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Proteomika

A proteomika meg kivanja ismerni a fehérjék szerkezetét, biologiai
funkciojat és ezek térbeli és idobeli valtozasat. Nemcsak ugy tekinti a
fehérjét, mint izolalt molekulat, hanem figyelembe veszi a fehérje és
kdrnyezete kozotti kdlcsonhatast. Vizsgalddasi korébe tartozik a fehérje
eredetének meghatarozasa, rendszertani besorolasa, a kiilonb6z6 forrasbol
szarmazo, de azonos biologiai funkciot ellatd proteinek szerkezetének
dsszehasonlitasa, a fehérje jelenlétének vagy hianyanak igazolasa
egészséges, illetve patologias koriilmények kozott. Célja — a korszeri
kémiai analitika eszkozeit felhasznalva — az igen kis mennyiségben,
illetve koncentracioban jelen lévo fehérjék kimutatasa, azonositasa,
szerkezetiik meghatarozasa; a fehérjékkel kapcsolatos ismeretek
taxonomiai, szerkezeti vagy funkcionalis rendszerezése, a kisérleti adatok
megerodsitése (validalas), valamint az igy képzod6 adathalmazok
(adatbazisok) informacidtartalmanak elemzése.




Fehérjek tulajdonsagai

A fehérjék szerkezete:
elsddleges szerkezet aminosavsorrend  Cogt”

masodlagos szerkezet

harmadlagos szerkezet

(negyedleges szerkezet)




Fehérjek felépitese, aminosavak

a fehérjéket a-aminosavak épitik fel, az aminocsoport
a karboxilcsoport melletti szénatomhoz kapcsolodik

az aminosavak az R-oldallanc szerkezetében
kildnbdznek egymastol

Az élo szervezetekben 25-féle aminosav talalhatd, ezek
kozlil 20 fehérjeépito.
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Fehérjek felépitese, aminosavak

Alanin: Ala; A Izoleucin: Ile; 1
Arginin: Arg; R Leucin: Leu; L
Aszparagin: Asn; N Lizin: Lys; K
Aszparaginsav (aszpartat): Asp; D Metionin: Met; M
Cisztein: Cys; C Prolin: Pro; P
Fenilalanin: Phe; F Szerin: Ser; S
Glutamin: Gln: Q Treonin: Thr; T
Glutaminsav (glutamat): Glu; E Triptofan: Trp; W
Glicin: Gly; G Tirozin: Tyr; Y

Hisztidin: His; H valin: Val; V



Apolaris, hidroféb oldallancu aminosavak
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Polaris oldallancu, toltéssel nem rendelkezo
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Aminosavak csoportositasa toltés szerint

Savas oldallancu, negativ toltési aminosavak
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Kromofor csoportot tartalmazo aminosavak
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Peptid kotés

A peptidek aminosavakbdl éplilnek fel peptidkotéssel. A részt vevo aminosavak
szama szerint megkulonboztetiink dipeptideket (két aminosav, egy peptidkotés),
tripeptideket (harom aminosav, két peptidkotés), tetrapeptideket. Ha a
molekulaban tiznél kevesebb aminosav talalhatd, akkor oligopeptidekrol, tiznél
tobb aminosav esetében polipeptidekrol beszéllink. Fehérjének akkor nevezziik
a polipeptidet, ha az aminosav 6sszetevok szama 100 vagy annal tobb.
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Fehérjek osztalyozasa alak/oldhatosag szerint

A globularis fehérjéknek a tér egyik iranyaban sincs kitlintetett
méretlik, nagyjabol gomb alakuak, benniik a polipeptidlanc tomor
gombolyagga gombolyodott 6ssze. Altalaban olyan, bioldgiailag aktiv,
dinamikus funkciokat betoltd fehérjék tartoznak ide, mint példaul az
enzimek és a transzportfehérjek.

A statikus feladatokat betolto fibrillaris fehérjék polipeptidlanca
altalaban megnyult, kettesével, harmasaval sodort fonalat alkot. Ez
utobbiak vizes kézegben rosszul oldédnak vagy oldhatatlanok, szerkezeti,
mechanikai vagy vedo feladatokat latnak el. Ilyen példaul a haj, a bor, a
toll, a pata, a korom fehérjéje, az a-keratin, az inakat alkotd kollagen
vagy a selyemlepke altal készitett fibroin.




Fehérjék osztalyozasa biologiai funkcio alapjan

Enzimek (katalikus folyamatok)
Transzportfehérjek (pl. sejthartyaknal)
Védofehérjek

Toxinok

Hormonok

Kontraktilis feherjek

Strukturafehérjék

Tartalékfehérjek (pl.tojas,névények magvai)
Stb.



Az aminosavak sav-bazis jellege

Az aminosavak ikerionos szerkezetliek, azaz nem egyszerld aminocsoportot és
karboxilcsoportot tartalmaznak, hanem pozitiv toltési ammonium- €s negativ
toltést karboxilatcsoportot, a savas karboxilcsoport €s a bazikus
aminocsoport kolcsonhatasa kévetkeztében. Tehat ikerionok szilard
halmazallapotban, és vizes oldatban egyarant. Ezzel magyarazhato az, hogy
szilard anyagok és nagyon magas az olvadaspontjuk. Sot, meg sem olvadnak,
hanem az olvadasi homérsekleten bomlanak. Ugyanakkor jol oldédnak vizben
(polaros oldoszer), de nem oldodnak apolaros szerves oldoszerekben.

Mindkeét funkcios csoport
reverzibilisen protonalddhat,
ill. deprotonalodhat

az aminosavak amfoter
tulajdonsaga alakitja ki az
ikerionos szerkezetet




Az aminosavak sav-bazis jellege

Az aminosavak un. amfoter tulajdonsagu vegyiiletek, vagyis
amfolitok: savakkal szemben gyenge baziskent, bazisokkal (lugokkal)
szemben gyenge savként viselkednek. Tehat vizes oldatban egyarant
semlegesitik az eros savak illetve eros bazisok kis mennyiségeét, illetve
lényegesen tompitjak azokat.

Vizes oldatban, egy meghatarozott pH értéken, az illetd aminosav
izoelektromos pontjan (PI), egyenlo meértékben ionizalt az aminosav
mindkét csoportja: kifelé semleges, elektromos erotérben ionmigraciot
nem mutat (izoelektromos fokuszalas). A legtébb aminosav
izoelektromos pontja kozelitleg semleges pH-nal van. A savas
oldallancu aminosavak izoelektromos pontja savas pH-nal van, a
bazikus oldallancuaké pedig bazikus pH-nal.




