Giddings-elv alapjan [77] (2),
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ahol D (cm’s) az oldat diffizios koefficiense. Az elsé és masodik egyenlet megmutatja, hogy magasabb
elvalasztasi hatékonysag és rovidebb elvalasztasi ido érhetd el magasabb fesziiltséget alkalmazasa
mellett. Ugyanakkor, a magasabb elvalasztasi fesziiltség megndvekedett aramot és az azt kisérd Joule-
hét eredményez, ami csokkenti az elvalasztas hatékonysagat [78]. Az elektroforetikus mozgékonysag
tovabba kifejezhetd az alabbi egyenlettel (3),

_ q
6mnr 3)

U

ahol ¢ az oldat ionjainak nett6 toltése, 7 a hattér elektrolit viszkozitasa és » pedig a migral6 molekula
sugara. A nettd toltés altalaban pH-fiigg6. A kapillarison keresztiili molekularis diffuzio

csucsszélesedéshez vezet (4),

_ 2DL}

2 =2Dt
o U 4)

ahol o” a csticsszélesedés értéke. A masodik és negyedik egyenletekbdl a tanyérszam az aldbbi kifejezés

alapjan a tdnyérszam az alabbi képlettel szdmolhato (5),

_L_w )
o? 2D

Mindezek alapjan a két komponens kozotti felbontas az elektroforetikus elvalasztasban az alabbi

képlettel adhatdé meg (6),

A
R, = o,zsf’“‘\/ﬁ ©6)

ahol R, a felbontas, Au két komponens elektroforetikus mozgékonysaganak kiilonbsége és p a két
komponens atlagos elektroforetikus mozgékonysaga. A nagy fesziiltség kapcsan fellép6 aram hatasara
indukalt Joule-h6, mely szignifikdns hatdssal van az elvalasztas hatékonysagédra az alabbi mddon

szamolhato (7),

dH kU?
a2 @

ahol k a vezetdképesség és H az entalpia. Ez alapjan megallapithato, hogy az elvalasztas fesziiltségének
(U) csokkentése, és/vagy a kapillaris hosszanak ndvelése (L) szignifikdns hatassal vannak a
héképzodésre. Mindemellett az alacsony vezetoképességii pufferek alkalmazasa is tovabbi elényt jelent,
ugyanis a kapillarison beliili homérséklet gradiens Osszefiigg a puffer vezetoképességével, mely az

alabbi egyenlettel szamolhato ki (8),
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ahol » a kapillaris sugara, K a hovezetd képesség és I a leadott teljesitmény [79].

Napjainkban a kapillaris zona elektroforézis (CZE) a leggyakrabban alkalmazott technika a szamtalan
CE modszer koziil, mely hatékony elvalasztast biztosit mind a kis, mind a nagy molekuldkra nézve. A
berendezés magaba foglal egy nagyfesziiltségli tapegységet, minta-, és puffertartd edényeket, két
elektrodot (pozitiv es negativ), egy altalaban iiveg (szilika) kapillarist és egy detektort, amely a
megfeleld adatgyiijto és feldolgozo rendszerhez csatlakozik. A CE késziilék sematikus rajzat az 1.4. dbra

mutatja be.

Kapillaris

Detektor
Elektrod

/
Il / \
I}

il

I
I Mintatarté edény

r «

1.4. abra. A kapillaris elektroforézis sematikus rajza

Altalanossagban elmondhaté, hogy maximum = 30 kV a kapillarisra kapcsolt fesziiltség felsd hatara,
melyet standard elektroforézissel végzett elvalasztasok soran alkalmaznak ugy, hogy az dramerdsség ne
1épje at a 50 A aramerdsséget, hogy a kapillaris tilmelegedése elkeriilhetd legyen. A fesziiltség
szabalyozas pontossaganak + 0,1%-on beliil kell lennie, hogy megfeleld legyen a megfelelé migracios
id6 reprodukalhatosaga. Abban az esetben, amikor az inlet elektrod az andd, normal polaritasa
elvélasztasrol beszéliink, de bizonyos esetekben forditott polaritast kell haszndlni (az andd az outlet
elektrod). A polaritds valasztast a mintan levd toltések polaritasa, valamint a puffer vezetési
tulajdonsagain tul az is meghatarozza, hogy a nyitott kapillaris csévekben adott pH felett (pH 4 >) a
kapillaris bels6 felszinén 1évé szilanol csoportok negativ toltésiivé valnak, és a rendszerre kapcsolt
egyenaramu elektromos mez0 hatasara 1étrejon az ugynevezett elektroozmotikus aramlas (EOF), mely
soran a kettdsréteg kationjai az anod felé igyekeznek, magukkal ragadva az elvalasztas kozegét képzo
elektrolit oldatot, mely hatasara egységes, dugdszerti &ramlas jon 1étre. Az EOF nagysaga a puffer pH-
javal, ionerdsségével és a kapillaris feliiletének kémiai modositasaval szabalyozhato: lugos mosas (0,1
M NaOH) fokozza, savas regeneralas (0,1 M HCI) csokkenti a feliileti toltésstiriséget, igy forditott
polaritasi méréseknél az aramlas visszafoghat6. A stabil, jol kontrollalt EOF lehetévé teszi, hogy az
analitok elektroforetikus mobilitas kiilonbségei hatasara nagy felbontast elvalasztast kapjunk minimalis

savszélesedéssel.
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Kapillaris elektroforézissel torténd elvalasztasok soran a minta kétféleképpen juttathatdo be a
kapillarisba: vagy elektrokinetikusan, vagy nyomas altali (hidrodinamikai) injektalassal. Az
elektrokinetikai injektalas soran rovid idétartamra (1 — 10 sec) fesziiltség ala helyezziik a kapillarist,
mely elinditja az elektroforézis folyamatat a mintat tartalmazé edénybdl. Ebben az esetben a bejuttatott
minta mennyisége fiigg az analit molekuldk mobilitasatol es az alkalmazott puffer Osszetételétdl,
vezetési tulajdonsagaitol. Elénye, hogy a futtatd puffer viszkozitisa elhanyagolhatd, azonban
elektrokinetikus injektalas esetén tekintetbe kell venni a minta deplécios hatdsat, ha ismételt injektalas
torténik, azaz a minta koncentracidja és osszetétele idovel valtozhat, valamint az injektalasi eltérés, azaz
a nagyobb mobilitasti komponensekbdl tobb jut be a kapillarisba, mint az alacsonyabb mobilitastiakbol.

Az injektalt minta mennyisége a kdvetkezOképp fejezhetd ki (9),

(He +.ueof)'U'r27T'C't
g = ©
L
ahol ¢ az injektalt minta mennyisége a koncentraciéval megegyez6 egységben, u.az analit mobilitasa,
Ueor az EOF mobilitasa, » a kapillaris sugara, U az elektromos fesziiltség, ¢ a koncentracio, ¢ az id6 és L,
a kapillaris teljes hossza.

A nyomassal torténd injektalasi technika esetén a betoltés fiiggetlen a minta komponensek
elektroforetikus mozgékonysagatdl, azonban az injektalasi id6 hatassal van a cstcsszélesedésre, ezért a
minta tulajdonsagainak fényében az injektalas idétartamat érdemes a lehetd legnagyobb mértékben

csokkenteni. Az injektalas mennyisége a Hagen-Poiseullie egyenlet alapjan szamithat6 (10),

AP -r*-m-c-t

= 10
q 8L, (10)

ahol g az injektalt minta mennyisége a koncentracioval megegyez6 egységben, AP a nyomaskiilonbség,
r a kapillaris sugara, ¢ a koncentracio, ¢ az id6,  a kdzeg viszkozitasa és L, a kapillaris teljes hossza. A
mérés hatékonysaganak novelése érdekében a két injektalasi technika a minta prekoncentralasa céljabol
kvazi kombinalhatd, mely modszer a kapillaris izotachoforézis (CITP) elvén alapszik. Eldszor, egy
kevés vizet injektdlnak nyomassal a pufferrel t6ltott kapillarisba, majd elektrokinetikai injektalést
alkalmazva a nagyobb aramcsokkenés a kis vezetoképességii viz zonaban egy rovid savba fokuszalja a
mintat.

A hatékony elvalasztds céljabol a megfeleld kapillaris kivalasztasa kulcs fontossagu, meghatarozo
paraméterei a bels6 atméro, kiilsé atméro, a teljes és effektiv (detektorig tartd) hossza, valamint anyaga,
illetve annak kiilonb6z6 bevonatokkal torténd modositasa (kiilsé és belsd). A Joule-hd, melyet a nagy
fesziiltség hatasara jon létre jelentdsen csdkkentheti a CE mérések hatékonysagat, ezért kis belsd
atmérdju kapillaris csoveket célszerti alkalmazni megfeleld pontossdgu termosztalassal (temperalt
folyadék, vagy levegé keringgetésével). Altalanossagban elmondhaté, hogy a CZE technikahoz 20 —
100 um beld atmérdjh kapillaris az ideélis, de a hattér elektrolit viszkozitasat is figyelembe kell venni,

hogy ezen rendszerek feltolthetdek legyenek. A felbontas és a detektalasi hatar kozotti indirekt kapesolat
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miatt altalanosan az 50 um és 75 pm belsé atmérdji kapillarisokat hasznalnak, melyek nagyobb
felbontast biztositanak. A kapillaris kiils6 atmérdje a csatlakozas és az UV, illetve LIF detektalas miatt

fontos — mas kromatografias rendszerekhez hasonléan a tomités kiils6 oldalrol torténik.

A kapillaris hossza a kapillaris elektroforézis soran alkalmazott elvalasztasi koriilmények egyik
kulcsfontossagii paramétere, amely kozvetlen és kozvetett modon is befolyasolja az elvalasztas
hatékonysagat és mindségét. A kapillaris méretének optimalizalasa soran az alkalmazott késziilék fizikai
korlatain tilmenden tobb, egymassal részben ellentétes hatasmechanizmust sziikséges figyelembe
venni.

o Elvalasztasi hatékonysag: Az elvalasztas hatékonysaga no, ha az alkalmazott elektromos tér
erdsségét (V/em) noveljiik. Mivel az elektromos fesziiltség értéke az adott rendszerben
korlatozott, a révidebb kapillarisok lehetvé teszik a nagyobb térfesziiltség alkalmazasat,
ezaltal rovidebb elvalasztasi id6 mellett nagyobb elvalasztasi hatékonysag érheto el.

o Felbontas: A hosszabb kapillarisok hasznalata hozzajarul a nagyobb tartozkodasi id6hoz, igy a
kiilonb6z6 komponensek kdzotti szeparacios idé nd, ami — mas kromatografias technikakhoz
hasonloan — javithatja a felbontast. Ez kiilonosen elony0s dsszetett mintak vagy kozel
elvalaszthato analitok esetén, amikor az idébeli szeparacio kulcsfontossagu.

o Detektalasi hatékonysag: Az elvalasztds szempontjabdl relevans tovabba a detektalo ablakig
tart6 kapillarisszakasz ardnya a teljes kapillarishosszhoz viszonyitva. Hosszabb kapillaris
hasznalataval a detektalasig elteld migracios id6 n6é, amely lehetéséget biztosit a komponensek
jobb szétvalasara a detektalasi pontig. Ez kdzvetve javitja a kvantifikélas és az azonositas

pontossagat.

A fentiek alapjan a kapillaris hosszdnak megvalasztasa soran kompromisszum sziikséges az elvalasztasi
id6, a hatékonysag, a felbontés és a detektalasi érzékenység kozott. Mig a rovidebb kapillarisok gyors
elvalasztast tesznek lehetové, a hosszabb kapillarisok nagyobb szeparacios teljesitményt biztositanak.
A gyakorlatban gyakran alkalmaznak effektiv (detektorig mért) kapillarishosszt 20 — 50 cm, mig teljes
kapillarishosszt 50 — 75 cm kozott, az adott analitikai célkitiizések es az alkalmazott késziilék

fiiggvényében.

A kapillarisok végének vagasa kritikus a jo mindségl elvalasztas szempontjabdl. Erre altalanosan
keramia vagokovet alkalmaznak, mely kis mennyiségii szilankot és minimalis torést hoz létre. A
kapillarist 45°-0s szogben tartva egy ovatos vagassal érdemes elvagni, mely utan sorjamentesen lehet
elvalasztani a két részt egymastol. Altaldban iiveg, nem bevont szilika, vagy bevont (pl. poliimid,
fluorokarbon, polimer) kapillarisokat alkalmaznak. A nem bevont szilika jo hdvezetd és széles

elektromagneses szintartomanyban attetszo, de torékeny.

A kapillaris elektroforézis (CE) soran elérhet6 nagy elvalasztasi hatékonysag egyik alapveto feltétele a
preciz homérséklet szabalyozas, mivel a hdmérséklet kozvetlen hatdssal van a migracids ido
reprodukalhatosagara, az oldat viszkozitdsara, valamint a minta injektalasanak pontossagara. A
rendszerben jelen 1évo elektromos tér Joule hot general, amely — kiilonésen magas fesziiltség és nagy

ionerésségli pufferoldatok esetén — lokalis hémérséklet emelkedést okozhat, ezaltal torzithatja az
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elvalasztast. A hoémérséklet szabalyozasa tipikusan + 0,1°C pontossaggal torténik, amely
elengedhetetlen a kvantitativ €s reprodukalhaté analitikai eredmények biztositdsdhoz. A héelvezetés a
kapillaris kornyezetének levegével torténd szabalyozott hiitésével vagy folyadékhiitési rendszer
alkalmazasaval valosithaté meg. A folyadék cirkulaltatasa — példaul fluorokarbon — a kapillaris koriil
hatékonyabb hiitést biztosit, kiilondsen akkor, ha a rendszer nagy aramerdsséggel és hofejlodéssel
iizemel. A hémérséklet szabalyozas kiilondsen kritikus tényezd, ha érzékeny biologiai molekulak —
fehérjék vagy enzimek — elvalasztasa torténik, mivel ezek stabilitasa hdmérsékletfiiggd. A legtobb CE
eljaras 20 — 25°C, azaz szobahomérséklet kozeli tartomanyban zajlik, de bizonyos alkalmazasok esetén
alacsonyabb vagy magasabb homérséklet is sziikséges lehet, példaul enzimaktivitds megdrzése vagy
héérzékeny komponensek stabilizdlasa céljabol. Osszességében a hémérsékleti paraméterek pontos
szabalyozasa nélkiillozhetetlen a CE modszer robusztussdganak, érzékenységének és
reprodukalhatosaganak fenntartasahoz, kiilonosen nagy teljesitményli, kvantitativ analitikai
alkalmazasok esetén.

A kapillaris elektroforézis soran kiilonféle pufferoldatok alkalmazhatok az elvalasztasi koriilmények
optimalizalasa céljabol. A puffer pH-jat jellemzben az elvalasztandé minta molekulak izoelektromos
pontjdhoz (pl) kozeli tartomanyban, altalaban + 1 pH egységen beliil allitjak be, a megfeleld elektromos
toltésallapot és elvalasztasi hatékonysag biztositasa érdekében. A pufferoldatok koncentracidja
tipikusan 50 — 100 mM kozé esik, amely elegend6 pH stabilitast biztosit, mikdzben minimalizalja az
elektromos vezetOképesség novekedéséhez kapcsolodd nem kivant hatasokat. Az elvalasztasi
rendszerben alkalmazhatok tn. ikerionos (zwitterionos) pufferkomponensek is, amelyek az adott pH-n
alacsony vezetbképességet mutatnak. Ez az alacsony vezetOképesség csokkenti az aramerdsséget igy
mérsékli a rendszerben keletkez6 Joule hd mennyiségét, ami kiilondsen elényds nagy fesziiltségen
torténd elvalasztasok soran. A pufferoldathoz kiilonboz6 adalékanyagok is adhatok az elektroforetikus
mobilitds modositasa és az elvalasztasi szelektivitis novelése érdekében. Ezen adalékok alkalmazhatok
tovabba a kapillaris belsé falanak modositasara vagy bevonasara, amely hozzajarulhat az irreverzibilis
fehérjeadszorpcié csokkentéséhez, illetve a modszer reprodukalhatosaganak ndveléséhez. Az
adalékanyagok alkalmazasa lehetdvé teszi alternativ modszervariansok, a kapillaris gélelektroforézis
(CGE) megvaldsitasat, amely a hagyomanyos elektroforetikus elvalasztist gélmatrixban végzi, igy a
molekulasuly szerinti szeparacid is lehetové valik. A kapillaris elektroforetikus elvalasztaskora
leggyakrabban alkalmazott pufferek és adalék anyagok a kapcsolodo tulajdonsagaik feltiintetésével a
1.2. és a 1.3. tablazatban lathatoak [80].
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1.2. tablazat. Kapillaris elektroforézis soran alkalmazott pufferek [80]

Puffer pH tartomany
Foszfat 1,14 -3,14
Acetat 3,76 — 5,76
Foszfat 6,20 — 8,20
Borat 8,14-10,14
MES 5,15-7,15
PIPES 5,80 -7,80
HEPES 6,55 —8,55
Tricin 7,15-9,15
Tris 7.30-9,30

1.3. tablazat. Potencialis alapanyagok a kapillaris elektroforetikus elvalasztasok
modositasahoz [80]

Adalékanyagok Funkcio

Szerves oldoszerek EOF modositasa, feloldas

Szervetlen sok Fehérje konformacio valtoztatas

Szulfonsavak Hidroféb kolesonhatasi dgensek, ionpar képzés
Karbamid Oligonukleotidok denaturalésa, fehérjék feloldasa
Kationos feliiletaktiv anyagok A kapillaris falanak toltéscseréje

Cellul6oz szarmazékok EOF csokkentése, molekularis sziir6hatas
Amminok Szabad szilanol csoportok lefedése

Polimerck Meéret szeparécio, retencidos idé fluktuacidjanak

csokkentése

A kapillaris elektroforézis (CE) soran alkalmazott detektalasi elvek nagymértékben hasonlosagot
mutatnak a kromatografias technikakban hasznalt detektorok miikodésével, ideértve az abszorbancia-,
fluoreszcencia-, vezetOképesség- ¢és tomegspektrometriai alapi detektalast. A leggyakrabban
alkalmazott detektdldsi modok azonban az ultraibolya/lathatd (UV/VIS) spektroszkopia és a
lézerindukalt fluoreszcencia (LIF). Az UV/VIS detektalas soran a rendszer az oldat fényateresztd
képességét (transzmittancidjat) méri az adott hullamhosszon, majd az igy nyert jelintenzitast egy
korabban meghatarozott kalibraciés gorbéhez viszonyitja, amely Ilehetové teszi az analit
optikailag inaktivnak kell lennie az adott detektalasi hullamhosszon, hogy minimalizalja a hattérzajt és
maximalizalja a jel/zaj ardnyt. A detektdlas érzékenysége és hatékonysaga a kapillaris detektalasi
zondjanak geometriajaval is fokozhato. Ilyen konstrukcié a Z-alaku detektald cella (Z-cell), amely
megnovelt optikai Gthosszt biztosit, igy javitva az abszorbancia alapt detektalas érzékenységét (lasd 1.5.
esetén. Az UV/VIS detektalasnal elérhetd detektalasi hatar (LOD) tipikusan a 10"* — 1072 mol
tartomanyban mozog, fiiggben az analit molaris extinkcids koefficiensétdl, a detektalasi hullamhossztol,

a kapillaris optikai ithosszatol, valamint a rendszer zajszintjétol.
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Konvencionalis cella

Lencse  yapilaris Fotodiéda

Z-cella

Lencse Kapillaris Fotodidda

1.5. abra. Konvencionalis és Z-cellas detektalasi modok [81]

A fluoreszcencia alapu detektalast széles korben alkalmazzék a gyodgyszeripari vegyiiletek analitikai
kimutatdsara van sziikség. Ugyanakkor szamos cél analit eredend6en nem rendelkezik fluoreszcens
tulajdonsagokkal, ezért az esetek tobbségében fluoreszcens szarmazékképzés — azaz pre- vagy
posztkolonnas derivatizalas — sziikséges a megfeleld detektalhatdsag eléréséhez. A fluoreszcencia és az
UV/VIS alapt detektalas kozotti egyik alapvetd kiilonbség a gerjesztéshez hasznalt fényforras tipusa.
Mig az UV/VIS detektalas soran altaldban xenonldmpat alkalmaznak, addig a lézerindukalt
fluoreszcencia (LIF) detektalashoz argon ion 1ézereket hasznalnak, jellemzéen 488 nm és 532 nm kozotti
gerjesztési hulliamhosszon. Ezek a monokromatikus, nagy intenzitast fényforrasok lehetové teszik a
célzott és nagy érzékenységii fluoreszcencia excitaciot. A detektalasi hatar (limit of detection, LOD)
kozvetlen korrelaciot mutat a lézer teljesitményével: erdsebb lézerforrds alkalmazédsa fokozott
érzékenységet eredményez, amely lehet6vé teszi pikomol alatti koncentraciok pontos mérését.
Ugyanakkor a lézerintenzitas optimalizalasa elengedhetetlen, mivel talzott teljesitmény esetén a
fluoreszcens festék fotodegradacioja (Un. "kiégés") kovetkezhet be, ami a jelcsokkenéshez és
reprodukélhatdsagi problémakhoz vezethet. A LIF technika egyik f6 elénye, hogy extrém alacsony
kimutatasi hatar érhet6 el: a LOD érték tipikusan 107'7 mol tartoméanyban mozog, igy ez az egyik
legérzékenyebb detektalasi mod a kapillaris elektroforézisben. Ez kiilondsen eldnyds nyomnyi

mennyiségli biologiai mintak, gyogyszerhatéanyagok vagy metabolitok analizise esetén.
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1.6. A kutatémunka soran felhasznalt fehérjék

A PhD kutaté6 munkédm sordn bemutatott eredményekben két human eredetti — human immunoglobulin
1 (hlgG1l) és vérszérum — valamint harom gyogyszeripari (Humira, Enbrel és Roche geAb — gliko-
modositott antitest: glycoengineered antybody) — glikoprotein mintat alkalmaztam. Idedlis esetben egy
kidolgozott mintael6készitési protokoll minden mintara feltétel nélkiil alkalmazhato, igy ezen
glikoproteinek megvalasztasa onkényes volt, részben azért, mert részben altalanossagban alkalmazott
teszt fehérjének szamitanak, részben azért, mert a valasztott mintdk olyan érdekes tulajdonsagokat
mutattak, melynek kapcsan a protokoll fejlesztésére, modositasara, és kiterjesztésére volt sziikség,
azonban mindrél elmondhatd, hogy mind gydgyszeripari, mind a betegségekkel kapcsolatos

kutatasokban, markerek fejlesztésekben szerepiik kiemelkedd.

