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Tematika

1. Bevezeto

2. Molekulaszerkezetbdl adodo, eltérd
kromatografias alapjelenségek

3. Heterogenitas jellemzésére szolgalo
kromatografias modszerek

Sok empirikus adat lesz, csak az alapelveket kell
megtanulni!



1. Miért kell a fehérjéket analizalni?

- Biologiai rendszerek mikodéesének megértese
koncentracio/szerkezet/aktivitas idobeli/térbeli valtozasa

- Hatasos fehérjealapu gyogyszerek elballitasa
szerkezet-funkcio-aktivitas kapcsolat megértése, hatéanyag/termeék
mindsegenek ismerete

Nehézsegek:
- A mintak altalaban 0sszetettek: szovetek, testfolyadékok, sejtkultura
szukség van a matrix egyszeruisitéséere

- Adott szekvenciaval definialt fehérjemolekulak is nagymertéki
heterogenitast mutatnak:
mutaciok (pl. aminosavcsere a lancban)
transzlacios modositasok (pl. foszforilacio, glikozilacio)
kornyezeti hatasok (pl. oxidacio, aggregacio)

- A nagyfoku variabilitas miatt nem érhetbek el homogén analitikai
standardek



1. Miben segitenek az elvalasztastechnikai modszerek?

- Matrix egyszerUsitése:

analitikai (pl. MS vizsgalatok)/preparativ céllal (tovabbi vizsgalatok)
- Heterogenitas jellemzése:

megfelel6 mddszer megvalasztasa
- Mennyiségi meghatarozas:

referenciaanyag megvalasztasa alapvet6

Technikak:
- elektroforézis (2D-gél, CGE, clEF, CEC, CZE)
- folyadékkromatografia 1. (SEC, IEC, RP, HIC, HILIC):

analitikai modszerek
- folyadékkromatografia 2. (HIC, AC, IEC):
preparativ modszerek
- ,tomegspektrometria” (ionok elvalasztasa)
-  GC: NEM!! SFC: NEM!!



2. Fehérjék altalanos folyadekkromatografias tulajdonsagai
eltérések a kismolekulaktol — méret és diffuzié
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A hidrodinamikai atméré n6 a molekulasullyal:
Meghatarozza a toltet pérusméretét
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A diffaziés allandé csokken a
molekulamérettel:
Meghatarozza a mérés sebességét
az anyagatadasi ellenallas
novekedése miatt



2. Fehérjék altalanos folyadekkromatografias tulajdonsagai
eltérések a kismolekulaktol — méret és diffuzié
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Kompromisszum: R, vs. mérési id6



2. Fehérjék altalanos folyadekkromatografias tulajdonsagai
eltérések a kismolekulaktol — méret és diffuzié

B-tag kisebb: diffuzids uthossz (kék nyilak) ~5%
C-tag kisebb: diffuziés uthossz (piros vonalak) ~5%

A-tag kisebb: taldlgatdsok ~30-40% 1 —— pordzus toltet
—— héjszeru toltet

— héjszeri toltet, emelt T

HETP

[
Ll

U
C-tag csokkentése=hatékonysag novelése

Nemporodzus toletetek:

- Nagy hatékonysag

- Kis terhelhet6ség

- Kis visszatartas

Csak indokolt esetben:

ha a fellleti kdlcsonhatas kinetikaja lassu és igy kisebb

a hatékonysag

Kis szemcsemeéret, héjszerl, nagyobb porusméreti toltetek, magasabb hdmeérséklet



2. Fehérjék altalanos folyadekkromatografias tulajdonsagai
eltérések a kismolekulaktol — méret és diffuzié
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Molekulaméret csokkentése: (b6vebben fehérje MS)
- Nagyobb hatékonysag
- Variabilitas jobban elemezhet6-kis kilonbsége relative nagyobbak lesznek



2. Fehérjék altalanos folyadekkromatografias tulajdonsagai
eltérések a kismolekulaktol - visszatartas

kismolekula: a megoszlas (visszatartas) j6l szabalyozhaté a mozgofazis Osszetétellel: alkalmazhaté
izokratikus elucid (nagyobb szelektivitas hasonlo vegyuletek esetén).

fehérje: sztdchiometrikus kiszoritas - Z szamu szolvens molekula szikséges az eluciohoz:
/O viselkedés

adszorpcid szolvatacio deszorpcid
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allofazis felulete allofazis felulete allofazis felulete

v

eluenserdsség névekedese

— fehérje
—— kismolekula

~1% valtozas @-ben eldontheti, hogy k=0,
vagy k=eo

gradiens elucio sziikséges!

log k
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2. Fehérjék altalanos folyadekkromatografias tulajdonsagai
eltérések a kismolekulaktol - adszorpcio
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3. Mit hoznak a konyhara az egyes LC modszerek?