[zoelektromos pont

azt a pH-értéket, ahol az aminosav teljes mennyisége ikerion
formaban van jelen izoelektromos pontnak nevezziik.

a Henderson-Hasselbach egyenlet segitsegével kiszamithatok az
amino- és karboxilcsoportra jellemzo savi disszociacios allandok:
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kation }

:pH+log[. pK* = pKNH = pH+log{1kenon}

Az izoelektromos pontot (IP) a pKoy €S pKy., €rtéke hatarozza meg:

pK + pK
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Fehérjek felépitese, aminosavak

Row. Teljes nev Oldallanc tipusa Tomeg pl
A Ala | Alanin hidroféb 89,09 6,11
C | Cys Cisztein hidrofob (Magano, 1999) 12116 5,05
D  Asp Aszparaginsav savas 133,10 285
E Glu  Glutaminsav savas 147,13 | 3,15
F | Phe Fenil-alanin hidrofdb 166,19 5,49
G  Gly Glicin hidrofil 75,07 6,06
H His Hisztidin bazikus 156516  7.60
I lle lzoleucin hidrofob 131,17 | 6,05
K | Lys Lizin bazikus 146,19 9,60
L | Leu Leucin hidroféb 131,17 6,01
M Met Metionin hidrofab 14921 | 5,74
M | Asn Aszparagin hidrofil 13212 541
P | Pro | Prolin hidrofob 115,13 6,30
Q  GIn | Glutamin hidrofil 146,15 5,65
R | Arg Arginin bazikus 174,20 10,76
S | Ser  Szerin hidrofil 105,09 5,68
T  Thr  Treonin hidrofil 119,12 5,60
Vo Val | WValin hidrofob 117,15 6,00
W  Trp  Triptofan hidrofdb 204,23 589
Y | Tyr  Tirozin hidroféb 181,19 5,64



Fehérjek felépitése

Elsodleges szerkezet: Milyen az egymast kovetdo aminosavak sorrendje,
szekvenciaja. Az aminosavszekvenciak (aminosavsorrend) a fehérjék elsodleges
(primer) szerkezetét hatarozzak meg .
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Masodlagos szerkezet: A masodlagos vagy szekunder szerkezeten a
peptidgerinc hidrogénkotések altal stabilizalt lokalis (legalabb négy aminosavra
kiterjed0) rendezettségét értjiik. Ezt a szerkezeti szintet a peptidsikok egymashoz
képest torténd elfordulasaval jellemezhetjiik. E szerkezeti elemek legfébb
csoportjai a jobb- vagy balmenetes hélixek, a redok, a hurkok és a kanyarok;
leggyakoribb az a-hélix, az antiparallel B-redo és a B-kanyar.



Fehérjek felépitése

A polipeptid lancok lehetnek fonalas szerkezetliek, és a fonalakon keletkezhetnek
periodikusan rendezett szakaszok. A csavarodas kovetkezményeként egy jobbra
forgatd helix szerkezet alakul ki. A hélixnek a fehérje belseje felé esO oldalan
els6sorban apolaros, a viz felé eso oldalan polaros oldallancok vannak.

B-redo,
B-kanyar : lehetdvé teszik a peptid lanc visszahajlasat

Rendezetlen szerkezet (random coil)

alfa heélix béta-redo rendezetlen-régio




Fehérjek felépitése

A kiilonb6z6 masodlagos szerkezeti elemek bizonyos aranyban megtalalhatok
a teljes fehérje szerkezetében.




Tobin/Dusheck, Asking About Life, 2/e
Figure 3.18
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Az aggregacio folyamata, kovetkezményei

Kialakulas
- belso okok (fehérje struktura)
- kiilso okok (kdzeg, gyartas)

Bioldgiai aktivitas csokken, vagy
megszlnik

Mellékhatasok

Neurodegenerativ betegségek
Alzheimer kor

Parkinson kor

Huntington kor

‘Fehérje aggregatum’ — A ‘Nature’ definicidja:
Két, vagy tobb hibasan feltekeredett fehérje monomer rendellenes
dsszekapcsolodasanak eredményeként keletkezO nagyobb egység.



Aggregatum tipusok, definicio
Csoportositas

Reverzibilis / Irreverzibilis

Kovalens / Nem kovalens

Oldott allapotban Iévo / Oldhatatlan

Szabad szemmel lathato / Szabad szemmel nem lathatd

Mit neveziink Ujonnan keletkezett aggregatumnak?

Egy javasolt definicio szerint:
Minden, a nativ formatol eltéro allapotu fehérje, amelynek mérete

legalabb a nativ kétszerese.
A dimerek és trimerek, amelyek megtartjak a nativhoz hasonlo

szerkezetet, nem tekintendok aggregatumnak.

W.Wang: Protein aggregation Pathways and influencing factors, Int. J. Pharm. 390 (2010) 89-99



Energia

Az aggregatumok kialakulasanak magyarazata
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altalaban erds, nem specifikus kdtéerok

Az fizikai aggregacio prekurzorai a
részben feltekeredett/kitekeredett
intermedierek, mert a nativ
formanal

-aranyaiban a fellleten nagyobb
hidroféb mintazattal

-fokozottabb flexibilitassal
-magasabb diffuzids sebességgel

rendelkeznek.

A teljesen feltekeredett/kitekeredett
formakban a hidroféb oldallancok

- vagy a viztdl elzarva, a fehérje
belsejében talalhatok

- vagy Véletlenszerlien szétszdrva
helyezkednek el.



Denaturacio, koagulacio

A fehérjék térszerkezetének olyan megvaltozasa amely a
biologiai aktivitas megszlinéset eredményezi
denaturacidnak nevezziik.

A szerkezeti valtozas olyan mértékd is lehet, hogy a fehérje
kolloid allapotba keril (kicsapodik) ezt koagulacidonak
nevezzuk.

Mindkeét folyamat lehet reverzibilis vagy irreverzibilis.




A fehérje milyen tulajdonsagait kell

vizsgalni?

