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Korszeri méretkizarasos
kromatografia:

fehérje aggregatumok
elvalasztasa

Fekete Szabolcs?, Fekete Jend?, Guillarme Davy?

! Genfi Egyetem, Gydgyszerészeti Tudomanyok
Tanszék, 1211 Geneva, Boulevard d’Yvoy 20.
3BME Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék,
1111 Budapest, Szent Gellért tér 4.

A méretkizarasos kromatografia (SEC, az an-
gol ,size exclusion chromatography” megnevezés
alapjan) széles korben alkalmazott a terapias fe-
hérjék aggregatumainak meghatarozasara. Régeb-
ben hasznaltdak a gélszlirés (gel filtration) elneve-
zést, amelynél a gravitacio volt a folyadékaramlast
biztosité erd. Nagy el6nye ennek a kromatografias
maodnak, hogy enyhe kortilményeket hasznal (vizes
mozgodfazis, kdrnyezeti h6mérséklet, viszonylag kis
nyomas, fizioldgias korili mozgdfazis pH) ezért a
fehérjéket a természetes konformacids szerkezeti-
ket megtartva tudjuk elvalasztani. Az utdbbi évek-
ben - a tobbi kromatografids modhoz hasonldan
- a méretkizarasban is megjelentek a kis szemcse-
méretl toltetek és a korabbihoz képest rovidebb
és kisebb atméréji kolonnak. Ma mar a méretki-
zarasos kromatografianal is megkulonbodztethetjik
a hagyomanyos (konvencionalis, HP-SEC) és az
ultranagy-nyomasu (UHP-SEC) modokat [1].

Méretkizardsos kromatografidban, a makromole-
kuldkat az un. hidrodinamikai atmérdjik alapjan
valasztjuk el. Az alléfazis jol kontrolalt porus-mé-
retd és eloszlasli szemcsés toltetbdl all, sokszor
olyan fellleti modositast alkalmazva, hogy a fell-
lettel lehetdleg ne (vagy csak kis mértékben) ala-
kuljon ki kolcs6nhatds. Ez alapvet6 ahhoz, hogy a
makromolekuldk elvalasztasat az oldatban felvett
méretlk szabja meg. Ha a termodinamika tech-
nikus terminusait hasznaljuk, akkor azt mondjuk,
hogy az elvalasztast az entropia szabja meg. A fo-
lyadékkromatografiasan kis molekulatémeg(i anya-
gok elvalasztasanal a visszatartds és az elvalasz-
tas alapja a komponensek eltéré kolcsdnhatdsa az
alléfazissal, ugyanez vonatkozik a biopolimerekre
is, ha forditott fazisu, ioncserés vagy hidroféb kol-
csOnhatdsu kromatografidas mddszert hasznalunk.
A méretkizarasnal nem beszélhetlink errdl - az el-
tér6 kolcsonhatasokon alapulé megoszlasrdl -, ha-
nem inkabb szlirésrol, ahol a sz(ir6agy a szemcsés
toltetbdl all, és a szemcsék eltérd atmér6jd poru-
sokat tartalmaznak. A gyakorlatban, sajnos az al-
|6fazissal vald kolcsénhatdast nem minden esetben
tudjuk kizarni. Felléphet hidroféb, ioncserés, vagy
ionkizarasos kolcsénhatas, amelyek befolyasoljak
a komponenslink ellcids idejét is és a cslcsalakjat
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vagy szélességét. A gyakorlati elvalasztasok soran
arra torekszlink, hogy ezeket a kolcsdnhatasokat
csbkkentslik (pl. a mozgoéfazis pH helyes megva-
lasztésaval, so6 vagy kis mennyiség(i szerves oldoé-
szer hozzdadasaval). Ha sikeril ezeket a kolcson-
hatasokat kiklszobolni, akkor a kisebb molekulak
tobb id6t fognak eltdlteni a pérusokban, mig a na-
gyobbak kevesebbet, hiszen csak a porusok egy
részébe tudnak bediffundalni, kizarodnak onnan és
igy gyorsabban haladnak a mozgdfazissal. Tehat a
nagyobb molekuldk hamarabb, a kisebbek késdbb
elualédnak. Az 1. abran példat mutatunk be egy
terapias fuzids-fehérje aggregatumainak illetve ne-
héz- (Hc) és kénnyd-lanc (Lc) fragmensének elva-
lasztésara. Az elvalasztast egy 300 x 4,6 mm-es
(3 pm szemcseadtmérsijl és 290 A pérusatmérsiji)
kolonnan végeztik.