A human immunoglobulin (IgG) a legnagyobb mennyiségben el6forduld antitest izotipus az emberi
keringésben, az 0sszes szérumban talalhatd immunglobulin koriilbeliil 75%-at teszi ki. Az IgG
molekulékat plazmasejtek (B-sejtek) szintetizaljak és szekretaljak [82]. A hlgG1 ezen beliil egy antitest
izotipus (1. abra), amely négy peptidlancbdl épiil fel: két azonos nehéz- (heavy) és két azonos konnyii-
(light) lancbol, Y alakban elrendezédve, ahol minden IgG molekula két antigénko6to hellyel rendelkezik
(1.6. abra).

1.6. abra. Az immunoglobulin G molekula. A szinezett rész a konzervalt N-glikozilacios helyeket
mutatja [83]

Az IgG molekulak egy konzervalt N-glikozilacios hellyel rendelkeznek az Aszparagin-297 (Asn-297)
mintazat betegségekkel dsszefiiggd valtozasai fontos informaciot hordozhatnak az adott korallapotrol
vagy annak stadiuméarél. Ezen glikanok az IgG effektor funkcioiban is jelentds szerepet jatszanak, ezért
a terapias antitestek glikan struktiradinak modositasa lehetdséget biztosit a quality by design (QbD)
megkozelités alkalmazasara [84]. A fukozildltsag jelenléte vagy hidnya meghatarozo tényezo lehet az
ADCC (antitest fiiggd cellularis citotoxicitas) funkcid szempontjabol. Az Evaluate Pharma 2024-es
kimutatdsa szerint 2025 és 2030 kozott kozel 100 biologiai gydgyszer veszti el kizarolagossagat az
Egyesiilt Allamokban, amelyek egyiittes forgalma az engedélyezés lejartat megel6z6 évben elérte a 120
milliard amerikai dollart. Ez a valtozas jelentds lehetOséget teremt a bioszimilaris készitmények piacan,
amely jelenleg még nem aknazta ki teljes mértékben novekedési potencialjat. A jelenlegi analitikai

technikak 6nmagukban nem biztositanak kielégitd valaszt a biofarmakonok kvalitativ és kvantitativ
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analizisére, ezért ortogonalis modszerek alkalmazasa valnak sziikségessé [86]. A glikozilacio
vizsgalatakor, illetve a kapcsolédd modszerek fejlesztésekor, vizsgalatakor a hIgGl glikoprotein
gyakran alkalmazott minta molekula, mert nagy mennyiségben, relative olcson rendelkezésre all, széles

spektrumon és nagy mennyiségben tartalmaz kiilonb6zé N-glikanokat.

A Humira (Adalimumab) egy teljesen human eredetli, rekombinans monoklonalis antitest, amely az
anti-TNFa (tumor nekrozis faktor alfa) hatdbanyagcsoportba tartozik. Az Eurdpai Unidban és vilagszerte
az egyik legszélesebb korben alkalmazott bioldgiai terapias szer gyulladasos autoimmun betegségek —
reumatoid artritisz, Crohn betegség, colitis ulcerosa, pszoriazis és ankylosing spondylitis — kezelésére
[87]. Adalimumab szerkezetét tekintve egy IgG1 tipusi immunglobulin, molekulatomege kb. 148 kDa,
€s szamos poszttranszlaciés modositdson megy keresztiil, melyek koziil a glikozilacio a legjelentésebb
[88]. Az adalimumab glikozilacids jellemz6i [29], [89]:

e Az N-glikdnok az Asn297 aminosav pozicion talalhatok mindkét nehézlanc Fe régidjaban.

e Az Fc régio glikanjai komplex, biantennaris struktirak, amelyek részben vagy teljesen
galaktozilaltak, fukozilaltak és szializaltak lehetnek.

e Az Fab régidban (antigénkoto rész) jellemzdéen nincs glikozilacio (ellentétben néhany mas
terapias antitesttel), ami hozzajarul a jol meghatarozott, homogén szerkezethez.

e Stabilitas és szerkezet: a glikdnok hozzajarulnak az Fc régio szerkezetének stabilizalasahoz.

o Effektor funkciok: a glikdn profil befolyasolja az Fcy receptorokhoz (pl. FcyRIlIa) és a
komplementrendszer C1q komponenséhez valé kotddést, ezaltal az ADCC (antitestfiiggd
sejtes citotoxicitas) és CDC (komplementfiiggd citotoxicitas) hatdismechanizmusokat.

e Immunogenitas: mivel az adalimumabot human sejtvonal (CHO vagy PER.C6) termeli,
glikanjai human kompatibilisek, igy az immunogenitasi kockazat alacsony.

A Humira tobb bioszimilérisa is elérhetd (pl. Amgevita, Hyrimoz, Idacio, Halimatoz), amelyek
gyartasanal kulcsfontossagii a referenciahatéanyag glikanprofiljanak reprodukalasa. A glikanprofil
kisebb eltérései befolyasolhatjak a sejtkozvetitett citotoxicitds mértékét, az Fc receptorhoz vald

kotodést, valamint a fehérje szérumstabilitasat és kitiriilését [90].

Az Enbrel (Etanercept) egy biologiai eredetli, rekombinans fuzids fehérje, amelyet a tumor nekrozis
faktor (TNF) gatlasara fejlesztettek ki. Alkalmazasi teriiletei kozé tartozik tobb autoimmun betegség —a
reumatoid artritisz, pszoriazisos artritisz, ankylosing spondylitis és plakkos pszoriazis — kezelése [91].
A molekula ezzel szerkezetileg hasonlo egy IgG antitesthez, de antigénkotd régio helyett a TNF-hez
kotodo receptor doméneket hordoz [2]. Etanercept erdsen glikozilalt fehérje, amely mind N-glikanokat,
mind O-glikdnokat tartalmaz. A rekombindns fehérjét CHO sejtekben allitjak eld, ami biztositja a
komplex, human tipust glikdn mintazat eldallitasat, bar kisebb mértékli nem human glikanok (pl.
Neu5Gce vagy a-Gal) is eléfordulhatnak, amelyek immunogenitast valthatnak ki [92]. Az Etanercept
molekula:

e Hat N-glikozilacios helyet tartalmaz a TNFR2 komponensben, lanconként kett6t, valamint

tovabbi egyet a FC-n Asn 297-ben.
e Az Fc régioban talalhato egy N-glikozilacios hely (Asn297) hasonlo, mint a nativ IgG-ben.
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e Ezen feliil tobb potencialis O-glikozilacios hely talalhato, foként a TNFR2 doménben, de ezek

szerepe kevésbé feltart — a linkerekben pl. lanconként 13 darab O-glikén talalhato.

A terapias protein mindségellendrzése soran kiemelt figyelmet forditanak a glikozilacidos mintazat
vizsgalatara, mivel ezek a kritikus mindségi attributumok (CQA-k) kozé tartoznak. A bioszimildris
fejlesztések (pl. Benepali) soran is a glikan profil egyezdsége az egyik legfontosabb értékelési szempont,

mivel a hatdsmechanizmus glikozilacio fliggd lehet. [32].

A Roche GmbH. altal gliko-modositott antitest: glycoengineered antybody — Roche geAb — egy
titkositott, fejlesztés alatt allo fizios fehérje, amivel kapcsolatban annyi informaciot biztositott a gyarto,

hogy er6sen glikozilalt fizios fehérjérdl van szo, és problémak adodtak az N-glikan analitikaja soran.

A human szérum a vérplazméanak az alvadasi faktoroktdl (mint a fibrinogén) megtisztitott része, amely
szamos fehérjét és biologiailag aktiv molekulat tartalmaz. Ezek koziil a glikoproteinek — vagyis a
szénhidrat oldallancokat tartalmazoé fehérjék — kulcsfontossagu szerepet jatszanak a szervezet
homeosztazisaban, az immunvalaszban, valamint a sejtek kozotti kommunikacioban [17]. A szérum
glikoproteinjeinek tobbsége a majban szintetizalodik, és a vérkeringésen keresztiil jut el rendeltetési
helyére. A legnagyobb mennyiségben jelen 1évo szérumfehérje, az albumin (~35 — 50 g/L), csak
minimalis glikozilacioval rendelkezik, igy nem sorolhatd a klasszikus glikoproteinek kozé. Ezzel
szemben tobb jelentés plazmafehérje —az immunglobulinok (IgG, IgA, IgM), a transzferrin, a
haptoglobin, az al-antitripszin, és a komplementrendszer komponensei — jol definialt glikan
strukturakkal rendelkeznek [93]. A glikanok szerkezete €s eloszlasa dinamikusan valtozik kiilonb6zo
¢lettani és korélettani allapotokban, igy a glikozildciés mintazat hasznos biomarkerként szolgéalhat
szamos betegség, gyulladasos allapotok, autoimmun betegségek vagy daganatok esetén [94].
Mennyiségi szempontbol, a human szérumban tobb mint 200 kiilonbdz6 glikoproteint azonositottak,
amelyek koncentracidja széles tartomanyban mozog, a legfontosabbak ezek koziil [29]:
e IgG: kb. 7,0 — 16 g/L — er6sen N-glikozilalt, a glikan struktirak befolyasoljak az Fc
receptorhoz vald kotodést és az ADCC valaszt
e Transzferrin: ~2,5 — 3,8 g/L — két N-glikozilacios hellyel rendelkezik, glikozilacidja
befolyasolja a vas szallitasat.
e Haptoglobin: ~0,3 — 2,0 g/L — er6sen glikozilalt, akut fazisfehérje, szintje gyulladasban nd.
e al-antitripszin: ~1,5 — 3,5 g/L — N-glikanjai stabilizaljak a szerkezetét, glikozilacios profilja
majbetegségek indikatora lehet.

e Komplement C3: ~1,0 — 1,5 g/L — glikanjai szerepet jatszanak az aktivacid szabalyozasaban.

Egyes glikan mintazatok, példaul az agalaktozilalt IgG vagy a hiperszialilalt transzferrin, diagnosztikai
értékkel birnak. Az agalaktozildlt IgG tipusok aranyanak emelkedése reumatoid artritiszben
megfigyelhetd, mig a transzferrin glikozilacidjanak eltérései orokletes kongenitalis glikozilacios
zavarok (CDGQG) indikatorai lehetnek [95].
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2. Célkitiizés

A komplex szénhidratok, ezen beliil a cukrok — N-glikanok — analizisével kapcsolatban megallapithato,
hogy elvalasztasi mddszertdl és mintaeldkészitési megoldasoktdl fliggetleniil egy rendkiviil 6sszetett
folyamat, nem rendelkeznek se elnyeléssel, se autofluoreszcenciaval, és egyes eseteket leszamitva
toltéssel sem, ezért kvalitativ és kvantitativ mérésiik kihivasokkal teli, legtobbszor soklépéses
mintaelokészitési modszer alkalmazasat igényli. Szerkezetiiket tekintve igen valtozatosak, azonban ezen
szerkezeti kiilonbségek nem hordoznak magukban megfeleldé mértékti fizikai és/vagy kémiai
tulajdonsagbéli kiilonbséget, mely az elvalasztas alapja lehet. A kutatbmunkam soran a vizsgalt N-

crer

megtalalhatoak, melyek nem egyértelmiien és csak nehezen hozzaférhetoek.

A kutat6i és ipari gyakorlatban hasznalt N-glikan analitikdhoz kapcsolodod mintaelGkészitési 1épéseket
nagy altalanossagban azonos Iépések mentén valositjdk meg. A kiilonbséget a felhasznalt reagensek
mindsége és mennyisége adja, illetve fontos kiemelni, hogy ezen f& 1épések komoly fiiggdségi
viszonyban vannak egymassal. Az N-glikan mintaeldkészités fobb 1épései:

1) Fehérje denaturacio — a cukor strukturak hozzaférhetdségének biztositasa

2) Enzimatikus N-glikan eltavolitisa PNGase F enzimmel — célzott emésztés

3) Jelolés (festés) — a cukor struktarak detektalhatosaganak, valamint az alkalmazott kapillaris

elektroforézis rendszerben torténd elvalaszthatésaganak biztositasa (tdltések biztositasa)

4) Felesleges jeloloanyag eltavolitasa — a detektalast zavard maradék festékanyag eltavolitasa

A mintael6készités fobb 1épései eldre mar vetitik a mintaelokészités fobb nehézségeit és kérdéseit ugy,
mint a fehérje denaturaciot kovetd enzimfehérjét alkalmazo 1€pést — tovabbi denaturacios hatas —, illetve
a jelolés és felesleges jeloldanyag eltavolitasa kozti relaciot. Az egyes részlépésekben alkalmazott
megvalasztasa kritikus a reakcié végbemenetele céljabol. Fontos tovabbd megemliteni, hogy az
altalanosan alkalmazott mintaeldkészitési folyamat két egyensulyi reakcidt is tartalmaz — ugy, mint az
enzimes emésztés, valamint az APTS jelolanyaggal torténd fluoreszcens jelolés — melyeknek
kivitelezési modja és mindsége kozvetleniil befolyasolja a mintaelokészitési modszer

reprodukalhatdsagat és megbizhatosagat.

A mintael6készitési modszerek fejlesztése nem dncélu folyamat, hanem kiemelt célok mentén valosul
meg. A mintaelokészités folyamatanak fejlesztésének szempontjai a vizsgalt rendszerre a kdvetkezok
voltak:

1) Altalanosan alkalmazhat6?

2) Egyszertsithet6?

3) Csokkenthet6 a mintaelokészités ideje?

4) Validalhat6?

5) Automatizalhat6?
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Az elmult évtizedekrdl altalanossagban megfogalmazhatd, hogy mind a kutatoi, mind az ipari fél
igyekezett megoldast talalni a felsorolt kérdésekre leginkabb ugy, hogy valamelyik aspektusat kiemelt
szerepben tlintette fel, és arra épitve kinalt megoldast az N-glikdn mintaelékészités komplex
folyamatara. Leginkabb az id6 faktor, ami kiemelkedett a szempontok koziil, ugyan is a hagyomanyos
mintaledkészitési 1épések gyakran tartalmaztak éjszakéakon at tart6 inkubacios lépéseket. Alapvetd trend
az analitikai munkaban az analizis id6 minél nagyobb mértékii csokkentése — gondoljunk a HPLC és a
UPLC kapcsolatara, ahol sikeresen sikeriilt egyidejiileg megvalositani az elvalasztas hatékonysaganak
novelését és az analizis id6 csokkentését. Ezen analogian tovabb lépve belathato, hogy nem elegans,
praktikus, sem pedig gazdasagilag aldtdmaszthaté pl. egy 6 perces elvalasztahoz kapcsolt 48 Oras
mintael6készitési folyamat. A piac mara mar szamos formaban kinal alternativakat a megemlitett fébb
mintaeldkészitési 1épéseken beliil — pl. nagyhatékonysagu enzim és puffer rendszerek, mellyel percek
alatt megvalosithatd az N-glikanok specifikus eltavolitasa a fehérjékrdl, illetve olyan jel6ldanyagok,

mely percek alatt képes a leemésztett glikanok jelolésére.

Felmeriil azonban a kérdés, hogy pl. a folyamat idejének csokkentése, illetve barmilyen egyéb
valtoztatas a modszerekben milyen hatassal van a mintael6készités megbizhatosagara? A természetben
megtaldlhatd, valamint a modern gyogyszeripar altal eldallitott glikozilalt fehérjék rendkiviil
valtozatosak, melyek esetén meg kell vizsgalni, hogy a kifejlesztett mddszerek valoban alkalmasak és
megbizhatoak-e a fehérjékhez kotott N-glikanok vizsgalatara. Mindemellett a valtozo, modernizalddo
analitikai megoldasok jabb kihivasokat indukalnak, igy pl. a tomegspektrometrias rendszerekkel
torténd kapcsolds esetén tovabbi, a mintaelokészités a rendszerrel vald kompatibilitasat sziikségessé
tevd valtozasokat kell bevezetni a folyamat soran. Az egyre novekvd ipari igények a
nagyateresztoképességii analitikai mddszerek irant évrol évre egyre nagyobbak, igy analitikai mddszer
alkalmazhatosagat szignifikansan befolyasolja az alkalmazott 1épések potencialis automatizalhatésaga.
A napjainkban mar kereskedelemben elérhetéek olyan robotizalt rendszerek, megoldasok, melyek ezt a
kérdéskort szimplan gazdasagi kérdéssé redukaltak, mert szinte mar minden feladat elvégezhetd robotok
segitségével, azonban pl. egy centrifugalashoz sziikséges rendszer joval bonyolultabb és dragabb, mint
ahol csak egyszert pipettaval torténd anyagmozgatason alapul6 robotot kell alkalmazni. A térekvés e
tekintetben, hogy milyen mértékben kivalthatdak ezek a 1épések, és helyettesithetéek olyan

megoldasokkal, melyek gazdasdgosabban automatizalhatoak.

A fejlesztési folyamat mérdszamai legtobbszor meglehetésen dnkényes valasztason alapulnak, hogy a
teljesitmény paramétereket milyen bazis értékhez képest vizsgaljuk. Az N-glikanok specifikus
emésztéshez hasznalt PNGase F enzimet hagyomanyos értelemben egész éjszakan at alkalmazzuk,
azonban a piacon kaphatdé mar olyan enzim, ami fél 6ras emésztési idot igér, de ha a 4.1. és a 4.2.
fejezetben targyalt helyzet all el6, a reakcidsebesség masodlagos kérdéssé valik, ami természetesen nem
eredményezi azt, hogy nincs torekvés a leghatékonyabb megoldas megtalalasra. Az exoglikozidazok
automatizalasara irdnyuld toérekvéseim kapcsan azonban elmondhatd, hogy az enzimes reakcid a
mérdberendezésen belill torténo lejatszatasa, valamint a mérésnek a folyamatba valo integralasa jelentos

1d6 megtakaritasdhoz (25 — 50%) vezethet ugy, hogy az analizis meg6rzi megbizhatosagat.

Altalanosan elmondhato, hogy egyszerre minden feltételrendszernek nem lehet megfelelni, hanem egy

megfeleld cél artikulalasa mellett a lehetd legjobb modszert kell megtaldlni, mely a lehetd legtobb
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szempontot a lehetdségekhez mérten optimalis eredményt biztosit. A kutatdmunkam, ezen beliil is ezen
doktori disszertacio célja, hogy bemutassa az N-glikan mintaelOkészités 1épéseit és kihivasait, melyek
célja, hogy a kapillaris elektroforézissel megvalositott analitikai munka sordn gyorsan kapjunk
megbizhato eredményeket. Célom bemutatni:

1) olyan gyogyszeripari fehérjét, ahol az altalanossagban alkalmazott mintaelkészitési megoldas
nem alkalmazhato a denaturaci6 ellenére is fellépd sztérikus gatlas miatt,

2) olyan modositasokat a mintaelokészitési folyamatban, mely lehetdvé teszi nagy mennyiségii
fehérjék — gyogyszeripari €s bioldgiai minta esetén torténd — feldolgozasat
tomegspektrometrias mérések céljabol,

3) a mintael6készitési modszer megbizhatdsaganak vizsgalatat,

4) valamint a csucsazonositasnal alkalmazott szekvenalasi eljaras reakcididejének szignifikans
lecsokkentésének és automatizalasanak potencialis lehetoségét.

A megfogalmazott célkitlizéseken keresztiil célom raviladgitani a mintael6készitési 1épések Onallo,
valamint a rendszerben elfoglalt helyének ismereténben torténd vizsgalatanak fontossagara. A javasolt
megoldasok a tapasztalt problémakra egyik esetben sem feleltek meg a mintaelokészitési modszerek
fejlesztésével kapcsolatban felvetett kérdések koziil az egyszerlsités torekvéseinek. Ennek ellenére a
bemutatott problémak és az azokra adott potencialis megoldas ravilagit a mintaelokészités egyes
elemeinek mélységeire és buktatdira, melyeket érdemes figyelembe venni az ismert mintak mellett és a
rutinfeladatok mellett is.

3. Vizsgalati moédszerek

3.1. Felhasznalt anyagok és eszk6zok

A kutatoi munkam és a doktori disszertacidban bemutatott eredményekhez alkalmazott eszkdzok,

vegyszerek és reagensek listajat az 3.1 és a 3.2 tablazatokban foglaltam Gssze.

3.1. tablazat. A felhasznalt eszk6zok listaja

Berendezés Tipus

Kapillaris elektroforézis Beckman Coulter PPZACE MDQ

Szoftver 32Karat software; Version 10.1 Build 44.

PCR késziilék Genomyx cycle LR

Blokk termosztat Biosan TDB-120 Dry Block Thermostat (A-103)
Centrifuga 1 Tomy Centrifuge PMC-060; 6 200 rpm max

Centrifuga 2 Biosan Microspin; 12 000 rpm max.

Centrifuga 3 Jouan rc.10.100 SpeedVac (2 500 rpm)

Vortex IKA Mini Vortexer MV1 (VWR)

Kapillaris 1 Molex Polymicro 50 pm i.d. bare fused silica

Kapillaris 2 Beckman Coulter N-CHO (#477601)

Kapillaris 3 Sciex OptiMS (Sciex #B07367)

Pipetta Rainin Pipet-Lite LTS Pipette L-XLS+ (2,0 uL; 20 uL, 200 pL;1,0 mL)
Viztisztitd berendezés Merck Synergy UV Water Purification System (18,2 mQ)
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3.2. tablazat. A felhasznalt reagensek listaja

Reagens

Forgalmazoé

Natrium dodecil szulfat (SDS)

Amresco #0227-100G

Nonidet P-40 (NP-40)

Amresco #M158-100ML

Dithiothreitol (DTT)

Sigma Aldrich #43816-50ML

Glicerin VWR #24388.295

PNGase F Asparla Glycqmlcs PNGase F-500 IUB (Carboclip,
Elizabethkingia sp.)