Azonossag, azonositas: Poszt-transzlacios modositasok:
Elsddleges szerkezet Glikozilalas (O-linked, N-linked)
Masodlagos szerkezet Diszulfidhidak helyzete
Harmadlagos szerkezet

Segédanyagok:

Tisztasag, bomlasi folyamatok: Pl. poliszorbatok, PEG
Oxidacio
Deamidacid Biologiai aktivitas
Redukcio

Sterilitas

Aggregatumok vizsgalata:
Kis méretl aggregatumok (dimer, trimer)

Nagy méretl aggregatumok (multimer
dissociation)



Glikozilalas
A rekombinans fehérjék gyartasanal kulcskérdés, hogy a bioldgiai aktivitashoz
szilkséges szénhidrat részek is megfeleldoen kialakuljanak. Ez alapvetoen
meghatarozza az alkalmazhato organizmus tipusat is. Prokaridtakat (pl. E. colit),
amelyek nem képesek glikozilalni, csak olyan egyszerli rekombinans fehérjek
gyartasanal hasznalhatunk fel, amelyek nem tartalmaznak szacharidokat (pl.

inzulin). Ahol a szénhidrat mintazat pontos reprodukcidjara van sziikség, ott
emlos sejtvonalakat kell alkalmazni.

A cukorrészek az aminosav lanc elkésziilte utan kerlilnek ra a molekulara. Ez csak
bizonyos funkcids csoporttal rendelkezd aminosavakon lehetséges:

— N-glikozilalas: az Asn-X-Ser/Thr/Cys aminosavharmas nitrogénjén,
ahol X barmely aminosav lehet.

— O-glikozilalas: Ser vagy Thr-on.

A két glikozilalas mas biokémiai mechanizmussal torténik, mas helyen a sejten
bell.

Pécs Miklos: Biotermék Technoldgia 2, Poszttranszlaciéos modositasok eloadas anyag



Analitikai modszerek, technikak

Kromatografia:
Méretkizaras (SEC, GPC)

Ioncsere (IEX) Témeg spektrometria:

Forditott fazis (RP-HPLC) MALDI-TOF (MS-MS)

Hidrofil kélcsénhatas (HILIC) HPLC-MS

Hidrofdb kélcsénhatas (HIC) CE-MS
Elektroforezis: Kombinalt technikak:

Gel vagy kapillaris , Fényszoras + fluoreszcencia + UV
SDS-poliakrilamid gel-elfo (SDS-PAGE) CE + LIF

Izoelektromos fokuszalas (IEF) HPLC + CD
Kétdimenzios kromatografia
Spektrofotometrias modszerek:
Fluoreszcencia (FL)
Cirkularis dikroizmus (CD)
Ultraibolya-lathato (UV-VIS)
Infravords (IR, NIR), Raman



Analitikai modszerek, technikak

A modszerek kiegészitik egymast, egyiitt kell alkalmazni oket,
hogy a fehérje minél tobb tulajdonsagat megismerjiik!

Példa: egy ,minimum kiir” fehérje analizis

SDS-PAGE redukalo és nem redukalo: tdmeg, aggregatumok, diszulfid
hidak megléte (mass heterogeneity)

RP-HPLC, nativ fehérje: fehérje eredetli bomlastermekek? Oxidacio,
aggregacio, dimerek (related proteins)

RP-HPLC, emésztett fehérje: fehérje elsodleges szerkezete (peptide
mapping)

RP-HPLC, savasan hidrolizalt fehérje: aminosav 6sszetétel (amino acid
analysis)

IEX-LC: deamidacio, toltés heterogenitas (charge heterogeneity)

SEC: nagy meéretli aggregatumok vizsgalata

CD: masodlagos szerkezet

Fluoreszcencia: harmadlagos szerkezet, aggregatumok



Analitikai modszerek, technikak

Egy fajta tulajdonsagot tobb un. fiiggetlen (vagy ortogonalis)
modszerrel is mérhetiink (vagy meérni kell).

Példaul aggregatumok vizsgalata:
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RP-HPLC (UHPLC)

Forditott-fazisu folyadekkromatografia
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Eltérések a kismolekulak kromatografias
viselkedéséhez kepest

Nagy tdomeg, nagy méret e Kis diffuzios allandd

Porusgatolt diffuzio Lassu anyagatadas

Kiszélesedett csucsok,

gyengébb elvalasztas !




A kromatografia kinetikus elmélete

van Deemter egyenlet (tapasztalati 6sszefligges):

H=A+ B/u +Cu

H: elméleti tanyérral ekvivalens oszlopmagassag =L/N)
u: mozgofazis linearis sebessége
A, B, C: allanddk

A: az oszlop geometriajanak hatasa

B: longitudinalis diffuzio

C: anyagatadassal szembeni gatlas hatasa

A tanyérok olyan térfogati elemek, ahol az allé és mozgdfazis kozott
pillanatszerlien beall az egyensuly, miel6tt az anyag tovabb menne. A
mozgofa2|s szakaszosan megy egyik tanyerrol a masikra. A kinetikai
hatékonysag mérdszama, a csucsszélességet jellemzi.



Anyagatadasi folyamat, diffuzios allandd

Diff1zio a porusokon beliili stagnalo Orvénydiffiziés tag Giddings szerint:
folyadékban (allofazis jarulék):

Ok, +k +kok) d v 22d,
p feddy — 1/3
3@k (1+k,)>(1+ k) RON

d 1/3u1/3
p

©: porusszerkezetre jellemzé tényezd lea s ,,
A: toltési tényez6

ko: részecskén beliili térfogat viszonyitva a részecskék ) e

kézti térfogathoz d,:szemcseatmérd

Ve: részecskék kozti mozgofazis sebessége w: a kolonna toltésére jellemz8 allando

k: visszatartasi tényezs D, a komponens diffuziés allandéja a mozgo fazisban

D,: pdrusbeli diffliziés egylitthatd

J.C. Giddings, Dynamics of Chromatography Part 1, Marcel Dekker, New York, 1965



Anyagatadasi folyamat, diffuzios allandd
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Anyagatadasi folyamat, diffuzios allandd

Wilke—Chang korrelacio: Young korrelacio:
1/
p, = AW M) (T D, =3,45-10‘4-M@’564
M 0.6
nv

A: konstans

Y: oldoészertél fliggd allandé (1-3 kozott) —_

T: hémérséklet V f(T)

n: viszkozitas Schroder — Lebas szerint

V: a komponens molaris térfogata

D~T

A homeérséklet emelésével az elvalasztas minosége drasztikusan javithato!

C.R. Wilke, P. Chang, Correlation of Diffusion Coefficients in Dilute Solutions, AIChE J. (1955) 264—-270.



Homérséklet emelés hatasa

Csokken a mozgofazis viszkozitasa
NO a diffuzios allandd

A mérend6 komponens es az allofazis kozotti
kdlcsdnhatasok erossege csokken

Valtozik a visszatartas (nem van't Hoff szertien!)
Valtozik a szelektivitas

Az analizis ido is csokkentheto!