MDA

1. dbra: Terdpias fuziés-fehérje aggregatumainak és fragmen-
seinek elvalasztdasa hagyomanyos 300 x 46 mm kolonnan

A masik Iényeges kilonbség az eltéré koélcsénha-
tason alapulé folyadékkromatografias és a méret-
kizardsos kromatografia kozott, hogy az utdbbi
madszernél a maximalis ellcids térfogat megegye-
zik a poérustérfogat és a szemcsék kozotti térfogat
Osszegével. Ez, az eltér6 kolcsénhatdson alapuld
kromatografias modszereknél megadja a holttérfo-
gatot. Erdemes atgondolni, hogy ebben a kroma-
tografids mdédban a komponenseink ellciés ideje
kisebb lesz a hagyomanyos értelemben vett holt-
idonél (te<t0). A 2. abran sematikusan szemlél-
tetjlik az un. bels6-, kiils6- és teljes pérustérfogat
(porozitads) szerepét a meéretkizarasos elvalasz-
tasra. Teljes kizarédasnal a makromolekula min-
den porusbol kizarddik és a mozgdfazissal egyltt
a szemcsék kozotti térfogatban aramlik. Ez lesz a
hasznos ellciés tartomany kezdetét meghatarozé
ellciés id6 vagy térfogat (méretkizarasos kroma-
tografidaban gyakran adjuk meg az ellciét térfogat-
ban). A belsd porozitas pedig meghatarozza azt a
molekulaméretet ami még teljes mértékben bejut
a bels6 porusokba, ez lesz a hasznos ellcids tar-
tomany végpontja. Tehat a hasznos ellcids tarto-
manyt a bels6- (pérustérfogat) és kiils6- (szem-
csék kozotti térfogat) porozitds viszonya hatarozza
meg. Hasonldan a visszatartasos (szorptiv) kroma-
tografidas mdédokhoz, a méretkizarasban is gyakran
hasznaljak a ,retenciés” tényezOt, persze itt mast
értiink rajta. Gyakran k*-gal jel6lik és a kdvetkezd
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formaban irhato fel: k*=(Ve-Vext)/Vext. Konnyen
belathato, hogy k*-nak van egy maximum érteke,
k*max=Vp/Vext. Korszerl kolonnakkal ez a ma-
ximum érték altalaban k*~2 adddik. Annak, hogy
nem visszatartott komponenseket valasztunk el,
egy masik kovetkezménye is van, nevezetesen a
kromatografias cslcs szélesedése. A csucsvarianci-
at meghatarozza a visszatartas. Mivel itt a klasszi-
kus visszatartas (k) zérd, ezért rendkivil keskeny
csucsok varhatdék amelyeket nagyban befolyasol-
hat a készllék oszlopon kiviili térfogataiban lejat-
sz06do zonaszélesedés.

E .- '

1" LA

P -

& T s E - 1y DEISO vagy porus terfogat

| o Y 3 s T

I I'-'l' s 1 - Vi teljes pordzus térfogat = Vo, =V,

[

] 3 ] ] 12
Elucics terfogatiide

2. dbra: Eldciés tartomany értelmezése a méretkizarasos kro-
matografiaban: klilsé és belsé porozitads szerepe

Azt is fontos megemliteni, hogy a toltet atlagos pé-
rusmérete és porusméret eloszlasa pedig megha-
tarozza azt a molekulaméretet (tomeget), amelye-
ket megfeleléen el lehet valasztani. Példaul kisebb
fehérjék (15-80 kDa) elvélasztasara jol bevaltak a
150 - 200 A pérusméret(i toltetek, nagyobb anti-
testek és aggregatumainak (145 - 450 kDa) elva-
lasztésara pedig a 250 - 300 A pérustak.