Jégecet Sigma Aldrich #A6283-500ML

APTS Fast Glycan Analysis and Labeling Kit (L6)

1 M NaBH3;CN THF-ben

Sigma Aldrich #296813-100ML

Glikan magneses gyongyok

Fast Glycan Analysis and Labeling Kit — (M1)

Acetonitril

Millipore #1.0029.2500

Sosav

Millipore #1.09058.1000

Natrium hidroxid

Molar Chemicals #24149-101-340

Glikan elvalaszto gél puffer

Fast Glycan Analysis and Labeling Kit — (HR-NCHO)

Maltodextrin Fast Glycan Analysis and Labeling Kit — (GU)
Bracketing standard (BST) Fast Glycan Analysis and Labeling Kit — (BST-10)
Human IgG (hIgG1) Sigma Aldrich #14506-100MG

Ammonium acetat (7.5 M)

Sigma Aldrich #A2706-100ML

Tetrahidrofuran (THF) VWR #28553.293
Tripszin Sigma Aldrich #T1426-100MG
PBS puffer Sigma Aldrich #P4417-100TAB

2-merkaptoetanol

Sigma Aldrich #M7154

Iodoacetamide

Sigma Aldrich #I-1149

SDS-CGE elvalaszt6 gél puffer

Beckman Coulter SDS-CGE analysis kit (A30341)

SDS-CGE minta puffer

Beckman Coulter SDS-CGE analysis kit (Samle buffer)

10 kDa standard Beckman Coulter SDS-CGE analysis kit (A26487)
Foszforsav Sigma Aldrich #345245

Karbamid Sigma Aldrich #U0631

Iminodiecetsav Sigma Aldrich #220000

L-arginin Sigma Aldrich #A5006

clEF elvalaszto gél puffer

Beckman Coulter #A477497

clEF Peptide pl Marker Kit

Beckman Coulter #A58481

Pharmalyte 3-10 (Carrier Ampholytes)

GE Healthcare #A58481

Amin magneses gyongyok

Chemicell #1401-5 (50 mg/mL; 1.0 pm)

Szialidaz A; 0(2—3,6,8,9)R

ProZyme #GK80040 (Arthrobacter ureafaciens in E. coli)

B-galaktozidaz; B(1 — 3,4,6)R

ProZyme #GKX-5012 (Jack bean)

B-N-acetil-hex6zaminidaz; p(1 — 2,3,4,6)R

ProZyme #GKX-5023 (Jack bean)
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3.2. Az N-glikan mintaelokészitéshez sziikséges torzsoldatok elkészitése

Az  N-glikanok  kapillaris  elektroforézissel = megvaldsitott  analitikajahoz ~ kapcsolddo
mintaelokészitésének 6 1€épési megegyeznek a korabban leirt négy {6 1épéssel ugy, mint a 1) fehérje
denaturacio, 2) enzimatikus cukor felszabaditas, 3) fluoreszcens jelolés €s 4) a felesleges jeldloanyag
eltavolitasa. A doktori dolgozatban targyalt reagensek és mennyiségeik irodalmi adatokra, valamint a
kutatasi téman korabban dolgozoé kollégak eredményeire tdmaszkodva sajat mérések kapcsan kertiltek
meghatarozasra. Szamos esetben kisérlettervezésen (DoE) alapuld méréssorozatok segitségével
hataroztam meg az optimumot egy adott reagens mennyiségét illetden, azonban ezen eredmények
targyalasa nem célja a doktori disszertacionak, de a kulcs paraméterek, aspektusok megfeleléen
kihangsulyozva keriilnek majd bemutatasra.

Az N-glikanok a fehérjékrdl torténd eltavolitasa PNGase F enzimmel tortént minden esetben, a kémiai
modszerekkel, illetve mas enzimekkel nem foglalkoztam. A kapcsolodd mintaeldkészitési 1épések is
ennek megfelelden lettek kialakitva. Hasonloan elmondhat6, hogy a felszabaditott glikan struktirak a
leggyakrabban alkalmazott APTS fluoreszcens jeloléanyaggal lettek megjelolve. A piacon megtalalhato
mas jeldloanyagok, illetve az ATPS jeldléshez kapcsolodo egyéb reagensek vizsgalata nem képzi ennek
a disszertacionak a témajat.

Fontos szempont volt a reagenseket illetden az tarolasi koriilmények és az eltarthatosag idejének
meghatarozasa. A tarolds homérséklete a kutatdocsoport korabbi tapasztalatira tdmaszkodva kertiltek
megallapitasra, az eltarthatdsag ideje pedig egy harom honapos maximumban lett megallapitva — a
méréshez kiszerelt mennyiségeket eszerint allitottuk be —, melynek fényében meghatarozasra keriilt,
hogy az adott térzsoldat, reagens meddig tarolhato.

Az alkalmazott mintaeldkészitési modszer az élettudomanyokban is rendszeresen alkalmazott
torzsoldatokon alapul6 rendszerben keriilt kialakitasa. A torzsoldatok szama mas protokollokhoz képest
nagy, azonban a mintaelokészitési folyamat sordn az eldre elkészitett torzsoldatokbdl a reakcidhoz
sziikséges kész reagensek az inkubacios 1épésekkel parhuzamosan Osszeallithatoak, igy elkészitésiik
nem noveli a teljes folyamat idejét.

Az automatizalhatosaggal kapcsolatos célkitlizéseket szem eldtt tartva a tobblet jeloldanyag
eltavolitasahoz funkcids csoporttal ellatott magneses mikrorészecskék (gyongyok) kertiltek
felhasznalasra. Més gyartok hasonléan a gyongyokhoz HILIC alapon, szerves oldoszer jelenlétében
képesek a leemésztett cukorstrukturak befogasara, azonban a centrifugalason és centrifugacsoveken
alapul6 megoldésa az automatizalthatdsadg szempontjabol egy koltségesebb megoldast jelent.

Fontos megjegyezni, hogy a kutatéi munkdm soran felhasznalt mintafehérjék esetén mindegyikrol
elmondhatd, hogy a leirasra keriil6 mintaeldkészitési modszerben javasolt anyagmennyiségek betartasa
mellett a mintamatrix nem fejtett ki zavard hatast a mintaeldkészités folyamatara, igy az altalanosan
alkalmazott protokollokban gyakran javasolt puffercserére nem volt sziikség. Egyéb esetben, pl. ahol a
tomegspektrometriaval torténd kapcsolds ettdl eltéré6 mintamennyiséget indokolt, a 4.2. fejezetben
keriilnek bemutatasra a sziikséges valtoztatasok és azok okai.
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3.2.1. Fehérjék denaturalasa

A fehérjék denaturalasahoz — az N-glikan struktirak hozzaférhetéségének biztositasa céljabol — natrium
dodecil szulfatot (SDS), dithiothreitolt (DTT), nonidet P-40-et (NP-40), valamint glicerint alkalmaztam.
Az alkalmazott reagensek mindegyikérél elmondhato, hogy a dolgozatban bemutatott mintafehérjék
esetén a Roche cég altal biztositott geAb fehérjét leszamitva 6nmagaban képesek a mintafehérjéket
denaturalni 60°C-on, vagy annal nagyobb homérsékleten. A keverék alkalmazasanak célja, hogy széles
spektrumon, egy kozel altalanos denaturald reagens keverék alljon rendelkezésre. Az alkalmazott
detergens ¢és feliiletaktiv anyagok mindségi €s mennyiségi megfontolasai a kdvetkezok voltak:

1) NP-40: A NEB cég denatural6 oldataiban alkalmazott reagens, melyrdl megallapitottak, hogy a
fehérjék denaturalasan tal a denaturalast kovet6 PNGase F enzimes reakcionak kedvez.
Mennyisége a NEB  honlapjan  (https://www.neb.com/en/products/p0708-pngase-f-
recombinant) megtalalhat6é denaturalo agensiik 0sszetétele alapjan lett megallapitva.

2) Glicerin: A fehérje stabilizacidjaban alkalmazzak, csokkenti az aggregacid kialakuldsanak
lehetoségét, valamint ndveli a fehérje oldhatésagat. Hasznalata alapvetéen ellentmond a
denaturalads folyamatanak céljaval, am alkalmazasaval novelheté a precipitdcido nélkiil
denaturalhat6 fehérje mennyisége (lasd: 4.2. fejezet).

3) SDS: A leggyakrabban alkalmazott feliiletaktiv anyag a fehérje denaturacidja sordn. A toltott
SDS molekulék a fehérje lancokhoz kapcsolodva kifeszitik azokat. A megallapitott mennyiséget
alkalmazva a denaturaciokor az SDS kritikus micella koncentracié (CMC) skaldjanak also
hataran folyik a reakcio, igy biztositott a megfeleld mindségii denaturaciés folyamat, azonban
amikor a PNGase F enzimet tartalmazd pufferes oldat a reakciot kdvetden a mintahoz
hozzaadasra keriil, a CMC ala csokken az SDS mennyisége, igy kevésbé zavarja az enzimes
emésztés folyamatat.

4) DTT: A fehérje analitikaban gyakran alkalmazott reagens, mely felbontja a diszulfidhidakat. A
kapcsolodo jodoacetamidot, mely megakadalyozza a kén-kén kotések ujboli kialakulasat nem
sziikséges alkalmazni, ugyan is a PNGase F enzimes reakcioé megfeleléen gyors ahhoz, hogy a
kénhidak visszazardédasa ne befolydsolja negativan a folyamatot. Mennyisége az irodalmi

adatok alapjan lett beallitva.

A denaturalaskor a két f6 torekvés az N-glikdn mintaelékészités soran, hogy éppen megfeleld
mennyiségll reagenst alkalmazzunk, hogy 1) a fehérje strukturdkat megfelelden hozzaférhetové tegyiik
¢s 2) a denaturalast koveté PNGase F enzimes reakciot ne gatoljuk. A feliiletaktiv anyagok megfeleld
megvalasztasaval, valamint a koncentraciok pontos beallitdsaval ezen két torekvés egyszerre
megvalosithatd. A kutatomunkam soran alkalmazott denaturald keverék Osszetétele, elkészitésének
modja, valamint a kapcsolddo tarolasi és eltarthatosagi informacidkat az 3.3. tdblazatban lathatdak.
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3.3. tablazat. A mintaelOkészités soran felhasznalt denatural6 oldatok elokészitése

Torzsoldat Leiras Elkészités Tarolas és eltarthatésag
- 3,3 mL HPLC viz
0, - s no. oz
°8 - 680 pL glicerin pig
-4,0 mL HPLC viz Szobahdmérsékleten
0 >
DENAT 2 | 5,0% SDS 202 ¢ SDS 3 hénapig
- 900 uL HPLC viz -20°C-on
DENAT 3 | 100 mM DTT ~100 uL 1 M DTT 3 hénapig
A fentebb megnevezett -30 uL DENAT 1 Szobahémérsekleten
DENMIX | harom torzsoldat keveréke | - 5,0 uL DENAT 2 | naoi
fehérje denaturalashoz -5,0 uL DENAT 3 P

3.2.2. Enzimatikus N-glikan felszabaditas

A peptide-N-Glycosidase F (PNGase F) enzim megvalasztasakor lehetség nyilt egy 1j piaci szerepld
termékét kiprobalni. Az Asparia Glycomics az eredmények sziiletésekor rendkiviil kedvezd aron arulta
a termékeit, és tekintetbe véve azt, hogy az enzim ara képzi a kétharmadat a mintaelokészités teljes
anyagkoltségének, gazdasagilag elonyos egy olcsobb alternativa felhasznalasa, amennyiben ez nem
befolyasolja a kapott eredményeket. A kutatdcsoportban korabban a ProZyme GKE-5006B (jelenleg
Agilent) enzimmel volt tapasztalat, igy az 4j enzimet ehhez az termékhez hasonlitottuk, valamint a
liofilizalt enzim felvételekor arra torekedtiink, hogy a higitaskor megegyezzenek az aktivitasok a
korabban alkalmazott enzimmel.

Az alkalmazott Asparia Glycomics PNGase F batch-r6l megallapithat6 volt, hogy megfeleld higitdsban
ekvivalens eredményeket kaptunk a ProZyme termékével 6sszehasonlitva, pH és hdmérséklet optimuma
is megegyezett, tovabba nem tapasztaltunk csucsarany béli eltoloddsokat, kiilonbségeket. Ezen, és mas
piaci szerepldk altal forgalmazott PNGase F enzimfehérjék bemutatasa és 6sszehasonlitdsa nem képzi a

jelen doktori disszertacid témajat.

A denaturalasi 1épésnél alkalmazott detergensek és feliiletaktiv anyagok, els6sorban a DTT jelentOsen
lecsokkenti a mintaoldat pH-jat (pH = 2-3), mely nem kedvez az enzimes reakcionak — joval az optimalis
tartomany alatt van (pHop = 5-9). A megfelelo reakcidsebesség elérése céljabol a pH bedllitasara
ammonium acetat puffert alkalmaztam, mely a mintafehérjét tartalmazo puffer/matrix fliggvényében pH
= 6-7 koz¢ emelte az oldat pH-jat az emésztés soran. Tovabbi eldnye, hogy hé/parolgas hatdsara és
szétesik, igy tobblet sobevitel nélkiil befolyasolhatéak a reakcid koriilményei, melyek a késobbi
1épésekben — tisztitds és a kapillaris elektroforézissel végzett mérések folyaman — igen elényds. Az
alkalmazott enzim el6készitésének, valamint a mintaelokészitési protokollban tortént felhasznalasat a

3.4. tdblazatban szemléltetem a kapcsolodo tarolasi és eltarthatdsagi paraméterekkel.
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3.4. tablazat. Az Asparia Glycomics cég altal gyartott PNGase F enzim el6készitése

Tarolas és

Torzsoldat Leiras Elkészités ,
eltarthatosag
- Enzim feloldasahoz sziikséges
) .. i 15¢ L- :
Cél enzimaktivitas: viz mennyisége (uL-ben) 4°C - 8°C-on

PNGase | | $1UB milliunit/uL. | Batch aktivitésa (TUB milliunit) | 3 hénapig
1,5 (IUB milliunit/uL)

- 3,6 mL HPLC viz

16,7 mM ammoénium 4°C - 8°C-on

DIGBUFF acetat oldat - 8,0’ pL 7.5 M ammonium | hénapig,
acetat
A fentebb megnevezett
DIGMIX két torzsoldat keveréke | - 160 pL DIGBUFF 4°C - 8°C-on
N-glikdnok emésztéshez | - 8,0 uL PNGase F 1 napig

maximum 8 mintdhoz

3.2.3. Fluorofér jelolés és a tobblet jel6l6anyag eltavolitasa

A felszabaditott N-glikan strukturak jelolésére a napjainkban leggyakrabban alkalmazott 8-
Aminopyrene-1,3,6-trisulfonic acid (APTS) fluoreszcens jeloldanyagot haszndltam. Az APTS egy
Schiff-bazis reakcioval kapcsolodik az N-glikan struktarak core részéhez 1:1 aranyban, mely idealissa
teszi a kvantitativ analizisre. Széles gerjesztési savval rendelkezik (340 nm — 503 nm, Expax = 425 nm),
a cukrok kotése utan 520 nm-en detektalhato [96]. A reakcidhoz sziikséges redukald agensként szintén
a gyakran alkalmazott tetrahidrofuranban oldott natrium-cioanoborohidridet hasznaltam. A fluoreszcens
jelolési reakci6 elsorendi kinetika szerint zajlik le, igy a jeloldanyagot nagy feleslegben kell alkalmazni,
tovabba a hdmérséklet novelésével gyorsithato a reakcio sebessége. Az el nem reagélt jel6ldanyag nagy
intenzitasu jelet ad az elektroferogrammon, mely interferalhat a minta komponensekkel, igy annak
eltavolitdsa sziikségszeri. A jelolési reakcid gyorsitdsa céljabol a kutatocsoport kordbban egy
beparlason alapuld technikat dolgozott ki, mely a hdmérséklet tilzott mértekii novelésének elkeriilése
céljabol a reakcidsebességet oly modon gyorsitotta, illetve biztositott a lehetd legnagyobb hatasfoku
jelolést, hogy az olddszert a folyamat soran elparologtatta, mely soran folyamatosan nétt a jeloldanyag

koncentracidja ugy, hogy nem volt sziikséges tobblet jeloldanyag alkalmazasara [97].

A felesleges jel6ldanyag eltavolitashoz HILIC alapon miikddé funkcios csoporttal rendelkezé magneses
mikrorészecskék keriiltek felhasznalasra, melyek szerves oldoszer (acetonitril) jelenlétében megkotik a
megjelolt cukrokat, ezaltal a felesleges festékanyag egy magneses allvanyon eltavolithaté a minta
mell6l, vizes fazisban pedig ujra oldatba keriilnek a jelolt N-glikanok. A fluoreszcens jeloléskor
alkalmazott, valamint a tobblet jeloléanyag eltavolitasakor alkalmazott reagensek, azok elkészitésének

modszere, valamint az tarolas és eltarthatosag koriilményei a 3.5. tablazatban lathatoak.
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3.5. tablazat. A felszabaditott N-glikanok fluoreszcens jeldléséhez, valamint a tobblet jelold anyag
eltavolitasahoz alkalmazott tdrzsoldatok elokészitése

Torzsoldat Leiras Elkészités Tarolas és eltarthatésag
- 5,0 mg APTS 4°C - 8°C-on
APTS | 120 mM APTS - 80 uL HPLC viz 3 hénapig
100 mM NaBH;CN - 30 pL HPLC viz o on
REDUCT | THF-ben - 50 puL jégecet 4°C -.8 C-on
25% ecetsav - 80 uL THF I napig
- 20 uL of NaBH;CN
A fentebb megnevezett
két torzsoldat keveréke o o
LABMIX | leemésztett N-glikanok ] é600 K IIJ IEIEIPSUCT ‘1‘ nca-ig C-on
jeloléséhez maximum 8 S H Pig
mintdhoz
Funkcios csoporttal _S(l)igei% M1 Process
MAGMIX frllliitr(())trténgaegczizelieverék a |- Tarolofolyadék Szobahomérsékleten
sbblet jeldlé anyag eltavolitasa magneses 1 napig
eltavolitasahoz llvényon ,
- 160 uL. HPLC viz

3.2.4. Standardok és fehérje mintak

Az N-glikanok kapillaris elektroforézissel torténd mérése soran két standardot hasznaltam. Az egyik a
maltodextrin (MD), mely gliikoz molekulakbol allo kiilonb6zd hosszisagu oligomerek keveréke, a
masik pedig az Gn. ,,bracketing standard” (BST), mely a maltodextrin kett6 (DP2), illetve tizenot gliikoz
(DP15) egységet tartalmazd, HPLC segitségével frakciondlédssal elvalasztott része. A maltodextrin, mint
standard mérésének céljai, 1) hogy a mérésével ellendrizziik a berendezés megfeleld mukodését,
valamint 2) hogy a Kovats-indexhez hasonléan biztositsunk egy homoldg sort, melyet felhasznalva egy
normalizalasi 1épést kovetden nagy pontossaggal meghatarozhatdak, azonosithatdak legyenek a kapott
mintacsucsok. A csucsokat igy nem a migracios idejiikkel, hanem az un. gliikoz egységgel jellemezziik

(GU), ahol a mintacsucs migracios idejét az MD futtatas csucsaihoz viszonyitjuk szazalékosan [45].

Mindemellett az azonositas megbizhatdsaganak novelése céljabol a minta injektalast kovetéen BST is
injektalasra keriil, melynek az a szerepe, hogy a mérési bizonytalansagbol szarmazd migracios ido
kiilonbségek kikiiszobolhetoek legyenek ugy, hogy a konszekutiv futtatasok DP2 és DP15 csucsainak
migracios idejeit megfeleltetjiik egymassal. A cstcsazonositds, valamint a futtatdsok egymaésra
illesztésének megkonnyitése céljabol a kutatocsoport készitett egy GUcal nevii alkalmazast, mely
gombnyomasok segitségével gyorsan és hatékony végzi el az emlitett matematikai muveleteket, és a
beépitett adatbazisa segitségével javaslatot is tesz a kapott csucsnak megfelelé cukor struktirara [98].
A mérések soran hasznalt standardok elkészitésének modjat, valamint a tarolasi és eltarthatosagi
informacioit a 3.6. tablazat tartalmazza.
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3.6. tablazat. Az N-glikdn mérések soran alkalmazott standardok eldkészitése

Torzsoldat Leiras Elkészités Tarolas és eltarthatésag

- 10 mg maltodextrin 4°C - 8°C-on

MD 100 mg/mL maltodextrin. | 100 uL HPLC vizzel 3 honapig

DP2 és DP15 maltodextrin
BST frakciot tartalmazo
standard

- BST-10 standard (1 fiola) | 4°C - 8°C-on
- 200 pL HPLC viz 3 hoénapig

A standardokat tartalmaz6 térzsoldatokat mérés el6tt higitani kell, az MD torzsoldatot ezerszeresére, a
BST torzsoldatot pedig tizszeresére. A fent emlitett referencia anyagokat mindemellett
érdemes/sziikséges kiegésziteni jol ismert, biztos forrasbol allo fehérjékkel, melynek futtatasa a létra
mellett tovabbi informacioval szolgal a rendszer megbizhatosagat illetéen. Ilyen fehérje az
immunoglobulin G1 (hlgG1l), illetve barmely ismert gydgyszerfehérje, ahol a gyartas garantalja annak
allandosagat es mindségét. Az idedlis kiindulasi fehérje koncentracié mind a standardokat, mint a
mintafehérjéket tekintve 5,0 mg/mL és 10 mg/mL kozott (50 pg — 100 pg fehérje) mozog. A
glikozilaltsag fiiggvényében a kapott jel nagysaga adott injektalasi paraméterek alkalmazasa mellett
szignifikansan eltérhet kiilonb6z6 fehérjék kozott. Kis jelnagysdgnal az injektalasi paramétereket
érdemes valtoztatni (figyelve a mintadugé maximalis méretére — felbontas mértéke), nagy jelnagysag

esetén azonban a minta higitasaval érdemes a mérésnek megfelel koncentracidra hozni.