Szelektivitas, visszatartas valtozasa

Gradiens elucio, fehérjék (makromolekulak):

Yisszatartas hdmérseklet figgése
( Jupiter C18, AcN-MeOH (50-20)
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—— 20 kDa
18 .
g e
1l '1? o
g —— 40 kDa
2 16 o
2 15 A
5
14 =
-
13 +
12 T T T L] T T T T T
20 2% 20 3B 40 494 S0 55 60 65
hamérséklet (C)
Yisszatartdas hd mérseklet f g gése
(Jupiter C18, AcN [100F% ))
g -
l—'__'_.-__“.--._
c e
a8 g
tﬁ ‘-1
__E m
¥
ﬁ T T T T T T T T ]
20 25 30 3% 40 485 40 55 B0 65
Fidrmérs éklet [ C)

Yisszatartas hi mérséklet fliggése
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Héjszerkezetl szemcseék €s magas

homeérséklet

Thin retentive layer:
lhe configuration of
the actual stationary
chase is a spherical
annulus

Fluid-impervious support:
fused silica or highly
crosslinked, organic
polymer microspheres

ft—— 15 to 7 um —w=

Fig. 3. A schematic illustration of the pellicular stationary
phase configuration.
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48

24

Milliabsorbance at 215nm

Fig. 4. Rapid separation of standard proteins. Column, 30 X
4.6 mm, packed with 2-um peilicular ODS-silica; 12 s linear
gradient from 10 to 90% (v/v) acetonitrile (ACN) in water
containing 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid (TFA); tempera-
ture, 120°C; fiow-rate, 5 ml/min; column inlet pressure, 240
bar. Peaks: 1=ribonuclease A; 2=cytochrome ¢; 3=

-

-
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1100

40

%(v/v) ACN in water
(0.1% TFA)

lysozyme; 4 = B-lactoglobulin B. From Ref. [42].

H. Chen, Cs. Horvath / Journal of Chromatography A 705 (1995) 3-20
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Fig. 5. Chromatographic profiles of tryptic digests of (A)
B-lactoglobulin A and (B) methionyl human growth hor-
mone. Column, 30 X 4.6 mm, packed with 2-um pellicular
ODS-silica; linear gradient from O to 95% (v/v) acetonitrile
in water containing 0.1% (v/v) TFA in (A) 2 min at 5 ml/min
and (B) 6 min at 4 ml/min; temperature, 80°C; samples, 5 ug
of protein digest each. From Ref. [39].



Az elvalasztas alapja

Mit is latunk?

Az elvalasztas alapja a hidrofobicitas!

Leghidrofébabb helyek

Kozepesen hidrofob helyek

o
‘“‘jl = | oghidrofilebb helyek

Lizozim

A mozgofazissal elsosorban a fehérje harmadlagos €s negyedleges
szerkezetét befolyasoljuk. Ennek kdvetkeztében tudjuk valtoztatni
az allofazissal létrejovo hidrofob kolcsdnhatasok erejét.



Az elvalasztas alapja

A _ Peptide B 3
n-Alkyl
liganads i |
=

Silica

-- ———— T

i l ‘ I" Acetonitile NHAHCO3/

B

William S. Hancock, New Methods in Peptide Mapping for the Characterization of Proteins, CRC Press (Boca Raton, Florida, 1996)



Mire alkalmas az RP-HPLC

-Fehérje eredetl szennyezok (gyartastechnologia eredeti)
-Fehérje eredetl bomlastermékek (oxidacid, redukcio,
deamidacio)

-Aggregatumok (dimer)

-Variabilitas, termeszetes heterogenitas

-Peptid térkep, fragmens terkeép, konnyu- €s nehézlancok
-Diszulfid hidak felderitése

-Segedanyagok, nem fehérje eredetl szennyezések



Hatoanyag-tartalom meghatarozas

Pelda: IG1 MADb, nagy porusu (300A) d, < 2 um fazison, magas
homeérsékleten (T=80 °C)

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
Time (min)

Magas homeérsékleten (T>75 ©C), megfeleloen meredek gradienssel a 150
kDa MAb-ok is éles csuccsal elualddnak.



Fehérjék fo oxidacios folyamata 1

Metionin oxidacio

CH, CH, CH,
% O
n:le2 — (lez I— (?Hz
CH, CH, CH,
NHéH CO- NHéH CO- NHCl*H CO-
Methionine Methi-:z-nine Methionine
Sulfoxide Sulfone

Megvaltozik a fehérje mérete (tdmege), alakja €s polaritasa.
Ez a valtozas jo eséllyel kimutathato forditott fazison.



Fehérjék fo oxidacios folyamata 2

Metionin oxidacio kovetése

Példa: Egy 40 kDa fehérje 5 metionint tartalmaz amelyek koziil 3 hajlamos az
oxidacidra. Kettd gyorsan a harmadik Iényegesen lassabban oxidalodik. A reakcio
idofliggése jol kbvetheto gyors-kromatografias elvalasztassal.

ALl

i Oxidalt fehérje 4 dra elteltével

- 1 \ 2 I\ Terheletlen fehérje
p
I

Oxidalt fehérje 24 6ra elteltével &

. AN ,;; |



Deamidalddas folyamata 1

Aszparagin és glutamin deamidalodas

0
Asparagine

,J\ \HJ\,«J

. %
o 0
NH
,.r"u\ \_H J'l\ J\ ==
o
” Succinimide '
0 Intermediate
Aspartic acid %
HN—CH,

OH
o)

[soaspartic acid

Szabad karboxilcsoport keletkezik, megvaltozik a polaritas és hidrofdbicitas.

pH és/vagy homeérséklet emelés hatasara jatszodik le.



Deamidalddas folyamata 2

Példa: Egy 20 kDa fehérje 1 glutaminjat glutaminsavra cseréljik (QxxxE).

JOl kimutathatd a deamidalddas (sub-2 um-es tolteten (1,7 um), magas hémérsékleten (85°C))

alap fehérje

0.0 \

.

glutaminsavat tartalmazd mutans

/

T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.50 4.00 450 5.00 5.50 6.00 B.50 7o 7.a0 8.00 g.50 .00 9.50 1000 1050 11.00  11.50

Minutes

Gél IEF (pH = 5-7)




Fehérje eredetl szennyezok/bomlastermékek

Példa: 5 kDa fehérje, kozepes porusu (175A) 1,9 um fazison, emelt
homeérsékleten (T=65 °C)

Oxidalt bomlastermékek Deamidalt bomlastermékek




Peptid térkep (Peptide Map)

A nagy meéretld fehérjeket specifikus enzimekkel — megfeleld
kortlmeények kozott — peptidekre hasitjuk. Ezt kovetoen a peptidek jol
elvalaszthatok forditott fazisu kromatografiaval. Ez esetben a fehérjét

felépitd aminosavak sorrendjérol, a fehérje azonossagardl kapunk
informaciot.