A hagyomanyos SEC elvalasztasokat nagy térfogatu
kolonnakkal végezziik, melyek leggyakrabban 300
mm hosszUsaguak és 6 - 8 mm atmérdjlek. A nagy
kolonna-térfogatra a mar emlitett okok miatt van
szlikség, nevezetesen, hogy megfelelé pérustérfo-
gat alljon rendelkezésre az elvdlasztashoz. Ennek
megfeleléen a hagyomas SEC mérések analizis ide-
je a 25-50 perces tartomanyba esik. Az elvalasz-
tas gyorsitasanak legegyszerliibb maddja a kolonna
méret csokkentése és/vagy a mozgofazis térfogat-
aramanak novelése. Ezt tobbszor kihasznaltak mar
méretkizarasban, elsésorban szintetikus polimerek
elvdlasztasakor [2,3]. Meg kell jegyezniink, hogy
a kolonnahossz csOkkentéssel ardanyosan csokken
az elérhet6 tanyérszam is. Ezért viszont egyszerre
hatékony és gyors elvalasztast nem tudunk végez-
ni - ha csak a kolonna méretét csokkentjik.

A kinetikai hatékonysag névelésére is szitkség van,
amit példaul a hdmérséklet novelésével lehet elémi.

www.gen-labhu

A megnovelt hémérséklet azért is elényds a mé-
retkizarasos kromatografidban, mert a mozgofazis
viszkozitdsa csOkken, ennek megfeleléen csokken
a nyomasesés is, s a térfogataramlasi sebesség no-
velhetd. Park és kollégdi mutattak be el6szor 110
-C-0s mozgoéfazissal végzett gyors SEC méréseket
[4]. A szemcseméret cstkkentése is jO lehetdsé-
get ad arra, hogy egy rovid kolonnaval is megfeleld
tanyérszamot tudjunk elérni. A hagyomanyos SEC
kolonndk szemcsemérete az 5 - 10 ym-es tarto-
manyba esik. Néhany évvel ezel6tt méretkizaras-
ban is megjelentek az apré szemcsés toltetek, eld-
sz6r 2,5 majd 1,7 um-es szemcseatmérdvel (Waters
BEH), nemsokkal késébb pedig 3 pm-es toéltetek
koévették oket (Phenomenex Yarra). 2016-ban mar
tobb gyartd is kereskedelmi forgalomba bocsatotta
az UHP-SEC kolonnait (Agilent AdvanceBio 3 um,
Tosoh UP-SW3000 2 um és Phenomenex Yarra 1,8
KMm). Ezek az UHP-SEC kolonndak a korabbi 300 mm
X 6 mm helyett mar 150 x 4,6 mm-es dimenzié-
val kerllnek kereskedelmi forgalomba. Ezekkel a
kolonndakkal az analizis id6 5 perc ala is csokkent-
het6 [5,6]. Azt azonban nem szabad elfelejteniink,
hogy kis szemcsés toltetekkel dolgozva, az ar amit
fizetnlink kell az mindig a megndévekedett nyomas.
Ezekkel az UHP-SEC kolonnakkal gyakran dolgo-
zunk 200 bar felett, de akar 500-600 bar nyomason
is. Sajnos ilyen korlilmények kézott a nyomas- és
héérzékeny fehérjék, a fellép6é nyirderék és surlé-
dasbol eredé hdmerséklet-gradiensek miatt bizony
aggregalodhatnak az elvalasztas soran [5]. Ennek
az lesz a kovetkezménye, hogy nem a valds — min-
taban jelenlevé - aggregatum mennyiséget fogjuk
mérni, hanem az altalunk ,mesterségesen” el6alli-
tottat. Ez nem minden fehérjére igaz, de bizonyos
monoklonalis antitest csaladok hajlamosak nyomas
indukalt aggregaciora. A nagy nyomason létrejovo
fehérje asszociacio és aggregacio jol ismert jelen-
ség [7,8,9]. Tehat UHP-SEC kolonnakkal dolgozva
- ha azokat fehérje aggregacié meghatarozasra
alkalmazzuk - mindig érdemes olyan korilménye-
ket valasztani, hogy az oszlopon |étrejové nyomas
ne legyen tul nagy (pl. Ap < 200 bar). A 3. abran
példat mutatunk be monoklonalis antitest kolonnan
létrejové hdmérséklet- (A) és nyomas-indukalt (B)
tartomanyban figyelhetjik meg az aggregatumo-
kat. Gyakran fordul el6 az is, hogy ha ugyanazt a
fehérje mintat megmérjik hagyomanyos (HP-SEC)
és UHP-SEC koéralmények kozott, bizony mas-mas
aggregatum mennyiséget mérunk.