- Méretkizarasos kromatografia (SEC):
aggregatumok, fragmensek és kismolekulak elvalasztasa a nativ
fehérjétdl
- loncserés kromatografia (IEC):
anion es kation toltésvariansok elvalasztasa
- Forditott fazisu kromatografia (RP):
oxidalt/redukalt variansok, valamint fragmensek elvalasztasa
- Hidrofil kolcsonhatason alapulé kromatografia (HILIC):
RP-re nagyjabol ortogonalis, féleg peptidek esetén hasznalhato
- Hidrofob kolcsonhatason alapuld kromatografia (HIC)
alternativ RP, fOleg tisztitasra hasznaljak

Gyogyszeripari kornyezetben a megfeleld jellemzéshez kulonbo6zb
modszerek egyuttes alkalmazasa szukseges.
A feladat komplexitasa miatt nem elvaras az exakt jellemzeés, de az elérhetd
legrészletesebb, koherens informacioval kell rendelkezni.



3. LC médszer9k - SEC (bioaktiv forma izolalasa lehetséges)

- Aggregacio/fragmensek: terapias hatékonysag valtozasa, immunreakcio
- Kivalté ok: fizikai/kémiai behatasok, tarolas

- Elvalasztas hidrodinamikai radiusz alapjan (nem MW!)

Small
Reversible Soluble
oligomers A
M

- - Féleg diol fazisok: ne legyen adszorpcio!
- dyr 3-20 ym, d: 4.6-8 mm, L: 30 cm
- - merésiidd: 20-30 min
6 telfes T 1 T > - Eltérések a kalibré9iés gorbeétal:
kizaras \ repulzio . - adszorpcio
. s 4 | \ E - elektrosztatikus repulzi6
%, 4 —nagysagrend{— fdsz°”’°'° t te'lest - - konformacios valtozasok
g - cieresHes S pH=pl beallitasa
’ ; i S 50-100mM puffer + 50-100mM s6
2 : | < 5-10% MeOH/MeCN
1 ! !
<—0.38 > < 0.46 > 0.16 P
00 0 0 ‘0 . e 0 8‘ o pérusméret (A) MW (kDa) példa
' ' ' ' ' ' 100-150 10-100 Interferon
Normalized Retention Volume (VR/V() 200-300 100-500 mAb

500-1000 >500 PEGilalt f.



3. LC m()dszerek - SEC (bioaktiv forma izolalasa lehetséges)
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1: monomer (Interferon, ~19 kDa)
2: dimer (~38 kDa)
3: nagyobb aggregatumok

fécsucs(mAb, ~150 kDa)
2: dimer (~300 kDa)
1: nagyobb aggregatumok

Aggregatumok jellemzése:

moltomeg meghatarozasa fényszoras detektorral (nehéz, sok a hibalehet6ség)
moltomeg meghatarozasa off-line MS-sel (egyszerd, lassu)

moltomeg meghatdrozdsa on-line SEC-MS-sel (egyszerd, gyors, kevés tapasztalat:
MS barat korilmények)



3. LC médszerek - IEC (bioaktiv forma izolalasa lehetséges)

- Els6sorban erés kationcserél6 toltetek:
nemporozus, szilika/polimer, vagy gyanta
- 5-10 ym-es szemcsék, kolonnahossz nem kulcskérdés R, szempontjabol
- pH<pl-1, gradiens: 1-2M NaCl, vagy kereskedelmi pH gradiens puffer
- Toltésvarinasok: pl. C-lizin, N ,-glutamin/piroglutamat variabilitas

—eltéro bioaktivitas

- Molekulaméret csokkentésével javul a szelektivitas: limitalt proteolizis

s i, N Toltésvariansok
& = iy . s .
S— < / (aminosavcsere/transzlacios
: Fe ﬂ modositas) elvalasztasa
® k pH vagy so gradiens alkalmazasaval
pE 7 7”7 . . .o
$ o loncseréld (kation v. anion) tolteten
= ‘I H / ~
L 2 A toltet toltése ellentétes a variansok
& s | N

g toltésével!