Proteases for Use in Peptide Mapping

Final Conc. pH
Protease (ng'ml) oplimum Spacificity
Trypsin -2l -8 Arg, Lys
Papain 10-20 6-7  Arg.Lys.GinHis Gly, Tyr
Chymestrypsin 50-100 -8 Aromatic
Elastase 50-100 78 Uncharged Aliphatic
Staph. Aureus ProteaseVH 20-100 4-8 Asp, Glu



Adatbazisok

Pelda: Peptide Cutter

ﬁ '
Swiss Institute of
Bioinformatics

10 20 30
FVNQHLCGSH LVEALYLCVG ERGFFYTPRA GIVEQCCA

The sequence i5 35 Srrresssidedass

Search | ExPASy web site = for

ExPASy Proteomics Server

Databases Tools Senvices Mirrors About Contact

These enzymeg cleave the sequence:

Name of enzyme
Arg-C proteinase
Asp*N endopeptidase + N-terminal Glu
Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not before P)
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not before P)
Clostripain
Glutamyl endopeptidase
LysC
LysN
NTCB (2-nitro-5-thiocyanobenzoic acid)
Pepsin (pH1.3)
Pepsin (pH=2)
Proteinase K
Staphylococcal peptidase |
Thermolysin
Trypsin

Theze chozen enzymes do nof cut:

Go | Clear |

No. of cleavages

1
3

(&

Positions of cleavage sites
22
122033
116242526
196101115161724 2526
22
132134
29
26
6173536
1561011141515161617 232525
1561011141516172325
1261112141516 17 1924 25 26 27 30 32 33 38
132134
151011 1416182324 29 31 32 37
2229



Peptid térkep

Egy 40 kDa fehérje emésztése (Endo-Glu-C enzimmel)

Glutaminsavnal és aszparaginsavnal torténd hasitas

80

60

mAU

40

-
-
=
:
/

Time (min)



Peptid térkep, diszulfid hidak felderitése

IGF-I fehérje emésztése Vg proteazzal
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William S. Hancock, New Methods in Peptide Mapping for the Characterization of Proteins, CRC Press (Boca Raton, Florida, 1996)




,Next generation peptide map” UHPLC

350
300 3

250 3

200 3

::z N |




,Next generation peptide map” monolit

Trypsin Digest of Cytochrome C

Column: ProSwilt RP-15 (4.6 = 50 mm)
7004 Flow Rate: 1 mL/min
Eluents: A.D1 HO / CHLCN (95:5; V) +
0.1% TFA
| B.DI H;0 / CH:CN (5:95; V/V) +
0.1% TFA
UV Detection: 214 nm
Sample: Cytochrome C trypsin digest
- | (2 mg Cytochrome C + 20 pg trypsin
O/N incubation)
‘ i Inj. Volume: 10 L
| J Gradient: 1-50% B in 12 min
04 i = "
'1[]'[" ] I 1 ] 1 I 1 ] 1 I 1 ] 1 ] I ]
.2 2 3 4 5 6 7 B 9 10 1My 12 14 15 16 17 18



Monolitok

Nagy permeabilitasu, csoben polimerizalt toltet.

Lehet szilika vagy szerves-polimer (poli-metakrilat, polisztirén, poli-DVB) alapu a
toltet.

El6nye, hogy az oszlopon es6 nyomas kb. egy nagysagrenddel kisebb, mint a
szemcseés tolteteken.

Nagy aramlasi sebesség alkalmazhatd, rendkiviil kedvezo az anyagatadas
hatékonysaga

Alkalmazas: GC-ben, HPLC-ben, kapillaris elektrokromatografiaban...




Nagy porozitasu monolit

Bimodalis porus-szerkezet:

- Makro-porusok (2-5 um): segitségével nagy aramlasi sebesség alkalmazhato kis
nyomaseséssel

- Mezo-pdérusok (13-100 nm): adszorpcios helyek (nagy aktiv feliilet), az elvalasztasért
felelOs

Mezo-pdrus Makro-porus




MAb-ok kdnnyl és nehéz lancainak vizsgalata

IG1 MADb konnyl és nehéz lancok vizsgalata

Példa: polimer alapy, nagy porusu (500A) monolit fazison, emelt hdmérsékleten (T=60 °C)

oxidalt Mab

Antigén K6to rész

(variabilis régio)
] HWHE*

Mah
/ +
redukalt Mab HsN ' NHa
/ - %ﬁ]ﬂl}iﬂéﬂc
nehéz lanc Fﬂb : CO0- 451 coo-
kénny lanc
\Lx 1 PC J " -
4 .' LA Nehezlanc
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

Minutes

38 b
COO™ COO



MAb-ok Fab és Fc régioinak vizsgalata

MADb papinos emésztmeény (Fab és Fc régio)

Példa: nagy porusu (300A) 1,7 um alléfazison, magas hdmeérsékleten (T=85 ©C)

|

120 Fc

Fab

Papain digest site

| Fab variansok

Fc variansok




MAb-ok fragmens térképe

MADb papinos emésztményének redukalasa,

Példa: nagy porusu (300A) 1,7 um alléfazison, magas hdmeérsékleten (T=85°C)

l
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Aminosav analizis

Az aminosav-analizis a fehérjek, a peptidek és egyeb
gyogyszerkeszitmenyek aminosav-0sszetetelének vagy
aminosavtartalmanak meghatarozasara.

Az aminosav-analizist alkalmazhatjuk fehérjék és peptidek mennyiségi
meghatarozasara, feherjek és peptidek azonositasara aminosav-
Osszetételik alapjan, fehérjek és peptidek szerkezetvizsgalatara, a
peptidtérkép-vizsgalatok fragmentacios stratégiainak értékelésere, e€s
olyan atipusos aminosavak kimutatasara is, amelyek adott fehérjeben
vagy peptidben esetleg jelen lehetnek. alkalmazott modszereket jelent.

1) Fehérjek, peptidek aminosavakra bontasa (hidrolizalasa)
2) UV vagy fluoreszcens aktiv szarmazekok képzese

3) Kromatografias elvalasztas



Aminosav analizis

Szamos fehérje hidrolizis médszer terjedt el. Altaldban 6-7 M sdsavval
torténik a hidrolizis.

Az aminosav-analizist megelozo fehérje-, ill. peptidhidrolizisre
alkalmazott, legelterjedtebb eljaras a fenoltartalmu sosavval végrehaijtott
savas hidrolizis. A fenol szerepe a tirozin halogénezodésének
megakadalyozasa.