3.3. Az N-glikan mintaelokészités menete

Az N-glikan mintael6készités optimadlis kivitelezése céljabol a 3.2. fejezetben leirt reagenseket érdemes
az analizist megel6z6 napon elkésziteni. A reagenseket kisebb részekre (pl. 10 mintankén) szétszedve
tarolva mindig csak annyit vesziink eld, amennyire sziikségiink van a mindennapi analitikai munka
elvégzéshez. Emellett az inkubalasi idoket ki lehet arra hasznalni, hogy a kovetkez6 1épéshez tartozo —
a mintaba kozvetleniil belekeriild — reagenst a leirt torzsoldatok felhasznalasaval osszeallitsuk, igy az
0ssz analizis ideje jelentdsen csokkenthetd. Hasonld szempont az olyan berendezések eldre
bekapcsolasa és pl. a kiinduldsi hdmérsékletekre torténd elomelegitése, mellyel tigyszintén jelentds

mennyiségli id6 nyerheto.

A mintael6készités soran alkalmazott PCR késziilék programok:

VDEN médszer (fiitott tetovel) — fehérjék denaturalashoz alkalmazott modszer. Teljes id6: 10 min.
1) Felfiités 30°C-rol 80°C-ra 0,5°C/5,0 sec felfiitési sebességgel. Id6tartam: 8 min 20 sec.

2) Izoterm inkubéci6 80°C-on 1 min 40 sec id6tartamig.

3) Lehiités 30°C-ra. Id6tartam: 2,0 min.

FDIG médszer (fiitott tetdvel) — PNGase F emésztéshez alkalmazott modszer. Teljes id6: 20 min.

1) Felfiités 40°C-rol 60°C-ra 0,1°C/6,0 sec felfiitési sebességgel. Iddtartam: 20 min.
2) Lehiités 30°C-ra. Iddtartam: 2,0 min.
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A mintaelOkészités folyamatat a 3.1. abra szemlélteti. A mintaeldkészités pontos menete a fent emlitett
szempontokat kiemelve az abra alatt keriilt ismertetésre. Fontos megjegyezni, hogy a leirt
mintaelokészitési protokoll olyan elemeket, 1épéseket és megoldasokat tartalmaz, melyek az
eredmények fejezetben leirt problémak és az azokra adott megoldasi javaslatok alapjan keriiltek
implementalasra oly forméban, hogy a tobblet 1épéseket — ugy, mint a tripszines eléemésztés, illetve a

magneses gyongyot alkalmazo puffercsere — nem tartalmazza, azonban egymassal kompatibilisek.

Minta Denaturiléoldat PNGase F oldat

B d > 5 4

MeC|
Magneses !!
gyongyck
Minta és
magneses - PNGase F . -
gyongyck Denaturacio emésztés Glikanok befogasa
hozzaadasa
Tabblet -
Fluorofdr jelolés jeldldanyag ef:::r?)l;t%tl;a\:!\g'z(el CE analizis
eltavolitasa

3.1. abra. Az N-glikdn mintael6készités fobb 1épései

N Hulladék

1) Homérséklet gradiens denaturalas [Teljes id6: 10 min; mintaeldkészités ideje: 1,0 min]

- Megel8z6 lépések: 1) Készitsiik el a denaturald oldatot (DENMIX), 2) Allitsuk be a blokk termosztat
egységiinket az emésztés és/vagy a fluoreszcens jelolés hdmérsékletére, amennyiben nem PCR
késziiléket alkalmazunk.

- Adjunk 10 uL mintat (5,0 mg/mL; 50 ug fehérje) egy 200 uL térfogatua PCR csébe.

- Adjunk a mintahoz 2,0 pL denatural6 oldatot (DENMIX)

- Pipetta segitségével elegyitsiik az oldatot. Sziikség esetén porgessiik le a mintat egy centrifuga
segitségével.

- Denaturaljuk a mintat a PCR késziilékben a VDEN modszer alapjan.

- Parhuzamos Iépések: 1) Készitsiik el6 a PNGase F oldatot (DIGMIX), 2) Inditsuk el a PCR késziiléket,
¢s allitsuk be a megfeleld programot.

2) PNGase F emésztés [Teljes id6: 20 min — 16 h; mintaelokészités ideje: 1,0 min]

- Adjunk 20 pL PNGase F oldatot (DIGMIX) a mintdhoz.

- Pipetta segitségével elegyitsiik az oldatot. Sziikség esetén porgessiik le a mintat egy centrifuga
segitségével.

- A mintafehérjétol fiiggen inkubdljuk a mintat — hdmérséklet gradiens modszer — 20 min / 1,0 h
(FDIG); konvencionalis emésztés — 37°C / 16 h.

- Parhuzamos 1épések: 1) Készitsiik el6 a jeldlo oldatot (LABMIX).
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3) Beparlasos fluoreszcens jelolés [Teljes ido: 16 h; mintaeldkészités ideje: 2,0 min]

- Adjunk 20 pL jelold oldatot (LABMIX) a mintahoz.

- Pipetta segitségével elegyitsiik az oldatot. Sziikség esetén porgessiik le a mintat egy centrifuga
segitségével.

- Inkubaljuk a mintat 37°C-on 16 6ran keresztiil egy blokk termosztatban nyitott kupakkal (elszivo fiilke

alatt), amig teljesen be nem parolodik.

4) Tobblet jeloléanyag eltavolitasa [Teljes id6: 15 min; mintaelokészités ideje: 15 min]
- Megeloz6 1épések: 1) Készitsiik el6 a magneses gyongyoket tartalmazo oldatot (MAGMIX).
- Adjunk 20 pL magneses gyongyot tartalmazoé oldatot (MAGMIX) a mintahoz.
- Vortex segitségével alaposan keverjiik 4t a mintat (5,0 sec maximum sebességen). Ismételjiikk meg a
minta keverését dsszesen haromszor ugy, hogy kdzben egy-egy percig szobahomérsékleten hagyjuk a
mintat
- Adjunk 185 pL acetonitrilt a mintahoz anélkiil, hogy a magneses gyongyokhoz érnénk. Ne
keverjiik/vortexeljiink a mintat.
- Varjunk 1 percet.
- Helyezziik a mintat egy magneses allvanyra, varjuk meg, mig az dsszes gyongy az edény falahoz tapad
(~ 1.0 min), majd pipetta segitségével tavolitsuk el a feliiluszot.
- A fenti 1épések mintajara végezziink el tovabbi harom mosasi ciklust az alabbi modon:

— Adjunk 20 pL HPLC vizet a mintahoz anélkiil, hogy a magneses gyongyokhoz érénk.

— Keverjiik dssze vortex segitségével a mintat.

— Adjunk 185 uL acetonitrilt a mintahoz. Ne keverjiik se pipettaval, se vortexxel.

— Varjunk egy percet.

— Tavolitsuk el a feliiluszot egy magneses allvanyon.

5) Minta elucio [Teljes id6: 2,0 min; mintael6készités ideje: 2,0 min]

- Adjunk 100 pL HPLC vizet a mintahoz a legutolso feliiluszo eltavolitast kovetden. (A minta 10X higul
ki a kezdeti koncentraciohoz képest).

- Keverjiik meg a mintat vortex segitségével (5,0 sec maximum sebességen).

- A kupakba esetlegesen felkeriilt mintat mini asztali centrifuga segitésével porgessiik le az edény aljara.
- Varjunk egy percet.

- Egy magneses allvanyra felhelyezve a mintat pipettazzunk at 80 uL. mintat egy mintatarol6 edénybe.
- Sziikség esetén higitsuk meg a mintat HPLC vizzel a kapillaris elektroforézissel torténd analizis elott.
- Az el6készitett minta 4°C - 8°C-on 3 honapig, -20°C-on pedig tobb, mint egy évig tarolhato.
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3.4. N-glikanok elvalasztasa kapillaris elektroforézis technikaval

A kapillaris elektroforézissel technikédval megvalositott N-glikdn mérések a Beckman Coulter cég altal
gyartott P/ACE MDQ mérdberendezésen keriiltek kivitelezésre a rendszerhez tartozé 32Karat
szoftvercsomaggal vezérelve. A berendezés lézer indukalt fluoreszcens (LIF) detektorral volt
felszerelve, ahol a gerjesztési hullamhossz 480 nm, az emisszios hullamhossz pedig 520 nm volt. A
mérések soran a felhasznalt pufferektdl, kapillaristol, illetve egy potencialis tomegspektrometrias
kapcsolastol fliggetleniil a kdvetkezd 1épéseknek szerint valdsul meg az analizis:

1) Kapillaris kondicionélasa

2) Standardok analizise

3) Minték analizise

4) Kapillaris kondicionalasa
3.4.1. Kapillaris kondicionalas

A kapillarisok allapota, rendszeres és megfelel6 mosasa — kondicionalasa — jelent6sen hozzajarul a
mérések megbizhatdsagahoz es reprodukalhatosagahoz. A feliileti szennyez6dések azon tul, hogy aktiv
kotéhelyeket képesek indukalni, befolyasolhatjak a kialakult elektroozmotikus aramlast, minek hatasara
az elvalasztas hatékonysaga megvaltozik. Az N-glikan analizis soran bevont, illetve bevonat nélkiili
iivegkapillarist — bare fused silica (BFS) — alkalmazhatunk. Kutatdomunkam soran az utdbbit
részesitettem eldnyben, ugyanis a bevont falu kapillarisok amellett, hogy érzékenyek, felhasznalasuk
limitalt, tovabba igen dradgak, azonban bizonyos esetekben — lasd cIEF (kapillaris izoelektromos
fokuszalas) mérések — hasznalatuk nem csak hogy elényds, hanem elengedhetetlen. Bevont
kapillarisként NCHO kapillarist alkalmaztam, melyet csak €s kizarolag vizzel szabad mosni, és tarolas
soran is vizben kell tartani 2-8°C-on. Az NCHO kapillarisok bels6 atmérdje 50 pm, hossza 30 cm és 60
cm kozott valtoztathatd felhasznalas fliggvényében. Az livegkapillarisok a bevont kapillarisokkal
szemben sokkal nagyobb mozgasteret biztositanak az analitikai fejlesztési munka kapcsan. Belso
atmérgjik jellemzéen 20 um és 200 um kozott valtozik, hosszat pedig a felhasznald hatarozza meg. A

munkam soran 50 pm belso atmérdjh kapillarissal dolgoztam 30 cm és 60 cm hosszisagokban.

A kapillarisok kondiciondldsat illetden megkiilonbdztetiink 1) kapillaris  tarolasahoz/elsd
hasznalatbavételéhez alkalmazott, 2) mérések elétti, valamint 3) mérések kozti kapillaris kondicionalast.
Tipustol fiiggéen valtozik a moséas ideje és intenzitasa — a felhasznalt vegyszerek mindsége és
mennyisége. Altalanos hiivelykujj szabaly, hogy harom darab kilépé csepp a kapillarisbol egy alapos
mosasnak szamit tekintve a kapillaris térfogat és a felhasznalt folyadék térfogatanak ardnyat. A kapillaris
atmérdje és hossza azonban nem csak a kapillaris térfogatot befolyasolja, hanem a kapillarison es6
nyomast, igy a kondicionalasi paramétereket a felhasznalt kapillaris paraméterei alapjan kell
megvalasztani — alkalmazott nyomas és id6 —, melynek biztositani kell, hogy adott id6 alatt a kapillarison
a megfeleld mennyiségli mosofolyadék haladjon 4t azt figyelembe véve, hogy til nagy nyomas esetén a

reagens tarol6 edények percek alatt akar ki is tiriilhetnek.
Erdemes a kondicionalas soran — és minden olyan 1épésnél, ahol pufferrel jaratjuk at, illetve toltjiikk meg

a kapillarist — a kapillaris végét folyadékba logatni, hogy megakadalyozzuk a cseppképzddést a

kapillaris végén ¢€s az esetleg egymassal nem kompatibilis anyagok feldtiisulasat, ami potencialis
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so/kivalas képzédéssel jarhat, ami elzarhatja a kapillarist. Eppen ezért érdemes a BFS kapillarisokat
széarazon tarolni, hogy a lehetséges kivalas esélyét minimdlisra csokkentsiik. Ilyenkor a kapillarist iires
edényekbe allitva nyomas raadasaval levegdvel tudjuk atfijatni a rendszert. A kapillaris szarazon
korlatlan ideig tarolhato szobahdmérsékleten. Fontos megjegyezni, hogy a kapillarist kiilsejét borito
poliimid réteg, melynek célja a kapillaris mechanikai stabilitasanak ndvelése meg tud a kapillaris végein
repedezni a hosszabb hasznalat soran, mely potencialis gocpontja lehet a keresztszennyezddések
kialakulasanak. Ezek tisztitisa szinte lehetetlen, igy gyanu, illetve lathat6 sériilések esetén a kapillarist
le kell cserélni. A glikan analizis soran a tapasztalat azt mutatja, hogy a mérés reprodukalhatosagat nem
befolyasolja a mérések kozti kondicionalés, elegendd a mérések kozott az elvalasztd puffer cseréje.
Ebbdl az okbdl kifolydlag sem a mérések kozott, sem a puffer toltést megeléz6en nem hasznaltam
semmiféle kapillaris kondicionalasi 1épést. Eléfordul azonban — lasd SDS-CGE mérések —, ahol a
kapillaris kondicionalasnak a tisztitason tul az {iveg feliiletének modositasa is a célja (0,1 M natrium

hidroxidos mosas), ahol a mosasi 1épés nem hagyhato ki.

A kutatomunkam soran felhasznalt 50 pum belsé atmérdjit BFS kapillarisok kondicionalasra az alabbi
1épéseket alkalmaztam:
1) Kapillaris tarolasdhoz/elsé hasznalatbavételéhez:
a. 5,0% SDS (vagy 50% IPA tomegspektrométerrel kapcsolt rendszer esetén) — 20 psi /

30 min / 50°C.
0,1 M sosav — 80 psi/ 10 min / 25°C
0,1 M natrium hidroxid — 80 psi/ 10 min / 25°C
HPLC viz — 80 psi/ 10 min / 25°C

e. Kifuvatas (iires edények) — 80 psi/ 10 min / 25°C
2) Meérések elott:

a. 0,1 M sosav—80 psi/ 10 min/25°C

b. 0,1 M natrium hidroxid — 80 psi/ 10 min / 25°C

c. HPLC viz—80 psi/ 10 min / 25°C

p oo

Megallapithatd, hogy ahogy a HPLC rendszereknél az oszlop, tigy a kapillaris elektroforézis
rendszereknél a kapillaris allapota €s rendszeres regeneracioja kiemelkedd szerepet t6lt be a megfeleld

analitikai munkahoz.

3.4.2. Standardok és fehérjemintak N-glikan analizise

Az N-glikanok elvalasztasakor HR-NCHO (glikanok elvalasztasara alkalmas nagy felbontasu — high
resolution — elvélasztd kozeg) gél elvalaszto puffert, valamint a tdémegspektrométerrel kapcsolt mérések
folyaman 10 mM-os ammonium acetat (pH = 4,5) puffert alkalmaztam. A korabban emlitett okok miatt
a glikdn analitika sordn nem sziikséges a mérések kozott a kapillarist kondicionalni, csupéan friss
pufferrel feltdlteni. A méréseknél is igaz az a megallapitas, hogy a tdltéshez hasznalt nyomast a
kapillaris paramétereinek, tovabba a puffer viszkozitdsanak megfeleléen kell megvalasztani. A
kapillaris pufferrel valéo megtoltése utdn, valamint minden olyan 1épés esetén, ahol mas oldatba keriilt
at a kapillaris vége (pl. minta, vagy BST injektalasa) a kapillaris végeit vizbe meritettem, hogy a
keresztkontaminacio lehetéségét csokkentsem. Ennem a torekvésnek megfelelden a berendezés standard
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ugynevezett ,,Home” allapotaban is a kapillaris mindkét vége vizben all. A minta injektalas a HR-NCHO
g¢él esetén elektrokinetikusan tortént (a gél nagy viszkozitasa miatt a nyomassal torténd injektalas kis
hatékonysagu), a tomegspektrometrids méréseknél pedig nyomassal. Az elektrokinetikus injektalast
minden esetben megeldzte egy nyomassal torténd viz dugd injektalasa, mely jelentésen novelte a
jelnagysdgot. A minta injektalasat a HR-NCHO-val végzett mérések soran a BST injektaldsa kovette
szintén elektorkinetikusan. Elvalasztaskor a megvalasztott fesziiltséget a megfeleld polaritasban egy
rovid fesziiltség felfutadsi periodust kovetéen adtam rd a rendszerre (ramp), ugyanis a hirtelen
fesziiltségvaltozas a kapillaris toréséhez vezethet. A mérési fesziiltség, hdmérséklet, valamint idd
korébbi tapasztalatokra tamaszkodva, az elvalasztasi kozegnek megfelelden lett beallitva [99].

Az kapillaris elektroforézissel megvaldsitott N-glikan mérés 1épései a kovetkezok:
1) Puffer toltés (90 psi/ 5,0 min)
2) Kapillaris végek mosasa
3) Vizinjektalas (1,0 psi/ 5,0 sec)
4) Minta injektalasa (2,0 kV /2,0 sec)
5) Kapillaris végek mosasa
6) BST injektalasa (2,0 kV /2,0 sec)
7) Kapillaris végek mosasa
8) Elvalasztas — 30 kV / 30 sec ramp / 25°C / forditott polarizacid
(negativ elektrod a bal, azaz injektalasi oldalon)

9) Home allas — a mérés vége

Az elvalasztasnal hasznalt pufferek és a kondicionalashoz hasznalt oldatok elrendezése a 3.2. abran
lathatd. A reagensek elhelyezésekor szempont volt, hogy a lépések kozott a lehetd legkevesebbet
mozgassa a gép a talcat ezzel is id6t sporolva, illetve a nyilak altal indukalt tobblet puffer elhelyezésének
lehetdsége, hogy nagyobb mintaszamok esetén folyamatosan tudjon a berendezés iizemelni. Fontos
megjegyezni, hogy az elvalasztds soran az alkalmazott elvalasztdo pufferek koncentracidja az
elektroozmotikus aramlasnak, az elektrolizisnek, valamint a polaritasnak megfeleld ionvandorlasnak
kdszonhetden folyamatosan valtozik igy, ha csekély mértékben is, valtoznak a migracios idok. Ennek a
hatasnak a csokkentése céljabdl bizonyos szamti minta mérése utan le kell cserélni az elvalasztd
puftereket.

Mintatarolé talca:

Sl:A1 - Maltodextrin létra (Override)
SI:F1 - BST (No override)
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3.2. abra. Az elvalasztasok soran alkalmazott pufferek és oldatok elhelyezése
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A hatékony N-glikan analizis céljabol a beallitott mérési modszereken kivill egyfajta napi rutin is
kialakitasra keriilt. Ennek oka, hogy a berendezés bekapcsolasa utana nem csak a kapillaris feliilete
valtozik minimalis szinten a mosasi és puffer toltési Iépéseket kovetden, hanem a berendezésen beliili
homeérséklet is, mely egyrészt hatassal van az elvalasztas fizikai/kémiai folyamatara, de ami az
indulasnal még inkabb kézzelfoghatd, hogy hatdssal van a gélen eso fesziiltségre, igy a migracios idok
az elsd futtatdsok soran szignifikansan eltérnek. Tapasztalat szerint egy megfelelden termosztalt
helyiségben nagyjabol 3 futtatas elegend6 (15 min/ futtatas), hogy a rendszeren beliil bealljon a termikus
egyensuly, és a migracidos idék mar ne valtozzanak. Ezeket a méréseket jellemzéen MD mintaval
végezziik, mely lehetdséget ad ellendrizni a berendezés miikodését, valamint a rendszer egyenstilyba

kertilése utan egybdl biztositja a GU szdmolashoz sziikséges futtatast.

3.5. Fehérje tisztasag vizsgalata kapillaris elektroforézissel

A fehérjék tisztasdg vizsgalata SDS-CGE — méret szerinti elvalasztds —, valamint kapillaris
izoelektromos fokuszalas — toltésheterogenitas vizsgalat — mérésekkel valosult meg. A felhasznalt
modszerek szorosan kovetik a mindennapi gyakorlatban hasznalt protokollokat kisebb valtoztatasokkal,
melyeket a kutatdcsoporton beliil tortént fejlesztések, illetve gyogyszeripari partnerektdl szarmazo
eldirasok, tapasztalatok alapjan keriiltek implementalasra. A berendezéssel és méréssel kapcsolatos, az
N-glikan analizis kapcsan megfogalmazott altalanos megallapitasok, a kondicionalassal kapcsolatos
megfontolasok stb. az SDS-CGE és cIEF mérésekre is érvényesek, igy ezek nem keriilnek ismételten
kifejtésre.

3.5.1. Méret szerinti elvalasztas SDS-CGE modszerrel

A fehérjék SDS-CGE moédszerrel torténd méret szerinti analizise soran a mintat els6 1épésben — tipustol
fiiggden redukdlo, illetve nem redukald koriilmények kozott — feliiletaktiv anyagok jelenlétében
denaturaljuk a mintafehérjéket, majd a hagyomanyos gél (SDS-PAGE) elvalasztasokhoz hasonloéan egy
SDS tartalmu térhalos polimer gélen keresztiil a kapillarisra nagy fesziiltséget kapcsolva azt méret
szerint elvalasztjuk. A modszer alkalmas a fehérjelancok (pl, IgG eseten konnyii és nehéz lanc)
vizsgalatara, a kiilonb6z6 szennyezdanyagok detektalasara, a fehérje tisztasdganak meghatarozasara, a
glikozilacié fokanak meghatarozasara, ezaltal a PNGase F-el tortén6 enzimes deglikozilacios folyamat
nyomon kovetésére.