Mc{:iﬁc clips
;

Detector Response
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L
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3. LC modszerek — IEC (bioaktiv forma izolalasa lehetséges)
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LC moédszerek — RP (bioaktiv forma izolalasa alt. nem lehetséges)

Fragmensek, oxidalt/redukalt variansok, peptidtérkép: féként minéségellenérzési vizsgalatokban
Elvalasztas: f6ként hidrofob, kisebb mértékben polaris szelektivitas alapjan (alléfazisfuggd)
Kapcsolhaté MS-sel!
Robusztus, nagy felbont6 eré jellemzi
Alapvetd korulmények:

- 200-300 A C4-C18, bifenil, stb...

- héjszerl (hatékonyag)

- T: 50-90°C

- MeCN gradiens (0,1% trifluorecetsav
- 200-400 pl/min (2.1 mm i.d.)

Problémak:

- alt. denaturalé korilmények: aktiv formaban nem frakcionalhaté a fehérje (SEC, IEX OK.)
- magas hémeérséklet: hédegradacio veszélye
- konformacié nagyon fugg a mérési koriményektdl (additivek, P, T):
adszorpcio, retencié valtozhat
- A nagy hatékonysag érzékeny az anyagatadasi ellenallasra: nagy MW—kis D,

- limitalt proteolizissel jelentésen javithatd (az adszorpcids hajlam is)



LC moédszerek — RP (bioaktiv forma izolalasa alt. nem lehetséges)

Filgrastim (18,8 kDa) variansok, BEH300 1.7 ym, 50*2,1 mm
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3. LC médszerek - HIC (bioaktiv forma izolalasa lehetséges)

- Hidroféb az allofazis fellletete

- Kezdeti magas sokoncentracioval ,kisézzuk” a fehérjéket az allofazis feluletére

- A sdokoncentracio csokkentésével megtorténik a deszorpcid/elucio

- FOBkeént preparativ elvalasztasokban hasznaljak: bioaktiv RP

- Nagyon érzékeny a fehérje feluleti hidrofobicitasanak valtozasaira

Analitikai elvalasztasban:

pH=pl, 50mM puffer + 1-2 Mm soégradies
nemporozus toltet (polimer/modositott szilikagél),
kis szemcsemeéret, kis kolonnatérfogat

_ Increasing precipitation (“salting-out”) effect

Anions: PO, 3'. CH,COO"[CI, Br, NO,, ClO; , IF, SCN-
Cations: @

Rb*, K*(Na*, [Cs*, Li*; Mg® Ca®;, Ba?*

Increasing chaotropic ("salting-in”) effect #

Hofmeister series: showing the effect of some anions and cations on protein precipitation.

NCIQSOQ > K2504 > (NHLJESOQ > NGEHPOQ > NaCl > LiCl ..... > KSCN

Relative effects of some salts on protein precipitation.



3. LC m()dszerek - HIC ADC'k je"emZése (bioaktiv forma izolalasa lehetséges)

- Ha a kapcsolas (linker) és a konjugalt drog neutralis, egyébként IEC
- lgéretes mddszer antitest-drog konjugatumok jellemzésére: érzékeny a fellleti hidrofébicitas

valtozasara (Drug-Antibody Ratio: DAR — nagymértékben befolyasolja a szer hatékonysagat)

- Eddig kevés a tapasztalat...
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The ADC targets and binds The ADC is absorbed The chemotherapy is released
to specific receptors present by the cancer cells. inside the cancer cells and
on the surface of cells. helps destroy them.
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3. LC modszerek — AC

" .
‘ | b Suspend chromatography medium
' \ and remove storage solution
A ;' / et
=i L N oy
\ \I—J Equilibrate
1 | e
The proteins specifically . =
bind to the column . % b Apply sample
The unbound The elution of the t
proteins are specifically bound
roteins C)
washed away s Elute sample in new buffer

- Rendkiviil sokféle all6fazis, igényre szabhato ($)
- F&bb tipusok:
- immunaffinitas (antigén megkotése immobilizalt antitesttel, vagy forditva)
- immobilizalt fémion affinitas (IMAC): Co/Cu/Ni: hisztidintartalmu fehérjék
Fe/Zn/Ga: foszfopreoteinek
- lektin: glikoproteinek
- stb...

- Adott fehérje kinyerése tovabbi vizsgalatra, vagy matrix tisztitasa zavaro fehérjéktél.

- Kolonnaban, SPE, vagy spin-cartridge-ként is elérhet6



3. LC modszerek — frakcionalas fehérje és peptid szinten
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- Megfeleld szelektivitas kivalasztasa
- Frakcioszedés, mintaelokészités, analizis
- Minor komponensek szelektiv dusitasa,
»tetszbleges” mértékben.