Hidrolizalo oldat: 0,1-1,0% fenolt tartalmazo 6 M sdsav.

Folyadékfazisu hidrolizis. A mintakat altalaban 24 6ran at, 110 °C-on
hidrolizaljuk, meégpedig vakuumban vagy inert gaztérben, hogy
oxidaciojukat megakadalyozzuk. Hosszabb ideig (pl. 48 vagy 72 déran at)
csak olyankor hidrolizalunk, amikor okunk van feltételezni, hogy 24 ora
alatt a fehérje nem hidrolizal teljesen.



Aminosav analizis

Szarmazékképzes:
Az aminosavak oszlop el6tti derivatizalasa:

O-ftalaldehiddel (OPA) torténo szarmazekkeépzése utan fluorimetrias
detektalassal 6sszekapcsolt, forditott fazisu folyadekkromatografias
elvalasztast alkalmazunk. Ez a modszer szekunder amin tipusu
aminosavak (pl. prolin) kimutatasara nem alkalmas.

Az EMOC-CI (9-fluorenilmetil-klorformiat) mind primer, mind szekunder
aminosavakkal intenziven fluoreszkalo vegyileteket képez.

6-aminokinoil-N-hidroxiszukcinimidil-karbamattal (AQC vagy AccQ-Taqg)
primer €s szekunder aminokkal is fluoreszkalo szarmazékot képez.




LU

300 1

250 1

200 1

150 -

100 1

50 -

Aminosav analizis

(UHPLC)

5cm x 4,6 mm, 1,8 um kolonna (C-18),

fluoreszcens detektalas (AccQ Tag szarmazekok)

1ASP
2GLU
3 ASN
4 SER
5GLN
6 HIS
7 oGLY
8 THR
9 ARG
10 ALA
11 TYR
12 CYS-CYS
13 VAL
14 MET
15 NVA
16 TRP
17 PHE
18 ILE
19 LEU
20LYS
21 HYP

22 SAR
23 PRO

10

11

12

13 15

14

16

1718 19

20

21

22

23

min



SEC

Méretkizarasos kromatografia

Porous

particles ZL

eI CHF

Small Large
molecule molecule



SEC (size exclusion), GPC, GFC (gel-
permeation, gel-filtration)

A méretkizarasos kromatografia (g€l permeacios kromatografia vagy
gélszlréses kromatografia) meéret (hidrodinamikai atmérd vagy
hidrodinamikai térfogat) alapjan valasztja el a komponenseket.

A kisebb molekulak képesek belépni az allofazis porusaiba, igy
lassabban elualodnak, mig a nagyobb molekulak kizarodnak a
porusokbal igy eluciojuk gyorsabb.

Neéha a gélsziirest, a méretkizarasos kromatografia alcsoportjaként
soroljak be.

« GélszUresnél enyhe kdlcsdnhatas lehet az allofazissal
« Szerves olddszert alkalmaznak a mozgoéfazisban



Az elvalasztas alapja

eTeljes atereszteési, vagy teljes atjarasi tartomanynak A legnagyobb
meretl molekula, amely egyik porusba sem fér be, a mozgofazis
sebesseégevel halad végig a kolonnan. Ezt a molekulaméretet illetve
molekulatdmeg tartomanyt, teljes kizarasi tartomanynak nevezik. A kizart
molekulak retencios ideje (retencios terfogat) a holt idovel (holt térfogat)
azonos. Az igy definialt holtido eltér az eddig megadottaktol, mert nem
tartalmazza a toltet porustérfogatat.

eAzon molekulak, amelyek kisebb mérettel rendelkeznek, a kolonna egyes
porusaiba beleférnek. Mivel a porusban a mozgofazis all, a molekula
lassabban halad el6re, a visszatartasa no. Minél tébb pdrusba fér bele,
annal lassabban jut végig a kolonnan. Ezt a molekulatémeg tartomanyt
nevezik mérési, vagy mukodési tartomanynak.

eHa a molekula mérete nagyon kicsi, akkor mar minden porusba belefér, és
ha tovabb csokken a molekula mérete, a retencio valtozatlan marad. Ezt a
tartomanyt nevezziik teljes atjarasinak.



Kalibracio, molekulatomeg tartomany

|EE'- k - 7 7 . ’
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Allo- és mozgofazis

All6fazis:

Inaktiv allofazis, semmilyen kolcsonhatast nem alakit ki az elvalasztando
molekulakkal, csak méretik szerint kiiloniti el azokat.

Specialis szelektivitas érhetd el un. kevert modu meéretkizarassal

(mixed mode). Ez esetben az allofazis nem inert, valamilyen kolcsonhatas
— kémiai megoszlas — is kialakul az elvalasztando komponenssel.

Mozgofazis:

Az alléfazis felliletén esetlegesen kialakuld kolcsonhatasok elkerilése
érdekében, az elvalasztast altalaban pufferelt eluenssel végezziik.



Allofazisok csoportositasa

Toltetek csoportositasa:

 Polimerek: polisztirol, sztirol-divinilbenzol kopolimerek, polimetakrilatok

- Szilikagél alapuak (néha ,rigid-gel”-ként emlitik)

Szemcseatmeéro: 5; 6; 7; 8; 10 um, illetve 3 és 1,7 ym !
Porusatmeéro: 60, 80, 100, 120, 125, 150, 200, 300, 500, 1000 A

Kolonna dimenziok: Standard: 30 cm x 7,8 mm (6 vagy 8 mm)
Gyors: 15 cm x 4,6 mm

| metakiilat | __szilikagél

pH 2-12 25-75

Homeérséklet (C) < 80 °C < 40 °oC
Szerves oldoszerek - +
Adszorpcio - +

FO alkalmazasi teriilet polimerek fehérjek



Méret vagy tomeg?

A molekula mérete, sugara, atméroje aranyos a molekulatdmeggel.
Az elvalasztando molekula atméroje fiigg az alkalmazott oldoszertdl,
nyomastol, homeérseklettol ezert sokszor a komponensek
jellemzésére a molekulatbmeget hasznaljak a molekulaméret
helyett.

hidrodinamikus atméré, nm

0 10 20 30 40 50 60 70 80

tomeg, kDa



Elvalasztas, csucsfelbontas?

A retencios térfogat vagy ido és a molekulatomeg/térfogat kozott dsszefiiggést
lehet megallapitani (kalibracioval), amely alapjan kovetkeztetni lehet a mért
komponensek méretére, tomegére.