Az SDS-CGE mérések soran 10 pL mintdhoz (max. 100 pg fehérje) 80 uL mintapuffert (100 mM Tris-
HCI; pH 9,0; 1,0% SDS), 2,0 uL. 10 kDa belsé standardot, valamint tipustol fliggéen 5,0 pL 2-
merkaptoetanolt (redukalt), vagy 5,0 uL 250 mM-os jodoacetamidot (nem redukalt) adtam, majd a
kapott mintakat 70°C-on 15 percig inkubaltam. Az elvalasztas soran a 30 cm (20 cm effektiv)
hossziisagu tliveg kapillarist alkalmaztam. Az elvalasztas az SDS-CGE gél elvalaszté pufferben
végeztem, a mérés soran 30 kV fesziiltséget alkalmaztam 25°C-on. Az el6készitett mintat 5,0 kV / 20
sec injektalasi paraméterek alkalmazéasa mellett juttattam a kapillarisba. A mérések kozott a kapillaris
falanak mindsége biztositasa, valamint az esetleges fehérje szennyezddések eltavolitasa céljabol 0,1 M
natrium hidroxiddal kondicionaltam. A detektalas hullamhossza 220 & 10 nm volt.
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3.5.2. Toltésheterogenitas vizsgalata clEF médszerrel

Kapillaris izoelektromos fokuszalas (cIEF) segitségével meghatarozhatdé a fehérje mintak
toltésheterogenitasa, azaz a kiilonbozo toltésvariansok aranya a f6 fehérjéhez (termékhez) képest. A
folyamat soran egy pH gradienst alakitunk ki a kapilldrisban, melyre fesziiltséget adva a fehérje
komponensei a pK értékeiknek megfelelden elfoglaljak azon régiokat a kapillarison beliil, ahol nem
rendelkeznek toltéssel — fokuszalas. Az egyensuly beallasat kovetéen vagy nyomassal, vagy egy masik
pufferrendszer alkalmazasaval elektromos fesziiltség rakapcsolasaval a szétvalt mintat mobilizaljuk es
detektaljuk. A mérés alkalmas a fehérje tisztasaganak, azon beliil is a kiilonb6zd toltsévaridnsok

mennyiségének €s aranyanak meghatarozasara a célfehérje mennyiségéhez viszonyitva.

A cIEF mérések soran 2,0 uL. 10 mg/mL-es fehérje mintat egy ugynevezett Master Mix-hez kevertem,
mely a mérés hivatalos leirasa szerinti mennyiségekben tartalmazott cIEF elvalaszté gél puffert (200
uL), Phaymalyte 3-10-et (12 uL), L-arginint (20 uL. — 500 mM), iminodiecetsavat (2,0 pL — 200 mM)),
valamint a pH 7-es és pH 10-es markereket (1,0 — 1,0 uL). A kutatécsoportban végzett kisérletek alapjan
a hivatalos protokollban javasolt ,,Neutral” bevonattal ellatott kapillaris helyett 30 cm (20 cm effektiv)
hosszisagu, 50 pm bels6 atmérdjii NCHO kapillarist alkalmaztunk, az elvéalasztas hdmérsékletét 20°C-
ra csOkkentettiik, a mintatarolas hémérsékletét pedig 10°C-on allapitottuk meg, mely valtoztatasokkal
szignifikansan noveltiik a mérés reprodukalhatosagat. Tovabbi valtoztatas, hogy a kapillarist a mérések
kozott 3 M karbamid helyett 6 M karbamiddal kondicionaltuk, mely szintén ndvelte a mérés
megbizhatosagat. Az analizis els6 részében a fehérjemintat tartalmaz6 Master mix reagenssel teljesen
feltoltottiik a kapillarist, majd a fokuszalasi 1épés folyaman a kapillaris egyik végét 300 mM-os natrium
hidroxidba, a masik végét 200 mM-os foszforsavba meritettiik, majd 25 kV-on 15 percig fokuszaljuk a
mintat. Ezt kovetoen a natrium hidroxidot 350 mM-os ecetsavra cserélve 30 kV fesziiltséget alkalmazva
45 perc alatt az elvalt komponenseket mobilizaltuk es 220 + 10 nm hullAmhosszon UV-ben detektaljuk.

3.6. Tomegspektrométer — kapillaris elektroforézis kapcsolas

A kapillaris elektroforézis tdmegspektrometriaval valo kapcsolasara OptiMS rendszert hasznaltam. A
kialakitott kapillaris rendszer egy cs6 a csOben megoldas, ahol a két kapillaris kozti elektromos vezetést
a belsd kapillaris megmaratasaval érik el — a toltések képesek atugrani az elvékonyitott iiveg falon
anélkiil, hogy anyagbéli keveredés lenne a két kapillaris kdzott. A rendszer az ugynevezett ,,nano flow”
tartomanyban mukodik, ahol az dramlési sebesség rendkiviil kicsi, kb. 10 — 20 nL/min koriili a
felhasznalt puffer altal generalt elektroozmotikus aramlas fiiggvényében. A megoldas a ,,sheatless”
kapcsoldsi modszerek kozé tartozik, ahol a mintdt tartalmazdé 4g 4aramlasan keresztil a
tomegspektrométerbe bevitt folyadékaramon kiviil nincs egyéb segéd folyadékaram. Az mérések soran
10 mM ammoénium acetat puffert alkalmaztam (pH = 4,5). Az elvalasztashoz 30 kV fesziiltséget
hasznaltam 25°C-on. A megfeleld vezetés biztositasa céljabol a mintat nem tartalmazé agon (conductive

line) 5,0 psi nyomads raadasaval folyamatosan aramoltattam az elvalaszto puffert.

A tomeganalizishez 6500+ tipusu triple quad tomegspektrometrids mérdrendszert alkalmaztam. Az
orifisz homérséklete 80°C volt, az ESI ionforras fesziiltségét pedig a mérendé minta fliggvényében
negativ ionizacios modban -1 400 V és -1 600 V kozott valtoztattam. A mérés sordn ,,multiple reaction

monitoring” (MRM) moédszerrel detektaltam a glikdnokat ugy, hogy az atmenet mindkét detektalt
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tomegeére a kétszeresen toltott, APTS fluoreszcens festékkel jelolt glikanok tomegét adtam meg 15 msec
analizis idGvel abbdl a célbol, hogy az alapvonali zaj mértékét a lehetd legkisebbre csokkentsem, és
biztositsam a nehezen ionizaldodo glikan strukturak detektalhatosagat. A mérésnél megcélzott glikan
struktarakat, valamint az MRM analizishez felhasznalt tomeg értékeket a melléklet M.1. tablazataban
talalhatoak.

3.7. Exoglikozidaz enzimes szekvenalas

A PNGase F enzimmel el6készitett és APTS jelolt N-glikanok pontos szerkezeti meghatarozasa céljabol
a kutatomunkdm sordn harom exoglikoziddz enzimet hasznaltam, melyek a szialiddiz A
[a(2—3,6,8,9)R], a B-galaktozidaz [B(1 — 3,4,6)R], valamint a B-N-acetil-hex6zaminidaz [B(1 —
2,3,4,6)R] voltak. A kutatdmunkdm soran a gyartok altal javasolt 37°C / 1 h reakcié paramétereket
modositottam abbol a célbol, hogy a lehetd legrévidebb id6 alatt meg Iehessen valdsitani az N-glikanok
mindségi analizisé¢hez sziikséges enzimes szekvenalast a hozza tartozo6 analizissel egyiitt. Az enzimeket
vizsgaltam kiilon-kiilon, valamint eldre dsszekeverve is az optimalis reakcioparamétereket tekintve. A
folyamat automatizalasanak céljabol a kapillaris elektroforézis berendezés mintatarolé kompartmentjét
inkubatorként 40°C-on, illetve 60°C-on hasznaltam, tovabba az elvalaszto kapillarist a megfeleld
nyomas raadasaval (kobozéssel meghatarozva) enzimbeviteli eszkdzként. Az enzimes reakcidk pontos

leirasat és az alkalmazott reakcioparamétereket az eredmények 4.4. fejezetében mutatom be.
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4. Vizsgalati eredmények és kiértékelésiik

A kutatomunkam soran végzett szamtalan mérés és a disszertacidban bemutatott eredmények célja egy
megfeleld keretrendszer kialakitdsa volt a hatékony kapillaris elektroforézissel torténd fehérje
karakterizalasanak céljabol. A mérések soran felhasznalt fehérjék vagy fizikai-kémiai tulajdonsagaik
kapcsan, vagy az elvégezni kivant mérés altal tamasztott feltételekkel szemben vagy elsére nem lathatd
(lasd: 4.1. fejezet), vagy épp ellenkezbleg, szemmel igencsak lathatd (lasd: 4.2. fejezet) mddon
gorditettek akadalyt az analizis utjdba. Ennek megfeleléen az eredményeken beliil bemutatott négy
fejezet az alabbi négy kulcskérdésre probal valaszt talalni, ugy mint 1) van e gatlo tényezd, ami a
standard modszereket akadalyozza — sztérikus gatlas, 2) mik a hatdrai a mintaelokészitési modszernek
— precipitacio és MS applikacio, 3) mennyire megbizhato a kidolgozott mintael6készitési modszer —
modszer validacid és 4) automatizalhato / felgyorsithatd az identifikdcios folyamat — exoglikozidaz
emésztés? A kutatdmunkam célja a mintaelokészitési épések megértése és optimalizacioja volt, melyet
a 3. fejezetben részletesen targyalok, igy az eredmények kapcsan tett tomor megallapitasaim ennek
részeként és reprezentacidjaként értendéek és értékelenddek. A kapillaris elektroforézis technikaval
kutatomunka szépsége és kihivasa, hogy a minaeldkészités 1épései egymasra épiilve, egymadsra komoly
hatast gyakorolva fejtik ki a mindenkori eredményre a hatasukat, és a legtobb esetben nincs lehetdség
koztes ellendrzési pontokat elhelyezve a folyamatot megallitva ellendrizni az aktudlis 1épéseket, vagy
annak modositasanak hatasat, igy a legvégén kapott eredménybdl kell visszafejteni és értelmezni a
latottakat.

A kutatomunkam soran vizsgalt ipari gyogyszer fehérjék, valamint human szérum fehérjék
karakterizalasat végeztem el kapillaris elektroforézis technikaval. A kapott eredmények bemutatjak az
alkalmazott fejérkék egyedi tulajdonsagain keresztiil a mintaeldkészitési, valamint az az alkalmazott
analitikai mddszer eldnyeit és hatranyait, és a felmeriilt problémdakra, kérdésekre igyekszem hatékony,
robosztus megoldasokat bemutatni.

4.1. Terapias gyogyszerfehérjék N-glikan analizise
4.1.1. Kapillaris elektroforézis alapu fehérje analizis

A Roche GmbH altal biztositott, egy fejlesztési fazisban 1évo 0 tipusu monoklonalis antitest — gliko-
modositott (glycoengineered, geAb) fehérje tobb szintii, kapillaris elektroforézissel megvalodsitott
analitikajat végeztem el el6szor: intakt formaban (SDS-CGE kapillaris gélelektroforézissel, valamint
kapillaris izoelektromos fokuszalassal — cIEF), redukalt fehérjeszinten (SDS-CGE), valamint a
felszabaditott N-glikanok szintjén. A fehérje mintaelokészitését a 3.5.1. (SDS-CGE) és a 3.5.2. (cIEF)
fejezetek alapjan végeztem el. A glikanok PNGase F enzimmel torténd specifikus eltavolitasat a 3.3.
fejezetben bemutatott modszer alkalmazasaval hajtottam végre, mely esetben a raépiildé SDS-CGE
mintaeldkészitésnél 80 pL mintapuffer helyett csak 60 pL adtam, hogy a végtérfogat és
végkoncentraciok megegyezzenck a mérések folyaman. Az alkalmazott valtoztatds nem okozott
kiilonbséget az eredményekben, es a valtoztatds hatdsa megfeleld alapossaggal lett koriiljarva. A
felhasznalt geAb fehérje SDS-CGE analizisének eredménye nem redukalt és redukalt formaban a 4.1 €s
4.2. abrén lathato, valamint a cIEF modszerrel végzett toltésheterogenitas vizsgalatanak eredményét a
4.3. abran mutatom be.
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4.1. abra. Nem redukalt geAb fehérje kapillaris SDS-CGE analizise. Csucsok: 10 kDa belsd standard,
1: kdnnyt lanc (LC), 2: nehéz lanc (HC), 3: nehéz-nehéz lanc (HH), nehéz-nehéz-konnyi lanc (HHL),
5: intakt fehérje (geAb). Az elvalasztas koriilményei: 30 cm (20 cm effektiv) hosszusagu, 50 um belso

atmérdju tiveg kapillaris, SDS-CGE gél puffer rendszer, 500 V/cm elektromos térerdsség, 25°C
elvalasztasi homérséklet, 214 nm UV detektélés. Injektalas: 5,0 kV / 10 sec.
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4.2. abra. Redukalt geAb fehérje kapillaris SDS-CGE analizise. Csucsok: 10 kDa belsd standard, 1:

konnyt lanc (LC), 2: nem glikozilalt nehéz lanc (ngHC), 3: nehéz lanc (HC). Az elvalasztas koriilményei
azonosak voltak a 4.1 abran bemutatottotokkal.
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4.3. abra. A geAb fehérje minta toltésheterogenitasanak vizsgalata cIEF mddszerrel. Az abran megjeldlt
szekciok a kovetkezok: A — bazikus izoforma, B — 6 cstics, C — savas izoforma elsé csoport, D — savas
izoforma masodik csoport. Az elvalasztas koriilményei: 30 cm (20 cm effektiv) hosszasaga, 50 pm belsd
atmér6jii NCHO bevonattal ellatott kapillaris, a fokuszalasnal alkalmazott térerdsség: 833 V/cm, a
mobilizalasnal alkalmazott térerdsség: 1 000 V/cm. Injektalas (kapillaris feltdltése): 25 psi/ 100 sec.

A 4.1. abran lathaté kromatogrammon tobb, bomlassal 6sszefliggd kisebb cstics (1-4. csucs) jelent meg
az intakt antitest (5. cstcs) elott, amelyek feltehetden rendre a konnyt lanc (LC), a nehéz-konnyt lanc
(HL), a nehéz-nehéz lanc (HH), illetve a nehéz-nehéz-konnyii lanc (HHL) formaknak felelnek meg. A
4.2. abran ugyan ezen fehérje SDS-CGE analizisének eredménye lathatd redukalt formaban, hogy a
konny(i- és nehézlanc alegységek elvalaszthatéva valjanak. Fontos megjegyezni, hogy ez a kezelés
szétbontotta a korabban megfigyelt HL, HH és HHL formakat, tovabba a konnyti lanc (1. csucs) mellett
egy kisebb cstics (2. csucs) is megjelent a nehéz lanc (3. csucs) eldtt, amely feltehetéen annak nem
glikozilalt forméjanak felel meg. A 4.3. abran lathatdo cIEF analizis sordn a vizsgalt fehérje
komponenseinek effektiv (focsucs) aranyat a focsucs teriiletének és az elektroferogrammokon mért
teljes csucsteriilet hanyadosaként hataroztuk meg. A 6 csucs pl értéke 9,16 volt, a pl tartomany 0,10, a
f6 csucs teriilet aranya a teljes integralt teriilethez viszonyitva 54,32% (B), a bazikus izoformak
tertiletaranya 15,36% (A), a két savas izoforma régi¢ teriiletaranya pedig 22,59% (C) és 7,73% (D) volt.
Mivel az el6zetes glikozilacids vizsgalat nem mutatott ki szamottevo szializaltsagot, els6 kozelitésként
feltételezhetd, hogy a megfigyelt toltésheterogenitds nem a kapcsolt oligoszacharidokbdl ered, igy
valoszintsithetd, hogy az olyan degradacids hotspot-ok, mint a glutaminsav ciklizacié, metionin
oxidacid, aszparagin deamidacio, C-terminalis lizin heterogenitas stb. idézték eld a kisebb, de tobbféle
savas ¢s bazikus varians kialakulasat.

Az SDS-CGE méréseket oly modon egészitettem ki, hogy PNGase F enzim alkalmazasaval
eltavolitottam az N-glikanokat a fehérjér6l. Az enzimatikus emésztést 37°C-on végeztem kiilonbozo
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reakcioidok mellett (1,0 h, 24 h és 48 h keresztiil). A kapott elektroferogrammok a 4.3. abran lathatoak
a PNGase F kezelést megeldz6, valamint a hdrom kiilénb6z6 iddtartamig emésztett mintak esetén.
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4.4. abra. A geAb fehérje minta PNGase F emésztésének nyomokdvetése kapillaris SDS-CGE
modszerrel, ahol (a) — kiindulasi minta; a tovabbi harom elektroferogramm pedig PNGase F emésztés

eredményét mutatja be 37°C-on (b) 1,0 h, (c) 24 h és (d) 48 h keresztiil. Az elvalasztas koriilményei
azonosak voltak a 4.1. abran bemutatottotokkal.

A 4.4. 4bran jol lathato, hogy a glikozilalt nehézlanchoz tartozé cstics (3. cstics) 48 orat kovetden is
jelentds teriiletaranyban jelen van az elektroferogrammokon, mely jol mutatja, hogy a PNGase F
enzimmel végzett deglikozilacids reakcié nem ment végbe teljesen, a folyamat gatolt volt.

4.1.2. Sztérikus gatlas és tripszines eléemésztés

A 4.4. abran bemutatott SDS-CGE mérések PNGase F enzimmel kiegészitett mérései jol reprezentaljak,
hogy az enzimatikus folyamat jelentdsen gatolt. A fehérje gydgyszeripari jellege végett nem
rendelkeztiink pontos informaciokkal, de arrdl tajékoztattak, hogy a fehérje szerkezete komplex, amely
arra engedett kovetkeztetni, hogy az enzimatikus reakcid sztérikus gétlds miatt nem megy végbe
teljesen. A gatlo hatas megsziintetése érdekében egy tripszin enzimet alkalmazo eléemésztési protokollt
dolgoztam ki, melynek a sematikus folyamat a 4.5. 4bran lathatdé. A tripszinnel kiegészitett
mintaelokészités célja, hogy a fehérje harmadlagos és negyedleges szerkezete miatt a PNGase F enzim
altal nem hozzaférheto részeket elérhetové tegye ugy, hogy annak hovel torténd inaktivalasat kovetden
teljes mértékben végbe tudjon menni a deglikozilacios emésztés. Az eldkisérletek soran hIgG1 mintaval
végeztem a méréseket, mely eredmények kapcsan meggy6zddtem arrol, hogy sem a fehérje analizis
szintjén, sem a glikan analizis szintjén nem okoz valtozast a csucsokban és azok szazalékos eloszlasaban
a tripszines kezelés. A tripszines eléemésztési folyamatot 37°C-on végeztem 8,0 pL tripszin
hozzéadasaval (10 U — 1,0 pg 10 mM sdsavban), mely utdn az emésztd fehérjét 80°C-on 10 percen
keresztiil inaktivaltam, majd a korabbi mérések soran alkalmazott protokollnak megfeleléen folytattam

a glikan szintl mintaelokészitést. A konvenciondlis mddszerrel, valamint a tripszines eléemésztést
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alkalmazé mintaclokészitéssel elokészitett geAb fehérje glikdn analizise soran felvett
elektroferogrammok a 4.6. abran lathato, az azonositott glikan szerkezetekhez tartozé csticsok tertiletei
a két elokészitési modszer esetén a 4.7. abran lathatoak.

4.5. abra. A tripszines eléemésztés jelentosége a sztérikus gatlas megsziintetése céljabol a PNGase F
enzimmel térténd N-glikan lehasitast megel6zéen.
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4.6. abra. A geAb fehérje minta PNGase F enzimmel felszabaditott N-glikanjai a konvencionalis
modszerrel el6készitve (szaggatott vonal), valamint tripszines eléemésztés alkalmazéasa mellett
(folytonos vonal). Az elvalasztas koriilményei: 50 cm (40 cm effektiv) hosszisagi, 50 pum belsd
atmérdju iiveg kapillaris, HR-NCHO g¢él puffer rendszer, 600 v/cm alkalmazott térer0sség, 25°C
elvalasztasi homérséklet, LIF detektalas (488 nm gerjesztési és 520 nm emisszioés hullamhossz).
Injektalas: 1,0 psi/ 5,0 sec viz — 2,0 kV /2,0 sec minta.
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4.7. abra. A 4.6. dbran bemutatott geAb fehérje minta N-glikdnjainak csucsteriilet megoszlasa a
tripszinnel eldemésztett mintaelokészités esetén (teli oszlop), valamint a konvencionalis mddszerrel
elokészitett minta esetén (lires oszlop).

A 4.6. és 4.7. abrakon jol lathato, hogy a tripszines el6készitési modszer lehetdvé tette, hogy a PNGase
F enzim megfeleléen hozza férjen a geAb fehérje azon részeihez, mely azt megel6zden nem volt
megfeleléen hozzaférhetd, mely nem csak teljes és gyors deglikozilaciot eredményezett, mely a
csucsnagysagokban volt megfigyelhetd, hanem csucsarany eltolddast is tapasztaltam a MANS, A2B,
MAN struktarakban, mely jol mutatja, hogy az ezen strukturak koriili fehérje szerkezet nehezen tette
lehetévé a PNGase F enzim hozzaférhetdségét. Fontos ismét megjegyezni, hogy azon fehérjék esetén,
ahol nincs sztérikus gatlas (pl. az emlitett hIgG1, melyet az el6kisérletek sordn alkalmaztam standard
fehérjekén a folyamat ellendrzéséhez), ott a tripszines eldemésztéssel kiegészitett mintaeldkészitési
folyamat nem okoz valtozast sem fehérje, sem glikan szinten, igy alkalmazasa felesleges. A tripszines
eléemésztéssel kiegészitett mintael6készitési modszer alkalmazasaval elokészitett geAb fehérje glikan
analizisének eredménye a 4.8. abran lathato a hozzéa kapcsoldodd exoglikoziddz emésztéssekkel (belsd
abra betét). Az azonositott struktirak a kapcsolddd migracios ido, GU egység és teriilet szazalékos
megoszlassal a 4.1. tablazatban lathatoak.