Tovabbi lehet0ség az elvalasztas gyorsitasara, hogy
nem egy, hanem kett6é kolonnan dolgozunk amiket
parhuzamosan lzemeltetlink. Még jobban jarunk,
ha a két kolonndn az injektalasok idejét ,ossze-
fonjuk” (parallel interlaced SEC), nem varjuk meg
amig a szamunkra érdektelen ellciés tartomany
(pl. @ monomer csucsot kdveté tartomany) végig
fut, hanem mar eldtte injektaljuk a kovetkezd min-
tat a masik oszlopra [10]. A 4. abran ilyen ,par-
huzamosan-6sszefont” SEC elvalasztassal kapott
kromatogramokat mutatunk be. Ma mar az ilyen
elvalasztas technikai hattere (szelepek, oszlop val-
tok vezérlése), rutinban is rendelkezésre all.
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3. dbra: H6mérséklet (A) és nyomds (B) okozta oszlopon
1étrejoévé aggregatumok UHP-SEC elvélasztds soran
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4. dbra: ,Parhuzamosan 6sszefont” (parallel interlaced) SEC
elvélasztassal kapott kromatogram

A kis mennyiségben rendelkezésre allé fehérje
mintakbdl tértén6é aggregacié-meghatarozas érzé-
kenységének novelésére a kapillaris kolonnak al-
kalmazasa is jo lehetdség. Ekkor az oszlopon kiviili
térfogatok szerepe jelentds, nagyban ronthatjak az
elvdlasztas hatékonysagat. Feltehetbleg ezért sem
terjedt még el a kapillaris SEC kromatografia. Né-
hany alkalmazast azonban mar kozéltek, amelyek-
b6l emlitésre méltd az antitestek fragmenseinek
elvalasztasa amit 300 mm x 300 um kolonnan vé-
geztek [11,12].

Végll meg kell emlitentink, hogy a gyakorlatban
a SEC kolonnak élettartama elmarad a mas tipusu
(pl. RP, IEX, HIC) kolonnak élettartamatdél. Tovabb
bonyolitja a dolgot, hogy a SEC kolonnak mesz-
sze a legdragabbak az 6sszes mas tipusu kolonna-
hoz képest. A kolonndk élettartamat valészinlileg
a terapias fehérje oldatokban lévé segédanyagok
(poliszorbatok, sék, PEG) is csdkkentik. Erdemes
el6tét kolonnat alkalmazni és rendszeresen mos-
ni, regeneralni az oszlopot. Az irodalomban sza-
mos SEC kolonna tisztitasi protokoll all rendelke-
zéslinkre (pl. 10-20% szerves olddszer adasa a
mozgofazisba ami segithet a megkotédott hidroféb
komponensek eltavolitdsaban, vagy natrium-azid
hozzdadasa ami a bakterialis szennyez6dések elta-
volitdsara alkalmas).
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