177

Méretkizarassal nem kaphatok magas o
tanyérszamok. £
T -
SEC-ben a csucsfelbontast a kalibracios 7
gorbétdl fliggben szokas megadni: N | | | |
0.7 1 1.3 1.6 1.9
N VR ] retention volume (ml)

N
“CT 4o log(Mi /M)

— . )
‘& VR ( VR / l RJ AVg: a j-edik és i-edik komponens retencids térfogata kozotti kiilonbség
0: csucsszélesség

M: molaris tdmeg

S.T. Popovici, P.J. Schoenmakers / J. Chromatogr. A 1099 (2005) 92—-102
H.G. Barth, Handbook of HPLC, Marcel Dekker, New York, 1998.



Visszatartas befolyasolasa

Mivel a kizarasos kromatografiaban nincs adszorpcio, a megoszlasi folyamat
eltér a megszokotthoz képest. Konnyen levezetheto, hogy egy komponens
visszatartasa az alabbi 6sszefliggéssel leirhato:

VR _Vip
4

p

Vi: retencios terfgat
V,,: szemcsek kozotti térfogat
V,: a toltet teljes porusterfogata a kolonnaban

Azaz k értéke, kizarasos kromatografia esetén k = 0 — 1 kozé esik.
A visszatartast és szelektivitast elsosorban a porustérfogattal azaz az atlagos

porusatmeérovel, és a szemcsek kozotti térfogattal (szemcseatmeérovel)
tudjuk befolyasolni.



Moddszer fejlesztes, optimalizalas

Mozgofazis valasztas:

Létrehozhatjuk vagy kikiiszobolhetjiik a masodlagos (hidrofdob vagy ionos)
kdlcsdnhatasokat az allofazissal.

° pH

« jonerosség, puffer koncentracio

« szerves modifikatorok

SEC of pegylated proteins - SEC of pegylated proteins -

no ethanol in mobile phase with 10% ethanol in
mobile phase
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Moddszer fejlesztes, optimalizalas

Ionerosseg:

Q < 0,1 M so, ionos kolcsdnhatasok léphetnek fel a mérendd komponens és
a szilikagél kozott

Q > 1 M s0, akkor hidrofob kolcsdonhatasok johetnek Iétre

Q Az ionerdsség tovabbi fokozasara sokat szoktak adni a pufferbe (pl
natrium-szulfat, natrium-klorid, kalium-klorid)

Szerves modifikatorok:

Hidrofob kdlcsdnhatasok kikiiszobolése céljabdl 0 — 20 % szerves
modifikatort adhatunk a mozgofazisba. Leggyakoribbak:

Q Acetonitril

d Etanol

d Metanol

Q Aceton



Alkalmazasi teriilet

e Fehérjék eltérd tdmegu komponenseinek (aggregatumok)
meghatarozasa

e Peptid keveréekek elvalasztasa
e Poliszaharidok, oligoszaharidok elvalasztasa
e DNS fragmensek vizsgalata

o Kétdimenzios elvalasztasok egyik dimenziojakent (fehérje
karakterizalas)



Porusatméro hatasa

YMC Pack-Diol 200A

MAbD (IG1)

YMC Pack-Diol 300A

o s e

P e e e e e e e e e e
7.5 20 225

Kolonna: YMC Pack-Diol 200A és 300A (300 x 6 mm)
Mozgofazis: 0,2M kalium-dihidrogénfoszfat + 0,1M kaliumklorid, pH=7

F = 0,35 ml/min
T=300°C



Fellileti kolcsOnhatasok

1,2-dihidroxi-propil-mddositott  szilikagél: a  diol-réteggel tortén6  H-hidas
kolcsonhatas erOssége eltér a szilanol csoportokkal |étrejovd kolcsonhatasokétol
(altalaban gyengébb). Nagyobb lesz a fajlagos feliilet is. Valtozik a szelektivitas!

200—

MADb (1)
MW=150kDa

MADb (2)
MW=145kDa

F00—
G00—

S00—

300—

200—

OH OH
| on
%OH gm o
5 OH
1 OH
00—

Kolonna: YMC Pack-Diol 200A

Mozgofazis: 0,2M kalium-dihidrogénfoszfat + 0,1M kaliumklorid, pH=7
F = 0,35 ml/min

T=300°C



Fellileti kolcsOnhatasok

Diol-modositott szilikagél és nem modositott szilikagél

« YMC Pack Diol 200

40

20

Phenomenex SEC BioSep 3000

100

80
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40

20

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23

Mozgdfazis: 50 mM ammonium-hidrogénkarbonat, pH=7
Minta: Low molecular weight calibration kit (proteins)



MAb (IG1) kdnnyu- és nehézlanc,
aggregatumok

aggregalt forma nehéz lanc

konny( lanc

/

Kolonna: YMC Pack-Diol 200A (300 x 6 mm)

Mozgofazis: 0,2M kalium-dihidrogénfoszfat + 0,1M kaliumklorid, pH=7
F = 0,35 ml/min

T=300°C



MADb redukalt papainos emeésztmény

intakt forma

emésztéssel kapott kisebb
molekulatdmeg(i frT}mensek

A

Kolonna: YMC Pack-Diol 200A (300 x 6 mm)
Mozgofazis: 0,2M kalium-dihidrogénfoszfat + 0,1M kaliumklorid, pH=7

F = 0,35 ml/min
T=300°C



Gyors SEC 1.

1, Oszlopdimenziok csokkentése:

0.14 4

0.1 1

0.06 II/\
0.021 W 'lu| | \\‘ﬁ )

0.020 0.5 1 1.5 2 2.5 3

retention time (min)
ast-SEC kolonna, 0,3 ml/min térfogataram

»50 x 4,6 mm,
»100 x 4,6 mm,
»150 x 4,6 mm

S.T. Popovici, P.J. Schoenmakers / J. Chromatogr. A 1099 (2005) 92—-102



Gyors SEC 2.