A geAb fehérje kapillaris elektroforézis technikaval végeztt tobb szintli karakterizalasa, els6 sorban a
PNGase F enzimmel kapcsolatos sztérikusan gatolt deglikozilacios folyamat kapcsan ravilagitott arra,
hogy az egymasra épiil6, és egymast kiegészitd analitikai modszerek egyiittes alkalmazasa kdzott egy
megfeleld sorrendiség és feltételrendszert sziikséges kialakitani, mely alkalmazasaval hatékonyan és
megbizhatoan tudjuk elvégezni a karakterizalds folyamatat. A 4.9. abran lathat6 az a folyamatabra,
melynek kovetésével, az elagazasi pontok helyes megvalasztasaval és megvalaszolasaval egy hatékony,
megbizhatd, és gyors fehérje karakterizalasi folyamat érhet6 el. Az abran lathaté hoémérséklet
gradienssel torténd denaturalasi modszer jelentdségérdl és alkalmazasanak okairdl a 4.2. fejezetben
térek ki részletesen.
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4.8. abra. A geAb fehérje minta N-glikdn struktirainak exoglikozidaz szekvenalassal vald
meghatarozasa. Az abrabetétben az exoglikozidaz (neuraminiddz, galaktoziddz, hexdézaminidaz)
enzimes emésztést koveto futtatasok eredményei lathatoak. Az elvalasztas koriilményei azonosak voltak
a 4.6. abran bemutatottotokkal. Az azonositott N-glikdn strukturak a 4.1. tablazatban keriiltek

bemutatasra.
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4.1. tablazat. A geAb fehérje mintaban exoglikozidaz szekvenalassal meghatarozott N-
glikéan struktarai (NEU: neuraminidaz, GAL: galaktozidaz, HEX: hex6zaminidaz)

) . Exoglikozidaz enzimre
Cstcs (rlndi(r)l) GU Tef;/:let adott vilasz Struktira
NEU | GAL | HEX | N/A

1 9,72 6,61 0,43 X FA2G2S1
2 10,04 7,20 4,01 X MANS
3 10,31 7,70 29,53 X A2B
4 10,50 8,07 5,65 X MANG6
5 10,63 8,31 0,52 X N/A
6 10,81 8,67 40,09 X FA2B
7 10,88 8,80 4,64 X A2BG1
8 10,95 8,92 2,32 X N/A
9 11,04 9,11 1,99 X MAN7
10 11,33 9,65 10,19 X FA2BG1
11 11,55 10,06 0,64 X A2BG2
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4.9. abra. Folyamatabra a kapillaris elektroforézissel torténé fehérje analitikdhoz

A 4.9. abran jol lathaté az az egymadsra épiilé folyamat, mellyel a geAb fehérje analizise kapcsan
felmeriilt sztérikus gatlassal kapcsolatos kérdéseket hatékonyan meg lehet valaszolni. A kiindulasi
terapias fehérje minta tarold pufferének sotartalma, mint az dbran is lathato, a teljes mérési folyamatot
megel6z6 nulladik 1épésnél az altalam végzett megannyi terapias fehérje analizis soran egyszer meriilt

fel, mely teljesen ellehetetlenitette a mérést, melyrdl utdlag kideriilt, hogy a pufferben talalhaté nagy
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mennyiségli egyszerli cukor okozta a problémat a PNGase F emésztés soran. Ezen okok feltarasa
azonban egy egészen mas teriiletrdl és céllal indult, mely végiil magyarazatot adott a rossz enzimatikus
hatasfokra.

4.2. Mintael6készités optimalizaciéja CE-MS analizishez
4.2.1. Fehérje precipitacio és inhibiciés hatasok

A kutatomunkam soran a terapias fehérjék vizsgalata mellett nagy hangsulyt kapott a human szérum
glikdnok analizise abbdl a célbdl, hogy a kiilonb6zé megbetegedések kapcsan — tigy, mint daganatos
elvaltozasok, cukorbetegség — a vérszérumban talalhatd glikozilalt fehérjéken talalhato glikan strukturak
mind szerkezetileg, mind mennyiségiikben (eloszlas, eltolddas) megvaltoznak, és Osszefiiggés talalhato
a betegségek, azon stadiuma stb. és a valtozas kozott, igy a glikanok, mint potencialis biomarkerek
jelenhetnek meg a orvostudomanyban a diagnoézisok felallitasa soran. A human szérum mintak analizisét
a glikanok szintjén a PhD disszertacio keretein beliil azt pusztan analitikai szempontbdl vizsgalva mar
a minta jellegébdl adododan is hamar felvetette a tdmegspektrometrias analizis sziikségességét, a CE-MS
mérési technikat és annak kapcsolasat a 3.6. fejezetben leirtak alapjan tényszeriinek kezelem, nem térek
ki a méréstechnika és a beallitasok sajatossagaira és részleteire. A szérum mintak PNGase F enzimmel
leemésztett N-glikan strukturdinak CE-MS technikaval torténd analizise a tomegspektrometria
specifikus korlatok (pl. megfelelé pufferhasznalat, detergensek elkeriilése stb.) mellett az alabbi
problémakat vetette fel.

A glikanok tomegspektrométerben torténd detektaldsa negativ ionizaciés modban lehetséges a
megfeleld detektalhatosag szempontjabol, tovabba az alkalmazott pufferrendszer esetén a két nagy
fesziiltségli egyenaramu rendszer kapcsoldasakor ezen polaritas mellett miikodik a kapillaris
elektroforézissel torténd elvalasztas és a kapcsolt tomegspektrometrias detektalas szimultan. Ennek
ellenére a negativ ionizaciés mod Oonmagéaban nagysagrendekkel marad el érzékenységben a pozitiv
ionizacios modtol, igy a mintakoncentracio jelentds novelésére volt sziikség, hogy az alapvetéen rosszul
ionizal6do, és kis koncentracidban jelen 1évo struktirak is detektalhatoak legyenek. A fehérje mennyiség
novelésének lehetségeit mind hIgG1, mind szérum mintaval parhuzamosan vizsgaltam, utobbi minden
esetben, mint egy jol kontrollalhatd, pontosan ismert standard szerepelt a kisérletsorozatban. Mar az els6
probalkozas esetén latszott, hogy a fehérjekoncentracid névelése igen hamar precipitacios gondokat
okoz a mintael6készités elsd, denaturacios lépésekor. A 4.10. dbran jol lathatd hIgG1 fehérje mintaval
reprezentalva, hogy ha az altalanossagban alkalmazott 10 mg/mL alkalmazott fehérje koncentracio
duplara névelésekor mar jelenetds precipitaciod tapasztalhato, a haromszoros mennyiségnél pedig szinte
teljesen ,,becsirizesedik” a minta a denaturalasi 1épés folyaman. A precipitalédashoz tartozo
mintakoncentracié fehérjénkként eltér6, de a munkdm sordn vizsgalt fehérjék mindegyikérdl
elmondhatd, hogy az optimalis CE-MS mérések elvégzéséhez sziikséges koncentracio alatt minden
esetben precipitalodtak a fehérjék. A szérum mintak esetén is hasonldak voltak a tapasztalatok, azonban
ez a negativ hatas kiegésziilt azzal, hogy azon koncentracio tartomanyon beliil, ahol még nem
tapasztaltam precipitdciot is a minta mennyiségének novelésével csokkent a kapott jel nagysaga. A 4.11.
abran jol lathato ez a hatas, hogy ahogy 2,0 uL szérum mennyiségrol megndveltem a minta mennyiségét
5,0 pL-re, a kapott jelnagysag szignifikansan csokkent.
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4.11. abra. A human szérum minta N-glikdnjainak elvalasztasa 2,0 puL (fels6 elektroferogramm),
valamint 5,0 pL (als6 elektroferogramm) kiindulasi mintamennyiség alkalmazésa mellett. A DP szdmok

a referenciaként futtatott 1étra csucsmaximumait jelzik. Az elvalasztas koriilményei: 60 cm (50 cm
effektiv) hosszasagu, 50 um belsé atmérdji iiveg kapillaris, HR-NCHO gél puffer rendszer, 30 kV

alkalmazott elvalasztési fesziiltség, 30°C elvalasztasi homérséklet. Injektalas: 5,0 psi/ 5,0 sec viz — 6,0

kV /3,0 sec minta — 1,0kV /1,0 kV BST.

A fehérje koncentracio novelésére tett probalkozas esetén az eldzetes eredmények jol mutattak, hogy a

precipitacio, valamint a szérum esetén egy tovabbi hatas okoz komoly problémakat. A precipitacio

hatasanak csokkentésére eldszor abbol indultam ki, hogy denaturalési 1épésnél alkalmazott kiilonbozo

detergensek bomlasi hdmérséklete joval alacsonyabb, mint az irodalmilag és az altalam is alkalmazott
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denaturalasi hdmérséklet. A DTT pl. egy olyan altalam is alkalmazott reagens a mintaelokészités soran,
amit minden nap frissen kell késziteni, vagy -20°C kell tarolni korlatozott ideig, mert 30°C-on mér
komoly bomlasnak indul, a denaturalaskor pedig egybdl 80°C-ra keriilnek a mintak. A felvetés az volt,
hogy ha folyamatosan, egy homérséklet gradiens mentén keriilnek felfiitésre a fehérje mintak a
hozzéadott denaturalé detergensekkel, akkor van ideje megfeleléen kifejteni a hatasukat a
detergenseknek, és csokkenthet a precipitacid mértéke. Az elvégzett kisérletek azt mutattak, hogy
5°C/min felfiitési sebességet alkalmazva (30°C — 80°C) a precipitacié mértéke szignifikansan
csokkenthetd, mely modszer felhasznalasanak eredményeképpen a 4.11. abran lathatdo 30 mg/mL
koncentracio esetén azonban a modszer alkalmazasa mellett is precipitalodott a fehérje, azonban igy is
a kiindulashoz képest haromszoros fehérjekoncentracié mellett sikeriilt gondmentesen denaturalni a

mintat.

A 4.1. fejezetben targyalt, a geAb fehérjével kapcsolatos inhibicios hatas, mint potencialis gatlo faktor
meriilt fel a szérum mintdknal, ugyan is a szérumban megtalalhaté nagy mennyiségi gliik6z — vércukor
— esetleg inhibitora Iehet a PNGase F enzimnek, mellyel parhuzamosan az is szamitasba jott, hogy a
jelolésnél a nagy mennyiségli cukor egyszerlien felhasznalja a jelolési reakcioban az APTS jel6ld
anyagot, igy fajlagosan kevesebb jelol6 anyag jut a glikanoknak, nem jon létre az optimalis jel6léshez
sziikséges feleslegben hozzdadott jeloldanyaggal tadmasztott feltétel. A PNGase F enzimet vizsgalo
irodalom nem foglalkozott még ennyire behatoéan ezzel a gliikoz altal okozott gatlo hatassal kapcsolatos
kérdéskorrel, csupan marginalis utalasokat tett az esetleges jelenségre. A jelenség vizsgalatdhoz hlgGl
fehérjemintat alkalmaztam ugy, hogy gliikozt tartalmazo puffert adagoltam a mintdhoz kiilonb6zo
koncentraciokban elészor az ATPS fluoreszcens festékkel torténd jelolés eldtt (4.12. dbra, A panel),
masodszor pedig a denaturalasi 1épést kovetden, a PNGase F enzimmel torténd emésztés elott (4.12.
abra, B panel).
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4.12. abra. A novekvo gliikdz koncentracio hatasa a fluoreszcens jeldlés folyamatara (A), valamint a
PNGase F emésztésre (B). Az elvalasztas koriilményei megegyeznek a 4.11. dbran bemutatottakkal
azzal a kiilonbséggel, hogy 30 cm (20 cm effektiv) hosszisagu, 50 pm belsd atmérdjii tiveg kapillaris
kertilt felhasznalasra.
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A 4.12. abran jol lathato, hogy a gliikoz a jeloléséi 1épés elotti adagolasa esetén a kiemelt FA2G2
struktiran nem okozott szignifikdns valtozast a kapott teriiletekben, igy elmondhat6, hogy a szérum
mintaban levé gliikéz mennyisége nem zavarja az APTS jeldlési reakciot, az az alkalmazott
mennyiségben elegendd a jelolési reakciohoz. Ezzel ellentétben a PNGase F emésztés eldtt bemért
kiilénbo6z6 gliikkdz annak mennyiségével ardnyosan szignifikansan lassitotta az enzimatikus reakciot. A
gliik6z koncentracio hatasat fobb glikan strukturakra a 4.13. abran személtetem, ahol jol lathato, hogy a
gliik6z mennyiségének novelésével kozel linedrisan csokken az egységnyi id6 alatt leemésztett glikanok
mennyisége. Ez alapjan megallapitottam, hogy a gliikdz mennyiségét csokkenteni kell a szérum
mintdkban az enzimatikus reakci6 hatékonysaganak novelése érdekében.
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4.13. abra. A novekvo glikkoz koncentracié hatasa a hIgG1 fehérje kiilonboz6 tipusu N-glikanjainak
enzimatikus eltavolitasara (szializalt — FA2G2S1, galaktozilalt — FA2G2, FA2[6]G1, nem-galaktozilalt
—FA2, és bisecting — FA2B).

A glikanok jelolését kovetden alkalmazott tisztitasi technikara fokuszalva a szérum mintaban levd
bevont magneses gyongyok alkalmazisa, melyre célzottan fel lehet kotni egy megfeleld

pufferrendszerben a mintaban talalhatdo fehérjéket, igy a mintamatrix zavaré komponenseinek

crcr

crer

megkotését kovetden pedig a még kotott fehérjéket a kidolgozott gradiens denaturalasi modszer
segitségével kiméletesen, fokozatosan, precipiticidé mentesen tudtam denaturalni. A 3.3. fejezteben
ismertetett glikan mintaeldkészitési modszerbe illeszthetden modositottam és optimalizaltam a
mintaeldkészités [épéseit ugy, hogy nagy mennyiségli kiinduldsi fehérje mellett CE-MS mérések
céljabol megfeleloen eldkészithetd legyen a méréshez a minta. A modositott 1épések a 4.2.2. fejezetben
lathatoak.
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4.2.2. Optimalizalt mintael6készités nagy mennyiségi fehérjék feldolgozasahoz

1. Fehérjék megkotése amin funkcionalizalt magneses gyongyokre

- Adjunk 50 pL mintat egy 1,5 mL-es Eppendorf cs6be.

- Adjunk 50 pL 1 M NaBH3;CN (THF) a mintahoz.

- Vortex segitségével keverjiik meg alaposan a mintét.

- Véarjunk egy percet.

- Adjunk 1,0 mL 0.1X PBS oldatot a mintdhoz.

- Adjunk 20 pL amin funkcids csoporttal rendelkez6 magneses gyongyot a mintahoz.

- Varjunk 30 percet (szobahémérséklet).

2. Maigneses gyongyok mosasa

- Egy magneses allvanyon pipetta segitségével tavolitsuk el a feliiluszot.
- Adjunk 500 pL. HPLC vizet a mintahoz

- Vortex segitségével keverjiik meg alaposan a mintét.

- Varjunk 5 percet.

- Egy magneses allvanyon pipetta segitségével tavolitsuk el a feliiluszot.

3. Hoémérséklet gradiens denaturalas

- Adjunk 20 pL HPLC vizet a mintdhoz.

- Asztali centrifuga segitségével porgessiik le a mintat az Eppendof cs6 aljara.
- Adjunk 10 pL denaturalé oldatot a mintdhoz (DENMIX).

- Vortex segitségével keverjiik meg alaposan a mintét.

- Asztali centrifuga segitségével porgessiik le a mintat az Eppendof cs6 aljara.

- Denaturaljuk a mintat egy PCR késziilékben a VDEN modszer segitségével

4. PNGase F emésztés

- Adjunk 50 pL HPLC vizet a denaturalt mintdhoz

- Adjunk 2,0 uL of PNGase F enzimet a mintdhoz.

- Vortex segitségével keverjiik meg alaposan a mintét.

- Asztali centrifuga segitségével porgessiik le a mintat az Eppendof cs6 aljara.

- Inkubaljuk a mintat 50°C-on egy oran keresztiil.

5. Fehérje precipitacio

- Adjunk a mintdhoz 120 pL -20°C-os acetonitrilt.

- Inkubaljuk a mintat -20°C-on 15 percig.

- Centrifugaljuk le a mintat 10,700 x g 5 percig.

- A feliiluszot (200 pL) pipettazzuk at egy 0,5 mL Eppendorf csdbe.
- Szaritsuk ki a mintat egy vakuum beparloban (60°C / 60 min).
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A kidolgozott, amin funkcids csoportot tartalmazo magneses gyongyoket alkalmazo mintaeldkészitési
modszert SDS-PAGE moédszerrel vizsgaltam 10 pL 10 mg/mL (A) és 50 pL 30 mg/mL (B) kiindulasi
koncentracidju és mennyiségli hIgG1 minta esetén. Az kapott futtatasok eredményei a 4.14. abran
lathatéak. Az els6 és negyedik savokon az amin gyongyokon torténd fehérje megkotést kovetd
visszamaradt fehérjék mennyisége lathato, ami jol mutatja, hogy a kikdtés hatékony, de a kapacitasa
fiigg a felhasznalt gyongy mennyiségétdl. A masodik és 6todik sdvon a gydngydk vizes mosasi 1épésébol
szdrmaz6 minta fehérje tartalma lathat6. Mindkét esetben elmondhatd, hogy a mosasi lépésben
elhanyagolhat6 a fehérje veszteség, minden megkotott fehérje a gyongyokon marad. A harmadik és
hatodik sdvban pedig a gyongyokrdl citromsav segitségével elualt fehérjék lathatdéak a kiinduldsi

koncentracidval aranyos intenzitasban.

A B

¥

1. 2. 3. 4. 5. 6.

4.14. abra. A kidolgozott moddositott mintaclokészitési modszer hatékonysaganak vizsgalata SDS-
PAGE moddszerrel 10 pL. 10 mg/mL hlgGl mintamennyiség (A) €s 50 pL 30 mg/mL kiindulasi
mintamennyiség (B) mellett. 1 és 4: mintdban visszamaradt fehérjék, 2 és 5: gyongyok mosé folyadéka,
3 és 6: 50 mM-os citromsavval (pH = 3.0) elualt fehérjék.

Az amin gydngyok és a gradiens denaturalas egyiittes alkalmazasaval, tobb mint 1,0 mg fehérjét sikeriilt
hIgG1 esetén precipitacidmentesen eldkésziteni, mely mennyiség mar elegenddé a megfelelé mindségii
CE-MS-el torténd analizishez. A szérum minta esetén az alkalmazott technika a mintaban taldlhaté nagy
mennyiségli gliikdz mennyiségét szignifikansan csdkkentette egy olyan megfelelden kis koncentraciora,
mely mar nem gatolta a PNGase F enzimmel torténd deglikozilacids reakcidt, igy 50 puL mintabol
sikeriilt nagy mennyiségli szérum glikdnokat tartalmazo mintat eléallitani. A modositott
mintaeldkészitési modszerrel elokészitett hIgG1 €s szérum glikanjainak az elektroferogrammjai a 4.15.
abran lathatoak. Fontos megjegyezni, hogy az amin funkcids csoporttal rendelkezé magneses gyongyok
alkalmazasa a csticsok és azok ardnyait tekintve nem mutatnak szignifikans eltérést a hagyomanyos
modszerrel elokészitett mintakhoz képest. Az j modszerrel elékészitett mintakat a 3.6. fejezetben
részletezett modszerrel CE-MS technika alkalmazéséaval is megmérésre keriiltek, melybdl szarmazé
futtatasok total ion elektroferogramm (TIE) gorbéi és a kapott csucsteriilet eloszlasai a 4.16. abran
lathatoak.
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4.15. abra. hlgGl ¢és szérum mintdk N-glikanjainak CE-LIF analizise nagy kiindulasi
fehérjekoncentracio (hIlgG1l — 1,5 mg, szérum — 50 pL) mellett a modositott mintaelokészitési modszer
alkalmazasaval. Az elvalasztas korilményei megegyeztek a 4.12. abran bemutatottakkal azzal a
kiilonbséggel, hogy a mintak 1,0 kV / 1,0 sec paraméterek beallitasaval lettek injektalva.
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4.16. abra. Human IgG1 (A, C) és szérum (B, D) mintdk CE-ESI-MS analizise valamint az azonositott
N-glikanok strukturai. Az elvalasztas koriilményei: 91 cm hosszusagu, 30 um belsé atmérdji liveg
kapillaris (Opti MS), 10 mM ammonium acetat (pH = 4,5) + 10% izopropanol elvalaszto puffer, 20 kV
elvalasztasi fesziiltség, 2.0 psi dllando nyomas a conductive (jobb) oldalon, 20°C elvélasztasi fesziiltség.
Injektalas: 1,0 psi/ 5,0 sec viz — 10 kV /20 sec minta.

A 4.15. és 4.16. abrakon bemutatott human IgG1 és szérum mintak glikanjainak CE-LIF és CE-MS
mérési jol mutatjak, hogy az funkcids csoporttokkal rendelkezd magneses részecskéket és a grandiens

denaturalasi 1épést egyiittesen alkalmazé modositott mintaelokészitési 1épés lehetdvé teszi nagy
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mennyiségli fehérje mintak precipitaciéo mentes feldolgozasat a csticsaranyok szignifikans megvaltozasa
nélkiil. Mindemellett a moddszer alkalmas a mintamatrixban, mintapufferben talalhato, a
mintaelokészitési 1épéseket zavard komponensek eltavolitasara, illetve koncentracidjuk szignifikans
csokkentésére. A szérum mintaban talalhatd, a PNGase F enzimes reakciora gatlo hatast kifejto gliikoz
Visszautalva a 4.1. fejezet végén a sotalanitassal kapcsolatos kitekintésre, nagy so, illetve cukor tartalmu
tarold pufferben levo terapids fehérjék analizisénél elénydsen felhasznalhaté a modszer a fent emlitett
elényok végett.

4.3. A mintael6készitési protokoll megbizhatésaganak vizsgalata

A terapids fehérjékkel kapcsolatos analitikai fejlesztési munka kapcsan — figyelembe véve a bemutatott
problémakat és az azokra kidolgozott mintaelékészitéssel kapcsolatos megoldasi javaslatokat —, ha nem
is feltétleniil elsddleges célként, de megjelenik a gyogyszeriparnak a kidolgozott modszer
megbizhatosaganak vizsgalataval kapcsolatos igénye. Altaldnossagban elmondhat6, hogy a kifejezetten
akadémiai kutatdsoknak nem célja a kidolgozott eljaras, termék ipari szintre torténd emelése,
legtobbszor a megfeleld koriilmények sem adottak — pl. tobb helyszinen alljon rendelkezésre tobb ugyan
olyan tipust analitikai berendezés megfeleld képzettségli kezeld személyzettel — a validalas
modszertananak bizonyos elemeinek alkalmazasa elésegitheti a folyamatok mélyebb szintii megértését,
segit feltdrni a bizonytalansagi pontokat, a modszer robosztussagat, valamint az alkalmazhatosag
hatarait. A doktori munkdm soran kidolgozott mintaelokészitési és mérési modszer az ipari
kornyezetben alkalmazott validalasi stratégidk mentén torténd, rész szempontok szerinti vizsgalatdnak
is ez volt a célja els6 sorban, hogy a kutatas soran felmeriilt kérdésekre a megbizhaté valaszt tudjak

adni, igy, mint validaciés munka nem teljes, de a kapott informaciok indikativak és kiemelten fontosak.