2, Homérséklet emelése:

Hostabil sztirol-divinilbenzol alapu téltetek
(PolyPore; 250mmx4.6mm, 5 um)

Room Temperaturs 110 %
0.6 O 200k (RT) 2.8 mUmin
o 309k (RT) o 2 0 mLimin 9.15 MPa
A 505k (RT) 11.5 MPa
® 200k (110°C) o
® 30.9k(110°C) ; 2.4 mUmin
A 505(110°C) oy ’Im L * 7.61 MPa
05 35 “ S 2.0 mUmi
E = 1.6 mL/min 3 0 mL/min
E 5 9.22 MPa o 8.22 MPa
= S 2 .
o 1.0 mL/min i 1.6 mL/min
< MA |f' 564 MPa < 4,85 MPa
0.2 a” o
o~ Lo ' F F 0.6 mLimin m 1.0 mlL/min
3,26 MPa 2499 MPa
Py , {‘, A ' F |, 98mLm
0.2 mL/min |
T T T T T T T T T T T 163 Mpa I?u MPE
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Flow rates (mL/min SR LS P S TR R R AT T T
( ) 0 2 4 5] & 10 12 0 2 4 3] g 10 12
van Deemter plot (H vs. low rate) for the three PS samples using PolyPore tg (min) tg (min)
column (250 mm x 4.6 mm 1.d.) at room temperature (open symbols) and at
110°C (filled symbols). Solid and dotted lines are drawn for visual aid. SEC chromatograms of five PS standards at various flow rates at room

temperature (left) and at 110°C (right). Column: PolyPore (Polymer Lab.;
250 mm x 4.6 mm, 5 pm particle size); eluent: THF: PS standards: 1,800,000,
200,000, 30,900, 5050, and 690 g/mol.

S. Park et al. / J. Chromatogr. A 1157 (2007) 96—-100



Gyors SEC 3.

3, Szemcseatmeéro csokkentése: UHPLC-SEC

« 3 ym (Agilent Bio-SEC 3)
1,7 pm (Waters, UPLC BEH 200)

1.60 o N

1.20 A

AU

0.80 -

0.40 - \
0.00 _//\_J V- N
T T T T T T T , T
0.70 1.40 2.10 2.80 3.50 4.20 4.90 5.60

Minutes

Monoklonalis antitest (IgG) aggregatumainak vizsgalata
Kolonna: Acquity UPLC BEH, SEC 200, 1,7 pm



A SEC 6nmagaban nem elég

A meéretkizarasos kromatografia onmagaban nem elegendo az eltero
molekulatdomegl komponensek meghatarozasara.

A hatosagok legalabb 2 ,ortogonalis” modszert kernek az aggregatumok
vizsgalatara

Alternativ technikak lehetnek:
FL, DLS, SLS, SDS-PAGE, AUC, FFF, MALDI-TOF



IEX

Ioncserés kromatografia
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Az elvalasztas alapja

A toltésekkel rendelkezd0 molekulak (aminosavak, peptidek,
fehérjék) az ellentétes elbjell toltéssel rendelkezo ioncserélo fazison
adszorbealdodhatnak (megkotddnek). A dinamikus egyensulyt a
mozgofazis pH-ja és a sokoncentracio-ja befolyasolja. A
megkotodott komponenseket un. sdgradienssel lehet lemosni az
allofazis feliletéral.

Az anioncsere sematikus vazlata:

Mix of amino acids

o
@ Sco @- 0 o =Y
o o @ 00- © 0o
b o ® Op O & o
o e 9 o o &
b O 9 l o & O
© v & ©- - o -
T rlow efsiien Binding of negatively @ ' @

charged amino acids

Immobilized to immobilized cation Separation of negatively
cation surfaces surface charged amino acids



Az elvalasztas alapja

Az allo fazis valamilyen ioncserélo szemcse, amelynek a feliletén kotott
ionos csoportok vannak (pl. szulfonsav, kvaterner-amin...). Ezekhez
kapcsolddnak az ellentétes toltési ionok, koztlik elektrosztatikus
kdlcsonhatas lép fel. A visszatartas és elvalasztas alapja a mérendd
komponensek eltéro ioncserés affinitasa.

Az un. ellenionok jelen vannak a mozgofazisban.

Az ioncsereld fazis az ellenionnal azonos toltés’ ionokat tartja vissza. A
kdlcsonhatas erossége fligg:

-Az oldat ionerosségétol

-A hidratalt ionok tényleges nagysagatol

A pH valtoztatasaval befolyasolhatjuk a fehérjék eredo toltését, ezért altalanosan
hasznalatos a szelektivitas szabalyozasara. Sok esetben alkalmazunk un. pH
gradienst.

A mozgd fazisba adagolt soban talalhatd versenyzo ionok (pl. NaCl) nem
befolyasoljak a szelektivitast, de elosegitik a fehérjemolekulak deszorpcidjat. Minél
nagyobb a fehérje eredo toltése, annal er6sebben fog abszorbealddni, €s annal
magasabb so-koncentracio sziikséges a minta deszorbealtatasara.



Az elvalasztas alapja
Kationcserélo Anion cserélo
=) (+)
(=) ()
: ®
e (+)

- &
i§ =2 7
SULPFHOMIC ALI0S CARBOXYMETHYL OTETHYLAMMOETHYL QUATERNANY

| DEAE | AMINER



Mire alkalmas az IEX-LC?

> Fehérje eredetl bomlastermékek (oxidacio, redukcio,
deamidacio)

> Variabilitas, természetes toltés-heterogenitas

> Fragmens térkep, konnyu- és nehézlancok

> Aminosav analizis



Aminosav analizis
(IEX)

Sample: 5 Nanomoles Hydrolysate Standard
Column: Waters Amino Acid Analysis Column

Temperature: 60 C

Elution Buffers: A) 0.2N Na+, pH 3.15
B) 1.0N Na+, pH 7.4

Gradient Conditions:

0-80% B, Curve 8,45 minutes
80-100% B, Curve 8, 15 minutes
Flow Rate: 0.5 ml/min
Detection: 546 nm and 436 nm,

8

HIg




Intakt MAD variabilitas (lizin heterogenitas)
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MAb papainos emeésztmeny (glutamin-
glutaminsay, lizin heterogenitas)
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G. Moorhouse et al. : J. Pharm. Biomed. Anal. 16 (1997) 593-603



280

225

1=

PEG-ilalt feherjek vizsgalata

200

150 -
125

100 -

PEG-ila

bomlastermek

It fehérje

PEG-ilalatlan fehéerje

10 15



Gyors ioncseres kromatografia (Fast-IEX)

Eluent : A) 20 mM KH:PO:-KHPOs (pH 6.8)
B) 20 mM KH:POs-K:HPOx (pH 6.8) |
containing 0.5 M NaCl - *“'
0-100%B (0-4 min) for YMC-BioPro SP-F . = ."'-i’

0-100%B (0-4.67 min) for Brand T (non-porous S type) i # 1 x !

Flowrate  :1.5 mL/min
Temperature : 25°C
Detection  : UV at 220 nm > - N

Injection 220 pL (0.1 mg/mL)

AU, YMC-BioP 1. Ribonuclease A

047 9um,(30 X 4.6 mmi.D. 3 2. Cytochrome ¢
| ﬂl 3. Lysozyme

0.2 _ IrII |I I|| | ‘
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