4.3.1. Specificitas és szelektivitas

A glikan mintael6készités egy rendkiviil komplex folyamat, enzimes és egyensulyi reakciokat tartalmaz,
tobb tudomanyteriilet egytittes alkalmazasan alapszik, €s szamtalan reagens, tdrzsoldat egy egymasra
¢piild folyamat mentén torténd felhasznaldson keresztiil valosul meg, igy a moddszerem
megbizhatosaganak vizsgalatakor el6szor annak specificitasat és szelektivitasat hataroztam meg. A
kisérletsorozathoz Humira terapias fehérjét alkalmaztam. A mintaeldkészitési modszer sordn bevitt
reagensek hatasat vak mintaval vizsgaltam tobb szinten, 1) méréberendezés szinten HPLC tisztasagu
viz segitségével és 2) a mintael6készités szintjén, ahol a teljes mintaelokészitési modszert hajtottam
végre a mintaval Ggy, hogy a minta fehérjét nem tartalmazott és 3) identifikacio szinten, ahol a
maltodextrin keverékbol DP2 és DP15 oligoszaharidokat tartalmazo6 standardot (BST) injektaltam a
mintdhoz, mely a cstcsok GU érték alapjan torténd azonositasat segiti eld. A vak futtatasokbol kapott
elektroferogrammok a 4.17. dbran lathatoak. A kidolgozott analitikai modszerrel eldkészitett Humira
terapias fehérje mintat ezutan a 3.7. fejezetben leirt modon exoglikozidaz enzimek segitségével —
szialidaz, galaktoziddz és hex6zaminiddz — szekvendltam (4.18. és 4.19. abra), mely futattasokbol a
GUcal szoftver segitségével meghataroztam az egyes csticsokhoz tartoz6 GU értékeket, €s az alapjan
beazonositottam a Humira fehérjén taldlhaté N-glikan struktirakat, amit a 4.2. tablazatban mutatok be.
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4.17. abra. Kiilonb6z6 vak mintak vizsgalata — rendszer vak (HPLC viz), minta vak (HPLC viz, mint
minta), valamint minta vak az alkalmazott BST hozzaadasa mellett.
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4.18. abra. A Humira fehérje minta exoglikoziddz enzimekkel megvalodsitott szekvenaldsa a csucsok
azonositasa céljabol.
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4.19. abra. A Humira fehérje minta azonositott N-glikan csucsai (lasd 4.2. tablazat).

4.2. tablazat. A Humira fehérje minta azonositott N-glikan csucsai

Ssz. Glikan struktira Migz:’;cii:l'))s idé GU egység
- DP3 11,666 2,999
1 A2 14,639 5,946
2 Man5 14,996 6,360
3 FA2 15,285 6,698
4 A2Gl1 15,396 6,828
5 FA1G1 15,453 6,896
6 A3 15,544 7,002
7 Man6 15,688 7,178
8 FA3 15,732 7,232
9 N/A 15,844 7,370
10 A3 15,909 7,449
11 FA2[6]Gl 16,111 7,697
12 FA2[3]G1 16,433 8,091
13 A2G2 16,531 8,210
14 FA3G1 16,615 8,313
15 Man7 16,714 8,434
16 Man8 16,925 8,091
17 Man9 17,078 8,878
18 FA2G2 17,250 9,086

A 4.17. abran bemutatott elektroferogrammokon lathatd, hogy mig a HPLC viz injektaldsakor egyaltalan

nem tapasztaltunk jelet, megallapithatd, hogy a mérdberendezésben elhelyezett pufferekbdl és moso
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reagensekbdl kis mennyiségben, de keriil a rendszerbe zavaré komponens a mintael6készités és a BST
injektalas soran. Az el6bbi esetben a jel6lésbol, utobbi esetben pedig a maltodextrin fragmentumok
HPLC-vel torténé frakcié szedési bizonytalansagabol belekeriilt anyagok jelentds mennyiségii és
nagysagu jelet generalnak az elvalasztas soran. Ennek ellenére a mintaeldkészités és az analitikai
kiértékeléshez hasznalt BST reagensbdl bekeriilt szennyezok altal adott jelek az N-glikdnokbol kapott
cstuicsoktol szignifikansan eltéré migracios idovel és megfeleld szeparacidval jelennek meg, igy nem
zavarjak azok mindségi és mennyiségi analizisét. Elmondhaté tovabba, hogy a mérések megsziiletése
Ota eltelt idoben tobb olyan Uj modszer sziiletett, amely elészor részben, majd teljes mértékben
megsziintette a jelolésbol szdrmazo okozta problémakat, de ennek targyalasa nem képezi ezen dolgozat
targyat. A 4.18. és 4.19. abran bemutatott futtatasokon jol lathatdéak a Humira terapias fehérjékrol
PNGase F enzim segitségével leemésztett N-glikdn struktaraibol szadrmazo jelek. A kapillaris
elektroforézis, mint a HPLC moddszerrel ortogonalis mérési technika egyik nagy elénye az izomerek
hatékony elvalasztasaban rejlik, azonban a kutatasi munka sordn alkalmazott HR-NCHO gél puffer nem
alkalmas ezen struktirak alapvonali elvalasztasara, ennek kdvetkeztében preciz mennyiségi analizisre,
azonban a kapott csicsmaximumok alapjan térténd GU egység szamitds segitségével pontosan
beazonosithatoéak voltak a cstcsok (4.2. tablazat).

4.3.2. Linearitas

A linearitast el6szor a kapillaris elektroforézissel torténd mérések kapcsan, azon belill pedig az
elektrokinetikus injektalas vonatkozasaban vizsgaltam. A mérések soran nyomassal torténd vizdugo
injektalast kovetden elektrokinetikus minta injektalast alkalmaztam. Ennek a kétlépcsds mintabejuttatasi
technikanak az elénye, hogy nagy intenzitasu, a kizarélag nyomassal torténé mintabejuttatashoz képest
kisebb szélességgel rendelkezd csucsok kaphatoak, teoretikus hatranya, hogy aranyaiban és
soran mind vizdug6 injektalds mellett, mind annak alkalmazédsa nélkiil egy 100 puL Ossztérfogata
mintabol szazszor injektaltam 1,0 kV / 1,0 sec paraméterek alkalmazasaval, de egyik esetben sem
tapasztaltam valtozast a kapott csucsteriiletekben, igy elmondhatd a potencialis mintakoncentracio
valtozas, de a mérési folyamat és idotartam keretein beliil nem okozott szignifikans valtozast. Az
elektrokinetikus injektalas kapcsan vizsgaltam az injektalas fesziiltéségének és idejének hatasat a kapott
jelre, melyhez a Humira fehérjébol kapott legnagyon intenzitasi FA2 struktirahoz tartozé csucsteriilet
valtozasaval kovettem nyomon. Az injektalast idejét 1,0 és 3,0 sec kozott, az injektalas fesziiltségél
pedig 1,0 és 3,0 kV kozott valtoztattam. Az injektalasi id6 és fesziiltség szorzatabol 1étrehoztam egy un.
injektalasi koefficienst, mely egyszere jellemzi az injektalas két paraméterét, és ennek fiiggvényében
abrazoltam az FA2 struktirdhoz tartozo csucs teriiletét. A kiilonbozo injektalasi paraméterekhez tartozo
FA2 csticsok, valamint az kapott csucsteriilet értékeket az injektalasi koefficiens fiiggvényében a 4.20.
abran lathato, a kapott eredményekbdl szarmaztatott adatok Ggy, mint a visszanyerés €s eltérés értékeit
a kiilonboz6 paraméter parok esetén a 4.3. tablazat tartalmazza.
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4.20. abra. Az injektalas linearitdsanak vizsgalata az FA2 csucsot alapul véve (A), valamint az
injektalasi koefficiens és a kapott csucsteriilet 0sszefiiggése szintén az FA2 cstics esetén (B)

4.3. tablazat. Az injektalas vizsgalata kiilonb6z6 mintaterhelések mellett (100% — 50 pg kiindulasi
fehérje)

Fesz. | Id6 | Inj.koeff. Mért %RSD Mintaterhelés | Szamolt | Visszanyerés | Eltérés
(kV) | (sec) (kVs) csucsteriilet (%) csucsteriilet (%) (%)
1 1 1 4,257 1,032 25 5,588 131,3 31,277
3 1 3 16,343 1,124 75 16,765 102,6 2,583
1 3 3 16,000 1,355 75 16,765 104,8 4,786
2 2 4 22,354 1,325 100 - - -
3 2 6 33,153 1,224 150 33,531 101,1 1,140
2 3 6 32,467 0,935 150 33,531 103,3 3,278
3 3 9 52,039 0,994 225 50,296 96,7 3,350

A 4.20. abran, valamint a 4.3. tablazatban szerepld eredmények jol reprezentaljak az alkalmazott
kapillaris elektroforézis késziilék injektalasi megbizhatosagat és linearitastat, azonban az 1,0 kV / 1,0
sec injektalashoz tartozo visszanyerés (recovery) érték szignifikansan nagyobb az elvartnal, tobb, mint
30%-al nagyobb. Ez valdsziniisithetleg a kapillaris elektroforézis rendszer kialakitdsdbol fakadoan
olyan paraméterek eredménye, mely nagy bizonytalansagot hordoz magaban, igy a méréssorozat alapjan
megallapitottam, hogy a megbizhatdé mérésekhez legalabb 2,0 sec és 2,0 kV paraméter egylittes mellett
érdemes injektalni az eldkészitett glikdn mintakat.

Az injektalashoz hasonldan vizsgaltam a linearitast a kiinduldsi mintamennyiség fliggvényében 10
mg/mL és 100 mg/mL kozotti fehérjekoncentracio tartomanyban. A kiértékeléskor az injektalasi
vizsgalatokhoz hasonl6an az FA2 csucshoz tartozo teriiletet vizsgaltam. A kapott csucstertilet értékeket
a kiindulasi mintakoncentracié fliggvényében 4.21. abran mutatom be, valamint az eredményekbdl
szamolt szords értékek a 4.4. tablazatban lathatoak.
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4.21. abra. A detektalasi linearitas vizsgalata kiilonb6z6 kiindulasi mintamennyiség (mintaterhelés)

mellett (100% — 50 pg kiindulasi fehérje)

4.4. tablazat. A mérés reprodukalhatosaga kiillonb6z6é kiinduldsi mintamennyiség
(mintaterhelés) mellett (100% — 50 pg kiindulasi fehérje)

Minta fehérje (ug) Mintzz(;: ; helés Csucsteriilet (FA2)| Szoéras %RSD
20 20 6,497 4,930 75,884
50 50 9,510 3,110 32,702
100 100 18,891 0,534 2,827
150 150 23,881 0,664 2,780
200 200 28,729 0,530 1,845

A kiilonboz6 fehérjekoncentracidok esetén vizsgalt linearitas vizsgalat soran — az injektalasi kisérlet
sorozathoz hasonloan — latszik, hogy kis koncentracio tartomanyban a mintael6készités bizonytalanna
valik, a parhuzamosok szdrasa szignifikansan megnd és jelentds negativ eltérést mutat a linedris
Osszefiiggéstol. A jelenség pontos oka nem keriilt feltarasa, szamos tényezé jatszhat szerepet az enzim
fehérje ardnytol kezdve, a jelolési koncentracié aranyok megvaltozasan keresztiil egészen a kis
koncentraciok pipettazasabol és a mintak esetenként tobb 1épcsds, nagy higitasakor fellépd hibakig,
melynek kapcsan megallapitottam, hogy megbizhaté analizis elvégzéséhez a Humira fehérje esetén
legalabb 5,0 mg/mL kiindulasi fehérjekoncentracidra van sziikség. Figyelembe véve a 4.2. fejezetben
targyal precipitacios problémakat, fehérjétol fiiggden ugyan, de mintaelokészités és a mérés linearitas
tartomanya esetenként nagy mértékben besziikiilhet, ugyanis a fehérje koncentracio csokkentése esetén
a mintaelOkészitési és mérési bizonytalansagok terhelik a rendszert, nagyobb koncentracié mellett pedig

a denaturalasi 1épéskor fellépo precipitacid gatolja a folyamatot, mely utobbi esetben a 4.2. fejezetben
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bemutatott amin funkcionalizalt gyongyoket és gradiens denaturaldsi modszert alkalmazo
mintaeldkészitési modszert érdemes alkalmazni a megfeleld linearitasi tartomany eléréshez. A Humira
ennek ellenére nagyobb koncentraciotartomanyban is precipitacio nélkiil denaturalhato fehérje, igy
ebben az esetben problémamentesen kiterjeszthetd a mérési tartomany a nagyobb fehérjekoncentraciok
iranyaba.

4.3.3. Reprodukalhatésag

tortént mérés

reprodukélhatdésagat hirom parhuzamos minta, azok egyenként harom parhuzamos mérésével

A mintaelOkészitési modszer és a kapcsolodd kapillaris elektroforézissel
vizsgaltam két kiilonb6z6 napon, két analitikus segitségével (az Analitikus 1 jomagam voltam), melyek
eredményeit kiilon-kiilon a 4.5 és 4.6. tablazatban, majd ezek Osszesitett eredményeit a 4.7. tablazatban,

a cstcsok teriiletaranyaira torténd lebontasat kovetden pedig a 4.8. tablazatban mutatom be.

4.5. tablazat. Az analizis reprodukalhatsaganak vizsgalata eltéré napokon

Cstics Nap #1_1|Nap #1_2|Nap #1_3|Nap #2_1|Nap #2_2|Nap #2_3| Atlag |Széras|%RSD
A2 67,926 | 69,481 | 65,445 | 60,920 | 64,650 | 61,733 | 65,026 | 3,355 | 5,2
Man5 45,948 | 46,577 | 43,424 | 43,428 | 47,540 | 44,007 | 45,154 | 1,768 | 3,9
FA2 1281,114|1491,809 | 1392,177 | 1337,682 | 1426,446 | 1358,966 |1381,366/73,222| 5,3
A2G1 13,656 | 14,792 | 15,265 | 12,783 | 12,427 | 12,979 | 13,650 | 1,150 | 8,4
A3 7,638 7,680 7,577 6,545 7,622 6,196 7,210 | 0,660 | 9,2
Man6 28,899 | 32,695 | 29,941 | 29,901 | 32,905 | 30,135 | 30,746 | 1,650 | 5,4
FA3 30,855 | 32,480 | 31,570 | 26,942 | 29,542 | 27,064 | 29,742 |2,330| 7,8
N/A 23,679 | 22,809 | 21,458 | 20,090 | 21,862 | 20,118 | 21,669 | 1,437 | 6,6
A3 22,709 | 23,093 | 23,826 | 19,082 | 20,746 | 19,207 | 21,444 | 2,052 | 9,6
FA2[6]G1| 241,411 | 245,199 | 235,687 | 222,271 | 238,688 | 225,359 |234,769 | 9,098 | 3.9
FA2[3]G1| 86,351 | 87,827 | 84,929 | 76,191 | 82,408 | 77,294 | 82,500 | 4,817 | 5,8
A2G2 10,331 | 10,654 | 10,077 | 10,077 | 10,116 8,934 | 10,032 | 0,582 | 5,8
FA3G1 7,549 7,444 7,123 5,883 6,551 5,825 6,729 10,762 | 11,3
Man7 4,275 4,143 4,490 3,731 4,143 3,623 4,068 |0,330| 8,1
Mang8 4,120 4,497 4,898 4,129 4,613 4,120 4,396 |0,327| 7.4
Man9 3,057 4,195 4,214 3,537 3,928 3,537 3,745 10,451 | 12,0
FA2G2 26,552 | 27,281 | 25,630 | 22,309 | 24,336 | 22,621 | 24,788 | 2,053 | 8,3
Osszesen | 1906,069 | 2132,655 | 2007,732 | 1905,501 | 2038,525 | 1931,717 [1987,033]90,053 | 4,532
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4.6. tablazat. Az analizis reprodukalhatdsaganak vizsgalata eltérd mintaelokészitést végzo személyek

esetén.
Analitikus 1 Analitikus 2
Csiics Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta Atlag Széras | %RSD
#1 1 #1 2 #1 3 #2 1 #2 2 #2 3

A2 67,926 | 69,481 | 65,445 | 66,985 | 64,650 | 65,206 | 66,615 | 1,859 2,8
Man5 45,948 | 46,577 | 43,424 | 48,880 | 47,540 | 47,958 | 46,721 | 1,916 4,1
FA2 1281,114(1491,809|1392,177| 1478,795 | 1426,446 | 1427,277 | 1416,270| 75,747 | 5,3
A2G1 13,656 | 14,792 | 15,265 | 12,529 | 12,427 | 12,548 | 13,536 | 1,249 9,2
A3 7,638 7,680 7,577 7,758 7,622 7,743 7,670 | 0,071 0,9
Man6 28,899 | 32,695 | 29,941 | 33,805 | 32,905 | 33,075 | 31,887 | 1,974 6,2
FA3 30,855 | 32,480 | 31,570 | 30,405 | 29,542 | 29,682 | 30,756 | 1,131 3,7
N/A 23,679 | 22,809 | 21,458 | 22,621 | 21,862 | 21,984 | 22,402 | 0,800 3,6
A3 22,709 | 23,093 | 23,826 | 21,474 | 20,746 | 20,954 | 22,134 | 1,254 5,7
FA2[6]G1| 241,411 | 245,199 | 235,687 | 248,025 | 238,688 | 239,255 | 241,377 | 4,537 1,9
FA2[3]G1| 86,351 | 87,827 | 84,929 | 85,457 | 82,408 | 82,774 | 84,958 | 2,083 2,5
A2G2 10,331 | 10,654 | 10,077 | 10,306 | 10,116 | 10,374 | 10,310 | 0,207 2,0
FA3G1 7,549 7,444 7,123 6,779 6,551 6,775 7,037 | 0,401 5,7
Man7 4,275 4,143 4,490 4,327 4,143 4,432 4,302 | 0,144 34
Man§8 4,120 4,497 4,898 4,792 4,613 4,828 4,625 | 0,288 6,2
Man9 3,057 4,195 4,214 4,100 3,928 4,195 3948 | 0,449 | 114
FA2G2 26,552 | 27,281 | 25,630 | 25,270 | 24,336 | 24,673 | 25,624 | 1,122 4,4
Osszesen |1906,069(2132,655/2007,732(2112,309 |2038,525 | 2043,7342040,170| 81,004 | 4,0
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4.7. tablazat. Az 0Osszes reprodukalhatdsagi vizsgalat kapcsan elvégzett

mérésbol szarmazod Osszesitett adatok

Cstics Teriilet %RSD Teriilet % %RSD
A2 65,492 3,7 3,222 2,9
Man5 46,118 4,5 2,268 3.4
FA2 1425,226 4,5 70,060 1,2
A2G1 12,605 8,7 0,621 9,7
A3 7,393 7,0 0,364 6,0
Man6 31,621 5,3 1,555 3.4
FA3 29,440 5,9 1,448 5,4
IN/A 21,504 6,1 1,058 6,3
A3 20,761 7,9 1,022 8,0
FA2[6]G1 238,007 3,6 11,706 2,1
FA2[3]G1 82,450 4,3 4,055 3,5
A2G2 9,768 8,9 0,481 9,2
FA3Gl 6,630 8,5 0,326 8,3
Man7 4,159 5,9 0,204 4.9
Man§ 4,494 6,3 0,221 5,1
Man9 3,885 8,4 0,191 6,2
FA2G2 24,375 7,1 1,199 6,8
Osszesen 2033,927 6,1 - 5,4

4.8. tablazat. A szoras adatok csucsteriilet megoszlas alapjan csoportositva

Cstcs csoport Széras %RSD
>10% 0,559 1,7
1-10% 0,084 5,0
<1,0% 0,027 7,1

A 4.5. — 4.8. tablazatokban bemutatott reprodukalhatosagi értékek alapjan, figyelembe véve, hogy az
alkalmazott HR-NCHO elvalasztasi kozegben az egyes glikan struktarak kis hatékonysaggal valnak el,
a kiértékelés jelentdsen terhelt az integralasi hibaktol. Ennek ellenére a 4.8. tablazatban, ahol a
csucsteriilet alapjdn harom kategoriaba keriiltek besorolasra és atlagolasra a kapott szorasi adatok, még
az 1,0% alatti csicsok esetén is a teljes sorozatra vonatkoztatott relativ szoras 7,1%-nak adodott, amely
kiemelkedd érték, tigy, hogy a 10%-nal nagyobb csucsok relativ szordsa 1,7% lett, igy megallapithato,

hogy a mintaeldkészitési modszer megfelelden reprodukalhato.
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4.4. Automatizalt N-glikan szekvenalas

A glikoproteinekrél PNGase enzim segitségével leemésztett N-glikan struktardk hatékony mindségi
analiziséhez az altalanos gyakorlatban kiilonb6z6 exoglikozidaz enzimeket alkalmaznak [45]. Ezeknek
a megfeleld specifitassal rendelkezd enzimeknek a segitségével a glikdn molekulat alkotd cukor
monomerek egyesével lehasithatok, amit a megfeleld sorrendben hasznalva a mintdk analizisekor
megjelend csucseltolodasok megfeleld értelmezésével a cukor struktirak pontosan megallapithatok, a
méréssorozatbol visszafejthetoek. A harom legaltalanosabban alkalmazott exoglikozidaz enzim a
[a(2—3,6,8,9)R], a B-galaktozidaz [B(1 — 3,4,6)R], valamint a B-N-acetil-hex6zaminidaz [B(1 —
2,3,4,6)R], melyek mellett alkalmazhatoak nagyobb specificitdssal — pl. izomer specificitassal —
rendelkez0 varidnsok, vagy N-glikan struktirak tovabbi két cukor monomerére, a mannozra és a fukozra
specifikus enzimek, de ezen harom fehérje egymasra épiilé alkalmazasaval, és egy pontos GU egység
meghatarozassal a fehérjékhez kozott N-glikan szerkezetek a kapillaris elektroforézissel torténd analizis
soran nagy pontossaggal meghatarozhatoak. Mind harom enzim esetén a 37°C, legalabb 16 6ran
keresztiili emésztés a javasolt, azonban az enzim hasznalatakor — elsd sorban a szialidaz enzim esetén —
még szobahémérsékleten is olyan hatékony az emésztési folyamat, hogy reakcio idéként csak a mérést
megel6z6 puffercsere és mintainjektalasi id6 (1 — 2 perc modszertdl fliggden) alatt mar teljesen lezajlott
az enzimes reakcio. Enzimes reakcio révén teljes konverziorol technikai értelemben nem beszélhetiink,
azonban fontos kiemelni, hogy a csticseltolodasok pontos értelmezhetdsége miatt elengedhetetlen, hogy
az emésztési reakcid kozel 100%-osan végbe menjen. Az egymasra épiilé reakciok gyorsitasa végett a
leggyakrabban alkalmazott gyakorlat az elokészitett glikdn minta négy felé torténo felosztasat kovetden
az exoglikozidaz enzimek egyiittes hasznalata, ahol az els6 minta a referencia, majd a tovabbi harom
mintarész esetén az elsdbe csak a szialidaz, a masodikba a szialidaz és a galaktozidaz, a harmadikban

pedig mind a harom egyiittesen keriil felhasznalasra.

A komplett glikan analizis folyamat egy teljes egységenkénti vizsgélata soran hamar felmeriil az igény
az identifikaciohoz tartozo exoglikozidaz szekvenalas 0ssz idejét a mintaeldkészités és az analizis gyors
természetéhez igazitani, igy egy 1 oras mintael6készités kovetd 5 — 10 perces analizis id6 mellé nem
tarsulna egy legalabb egy éjszakan at tartd kapcsolodd folyamat. Az elékisérletek azt mutattak, hogy a
sebességmeghatarozo 1épés harmas exoglikoziddz enzimes reakcid esetén a hexdzaminidaz enzim volt.
A 4.22. abran a harom enzim egyiittes hasznalatahoz tartoz6é homérséklet optimalizalasi lépéseket
szemléltetem. A szialidaz enzimmel torténd szialsavak eltavolitasa a kordbbiakban ismertetett modon
gyakorlatilag azonnal lejatszodik, az ezt kovetd galaktozidaz enzim esetén az abra jol reprezentalja a
kiilénb6z6 homérsékletek és az eltelt id6 hatasat a kapott elektroferogrammokra, akkor tekinthetd
teljesnek az emésztés, ha csak a 6-o0s (FA2) ¢és 7-es (FA2B) csticsokhoz tartozé glikan strukturak vannak
mar csak a jelent a mintaban. Jol lathat6, hogy a homérséklet folyamatos novelésével, valamint az id6
elérehaladtaval fokozatosan jatszodik le a glikan strukturak degalaktozidacidja, amit a kisérletsorozatot
kovetéen egybdl 50°C, majd 60°C alkalmazasaval tUjra lejatszattam, amihez tartozo reakcid utat a

kapcsolodo reakcio idokkel az abra jobb oldalan mutatom be.
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Migracios id6 (min)
4.22. abra. A galaktozidaz enzimes reakcidé homérsékleti és id6 optimalizacioja hlgG1 fehérje minta
alkalmazasaval. Az elvalasztas koriilményei megegyeznek a 4.11. abran bemutatottakkal azzal a
kiilénbséggel, hogy 60 cm teljes hosszusagu kapillaris helyett 30 cm teljes hosszusagu, 20 cm effektiv
hosszsagi BES kapillaris keriilt felhasznalasra.

A kisérletsorozat alapjan megallapithatd, hogy a homérséklet optimalizacidjaval szignifikdnsan
gyorsithato a reakcid, azonban a harom enzim egylittes alkalmazasanal két paramétert figyelembe kell
venni. Egyrészt a szialidaz enzim bar rendkiviil gyors, €s széles hdmérséklet optimummal rendelkezik,
60°C-on nem miikddik, azonban — mely kiilon nem keriilt abrak szintjén bemutatasra — a hex6zaminidaz
enzim rendkiviil nagy hatékonysaggal mikddik 60°C-on. A precipitacid elkeriilésekor alkalmazott
hémérséklet gradiens alkalmazasa itt is el6nyds, azonban az exoglikozidaz szekvenalas esetén ez a hatas
egy kevésbé direkt moédon elérhetd. Technikailag két dolognak kell megvaldsulnia egyszerre, a szialidaz
enzimes reakciolépéshez alljon rendelkezésre legalabb 5 perc nem tobb, mint 40°C-on, a galaktozidaz
¢s hexdzaminidaz enzimek esetén pedig 60°C €s 30 perc. A reakcio6 gyors és hatékony lejatszatasara egy
félautomata és egy teljesen automata modszert dolgoztam ki mindezek figyelembe vételével. A mindkét
esetben a kapillaris elektroforézis mérdberendezés mintatarold kompartmentjét fiitdttem fel 60°C-ra,
igy, mint egy inkubator miikodott az egymast kovetd analizis lepések alatt, igy a reakciokat ugy lehetett
lejatszatni, hogy azok mar egybdl bent voltak a berendezésben mérésre készen. Mivel a hdatadas a minta
kompartmentben a felmelegitett levegon keresztiil torténik, igy kevésbé direkt, mint egy fiitétt fém
blokkba helyezés esetén, a folyadékoknak kellett néhany perc, hogy atvegyék a milanyag mintatarolokon
keresztiil a kdrnyezeti homérsékletet. Ennek a megoldasnak a segitségével a szialidaz enzimes reakcio
nem volt gatolt a nagy homérséklet alkalmazésa végett, mert mire atlépte a minta homérséklete a kritikus
homérsékletet, a folyamat mar végbement, a galaktozidaz és hex6zaminidaz enzimek esetén a sziikséges
reakcid id6t pedig a referencia minta, a szialidazzal emésztett minta, illetve egy tovabbi rovid, 12 perces
sziinet alkalmazasaval volt biztosithatd, mellyel, amennyiben rendelkezésre all megfeleld
mintamennyiség, hogy azt a glikdn mintael6készitést kovetden négy részre lehessen szedni, a teljes
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exoglikozidaz emésztés méréssel egybekotve a mintatarold kompartment, mint inkubator alkalmazasa
mellett 60 perc alatt elvégezhetd. A folyamatot leir6 Gantt-diagram, valamint a kapcsol6dd mérési

eredmények hlgG1 fehérje minta esetén a 4.23. abran lathato.
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4.23. abra. A hlgGl fehérje minta félautomatikus modszerrel megvalositott exoglikozidaz enzimekkel

torténd szevenalasa. A folyamatot az abra tetején lathatd Gantt-diagramm szemlélteti, ahol az ’S’ a
mintak injektalasat (Start), az ’I’ pedig a minta enzimes reakcio inkubacios idejét jelzi.

A kidolgozott megoldas eldnye, hogy az egy 6ras N-glikdn mintael6készités alkalmazaséaval, a tényleges
emberi tevékenység figyelembevételével is alig tobb, mint két ora alatt a kiindulasi fehérje mintabol el
lehet jutni a teljes exoglikoziddz szekvenalassal torténd mindségi analizisig a tényleges mérési idoket
beleértve. A kapillaris elektroforézis késziilek mintatarolé kompartmentje, mint inkubator alkalmazasa
lehetoséget adott a félautomata megoldas mellett a teljesen automatizalt exoglikozidaz szekvenalas
kidolgozasara. A berendezés alkalmas arra, hogy a kapillaris mosas és feltoltéskor alkalmazott nyomast
tetszoleges oldalon, és megfelelden kis nyomason és ideig is biztositja, igy lehetdség nyilt arra, hogy a
kapillarist, mint az enzimek bejuttatdsdra szolgald eszkozt alkalmazzam. A harom exoglikozidaz
enzimet a jobb oldali puffertalcan elhelyezve a megfelelé beallitasokat kdvetden lehetdség nyilt arra,
hogy a berendezés konszekutiv moédon pontosan 1 — 1 uLL enzimet adagoljon az N-glikan mintaba, majd
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a mintat behelyezze a termosztalt minta kompartmentbe, ahol a megfeleld reakcid id6 biztositasat
kovetéen egybol mérhetdvé valt a minta. A folyamatnal ez esetben figyelembe kell venni a szialidaz
hémérséklet optimumat, igy a kompartment homérsékletét a folyamat soran 40°C-rol 60°C-ra kell
emelni. A teljes folyamat Gantt-diagramja a kapcsolddé mérési eredményekkel a 4.24. abran lathatoak
Enbrel terapias fehérje N-glikanjainak szevenaldsara.
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4.24. abra. Az Enbrel fehérje teljesen automatizalt modszerrel megvalositott exoglikozidaz enzimekkel
torténd szevenalasa. A folyamatot az abra tetején lathatdo Gantt-diagramm szemlélteti, ahol az ’S’ a
mintak injektalasat (Start), az ’E’ a glikozidaz enzim a mintdhoz adagolasat, az ’I’ pedig a minta enzimes
reakcid inkubacids idejét jelzi.

A bemutatott abran jol lathato, hogy a megfeleld hémérséklet és inkubacids idék, valamint a kapillarist
¢s a berendezést, mint az enzimet bejuttatd rendszert alkalmazva, egy minta esetén, teljesen
automatizalhaton végrehajthatd az exoglikozidaz alapu glikan szekvenalas. Ez esetben is elmondhato,
hogy a teljes reakcioéidé mindenféle beavatkozas mentesen elvégezheto alig tobb, mint két ora alatt, ami
az eredeti, legalabb 16 6ras verzidohoz képest kiemelkedd. Az elvégzett szekvenalast koveten a GUcal
szoftver segitségével és GU egységek kiszamolasat kovetden mar nagy pontossaggal megallapithatoak
a glikozilalt fehérjéken talalhatd struktarak. A kisérletsorozatnal alkalmazott hIlgG1, valamint Enbrel
terapias fehérjék azonositott N-glikan strukturai a 4.9. és 4.10. tablazatban lathatoak.
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4.9. tablazat. A hlgGl fehérje azonositott N-glikan csucsai (xx. dbra)

Cstics Struktira Idé (min) GU egység
1 FA2G28S2 3,224 5,00
2 FA2BG2S2 3,253 5,14
3 FA2(3)G1S1 3,451 6,04
4 FA2G2S1 3,605 6,80
5 FA2BG2S1 3,643 6,98
6 FA2 3,781 7,69
7 FA2B 3,885 8,23
8 FA2(6)Gl 3,990 8,76
9 FA2(3)Gl 4,057 9,11
10 FA2B(6)G1 4,070 9,18
11 FA2G2 4,262 10,16
12 FA2BG2 4,336 10,55
13 F(6)M3 3,567 6,75

4.10. tablazat. Az Enbrel fehérje azonositott N-glikan csucsai (xx. abra)

Csitics Struktira Id6 (min) GU érték
1 A2G2S2 2,767 5,18
2 FA2G2S2 2,825 5,50
3 FA2(6)G1S1 2,899 5,90
4 FA2(3)G1S1 2,991 6,42
5 A2G2S1 3,030 6,65
6 A2 3,053 6,78
7 M5 3,072 6,89
8 FA2G2S1 3,119 7,17
9 FA2 3,214 7,75
10 FA2(6)G1 3,390 8,82
11 FA2(3)G1 3,446 9,16
12 A2G2 3,464 9,27
13 FA2G2 3,619 10,22
14 M3 2,737 4,94
15 F(6)M3 2,873 5,67
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5. Osszefoglalas

Az N-glikozilacio ko- és poszttranszlaciés modositasként alapvetd szerepet jatszik a fehérjék biologiai
aktivitdsanak, stabilitdsanak €s kolcsonhatdsainak szabalyozasdban. Az N-glikanok analitikai szintli
feltérképezése kiilondsen fontos a biotechnologiai ipar, a diagnosztika és a precizids orvoslas teriiletén,
legyen sz6 terapias fehérjék karakterizalasardl vagy uj biomarkerek azonositdsardl. A dolgozat
célkitiizései ennek megfeleloen az N-glikan analizis moddszertani hatterének ujratervezésére és a
kapillaris elektroforézis technika lehetdségeinek kiterjesztésére iranyultak, kiilonds tekintettel azokra a
kihivasokra, amelyek a nagy komplexitasi mintak és a gyors, reprodukalhaté mintaeldkészités teriiletén
jelentkeznek. A kutatds soran elsddleges célom egy olyan mintaeldkészitési protokoll kialakitasa volt,
amely képes alkalmazkodni a kiilonbdz6 eredetii és szerkezetii glikoproteinekhez, és kompatibilis a CE-
LIF, illetve CE-MS rendszerekkel. Ennek részeként elszor egy tripszines eldemésztési 1épést
integraltam a mintael6készitési folyamatba, amely képes volt feloldani azt a sztérikus gatlast, amelyet a
gliko-modositott (glycoengineered) vagy fuzios fehérjék komplex szerkezete kovetkeztében jott 1étre a
PNGase F enzimes deglikozilaci6 soran. Ezzel a megkozelitéssel sikeriilt olyan glikdnokat is
felszabaditani, amelyek a hagyomanyos denaturalasi 1épések utan sem voltak hozzaférhetoek. Ezt
kovetden a fehérje denaturacio hatékonysaganak fokozasa céljabol hdmérsékletgradiens alapt protokollt
dolgoztam ki. A fokozatos héemelés és az optimalizalt detergens Gsszetétel alkalmazéasaval sikeriilt
jelentésen megnovelni a denaturalt fehérjék oldhatosagat, mikdzben csokkentettem a precipitacid
tomegspektrometrias alkalmazasok esetén. A hémérséklet gradiens modszer kiterjesztéseként magneses
mikrorészecskékkel kombindlt specifikus mintatisztitasi eljarast vezettem be, amely amin funkcios
csoportokon keresztiil szelektiven kototte meg a glikoproteineket. Ez a megkdzelités lehetové tette a
mintdban jelen 1évé zavaré komponensek — gliikéz vagy mas pufferkomponensek — hatékony
eltavolitasat, mikozben a kivant fehérje célzottan koncentralhatova valt. Ezzel a 1épéssel jelentdsen
eléallitasa. Az N-glikan struktirak pontos mindségi meghatarozasa céljabol kapillaris elektroforézissel
végzett analizishez sziikséges exoglikozidaz emésztési eljarast optimalizaltam. A kiilonféle specifikus
enzimek kombinalt, inkubaciés homérsékleten torténd alkalmazasaval, valamint a CE-berendezés
mintatarold egységének inkubatorként valo kihasznalasaval jelentés idémegtakaritas volt elérhetd. Az
optimalizalt szekvenalasi protokoll segitségével az N-glikdnok szerkezeti azonositdsa a
mintaelokészitéssel egyiitt akar egy oran beliil kivitelezhetévé valt — szemben a korabban gyakori 1-2
napos analitikai idéigénnyel. A dolgozatban bemutatott munka soran egy uj protokoll kidolgozasat és
validalasat mutattam be, egy teljes, integralt és modularis rendszer kialakitasa mentén, amely
alkalmazhato volt gyodgyszeripari és bioldgiai glikoprotein mintak esetén.
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Melléklet

M.1. tablazat. Az N-glikan analizis soran potencidlisan felmeriild N-glikan struktirdk GU, valamint
tomeg adatai

Kétszeresen
. -- . GU érték | Tomeg | toltott APTS-el .
Ssz. Megnevezés Osszetétel HR.NCHO (kDa) jelélt tomeg Struktira
(kDa)
1. N2/NN N2 2,38 424,17 431,56 (SR
2. N2F N2F1 2,90 570,23 504,59 :l
3. MNN HIN2 3,15 586,22 512,59 (OF = |
4. MNNF HIN2F1 3,81 732,28 585,61
5. A3G(4)35(6,6,3,6)4 H6N5A4 4,07 3170,11 1804,53
6. A3G(4)3S(3,6,3,6)4 H6N5A4 4,19 3170,11 1804,53
L N
7. A4G(4)4S(6)4 H7N6A4 4,53 3535,24 1987,09 Lj:}--
8. A3G(4)38(6)3 H6NS5A3 4,77 2879,01 1658,98
9. A2G(4)282 H5N4A2 4,84 222278 1330,87 Ve
10. A3G(4)35(6,6,3)3 H6NSA3 4,92 2879,01 1658,98
11. M3 (core) H3N2 4,96 910,33 674,64
12. A2BG(4)2S2 H3N5 5,00 1519,57 979,26
13. A3G(4)35(3,6,3)3 H6N5A3 5,03 2879,01 1658,98
14. F(6)A2G(4)2S2 H5N4A2F1 5,12 2368,84 1403,89
L N
15. A4G(4)4S(3)4 H7N6A4 5,13 353524 1987,09 sy S 2
L=
16. A3G(4)3S8(3)3 H6N5A3 521 2879,01 1658,98 m..
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GU érték

Tomeg

Kétszeresen
toltott APTS-el

Ssz. Megnevezés Osszetétel HR.NCHO (kDa) jelélt tomeg Struktira
(kDa)

17. | F(6)A2BG(4)2S2 | HSNSA2FI 55 2571,92 150543
[,

18. A4G(4)4S(6)3 H7NG6A3 5,46 324414 1841,55 gy 2R
‘.t_wlk:‘

O

19. A2[6]G(4)1S1 H4N4A1 5,56 1769,63 1104,29 .

20. A2[3]G(4)1S1 H4N4A1 5,69 1769,63 1104,29

21. A3G(4)35(6)2 H6N5A2 5,99 2587,92 151343

22. | F(6)A2[6]G#)1S] | HAN4AIF1 6,01 1915,69 1177,32

23. A4G(4)4S(3)3 H7NG6A3 6,04 324414 1841,55

24. | F(6)A2[3]G(4)1S1 | H4N4AIFI 6,14 1915,69 1177,32

25. F(6)M3 H3N2F1 6,15 1056,39 747,67

26. A3G(4)3S(3)2 HON4A2 6,35 2384,84 1411,89

27. A2G(4)251 H5N4A1 6,43 1931,69 1185,32

28. A2BG(4)2S1 H5N5AL 6,70 2134,77 1286,86

29. F(6)A2G(4)2S1 HSN4ATF1 6,90 207775 125835

30. A2 H3N4 6,90 1316,49 877,72 e
o

31 M5 H5N2 6,91 123443 836,69 %50 m.m
|L,-I\A

32. A4G(4)45(6)2 H7N6A2 6,97 2953,05 1696,00 Wti -
=y o

33. | F(6)A2BG(4)2S1 | HSNSAIFI 7,10 2280,82 1359,89

34, A2B H3N5 7,19 1519,57 979,26
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GU érték

Tomeg

Kétszeresen
toltott APTS-el

Ssz. Megnevezés Osszetétel HR.NCHO (kDa) jelélt tomeg Struktira
(kDa)
"L,.l}\
35. A4G(4)4S(3)2 H7N6A2 7,36 2953,05 1696,00 . “tl;:; -m.
s
36. F(6)A2 H3N4F1 7,77 1462,54 950,75
®:n
37. M6 H6N2 7,81 1396,49 917,72 e m
38. A2[6]G(4)1 H4N4 7,89 1478,54 958,74 _ o
39. A2[3]1G(4)1 H4N4 8,04 1478,54 958,74 e =
40. A3G(4)3S(6)1 H7N5AL 8,05 2458,87 144891
41. A3G(4)3S(3)1 H7N5AL 8,19 2458,87 1448,91
42. F(6)A2B H3N5F1 8,31 1665,62 1052,29
43, A2B[6]G(4)1 H4NS5 8,46 1681,62 1060,28
44, M7 D2 H7N2 8,56 1558,54 998,74 -
45, A2B[3]G(4)1 H4N5 8,58 1681,62 1060,28 ) '7\-44
46. M7 D3 H7N2 8,74 1558,54 998,74
47. M7 D1 H7N2 8,85 1558,54 998,74
48. F(6)A2[6]G(4)1 H4N4F1 8,85 1624,60 1031,77 ol 'x;.l
49. F(6)A2[3]G(4)1 H4N4F1 9,19 1624,60 1031,77 - '\Hl
50. F(6)A2B[6]G(4)1 H4N5F1 9,28 1827,68 1133,31
51. A4G(4)4S(6)1 H7N6AL 9,47 2661,95 1550,45 + };
52. A4G(4)4S(3)1 H7N6AL 9,62 2661,95 1550,45 . |;;;:‘}
Tl
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GU érték

Tomeg

Kétszeresen
toltott APTS-el

Ssz. Megnevezés Osszetétel HR.NCHO (kDa) jelélt tomeg Struktira
(kDa)

53. A2G(4)2 H5N4 9,67 1640,59 1039,77 e

54, F(6)A2B[3]G(4)1 H4NS5F1 9,67 1827,68 1133,31

55. M8 D1-D3 H8N2 9,73 1720,59 1079,77

56. A2BG(4)2 H5N5 9,84 1843,67 1141,31

57. F(6)A2[6])G1(4)1Gal(3 H6N4 9,87 1802,64 1120,80

58. F(6)A2G(4)2 H5N4F1 10,24 1786,65 1112,80

59. M9 HYN2 10,35 1882,64 1160,80

60. F(6)A2BG(4)2 H5N5F1 10,63 1989,73 1214,34

61. F(6)A2G(;‘1)2[6]Gal(3 H5N4F1 11,27 1786,65 1112,80

62. F(6)A2G(;‘1)2[3]Gal(3 H5N4 11,55 | 1640,59 1039,77

63. A3G(4)3 H6N5 11,75 2005,72 1222,34

64. | F(6)A2G(4)2Gal(3)2 H5N4F1 12,56 1786,65 1112,80
JP.I;:

65. A4G(4)4 H7N6 13,82 2370,86 1404,90 Sy
s
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