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Témavezető: Dr. Horváth Krisztián

Elfogadásra javaslom (igen / nem)
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Dr. Horváth Krisztián

Az értekezést bírálóként elfogadásra javaslom:

Bíráló neve: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . igen /nem

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Bíráló aláírása

Bíráló neve: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . igen /nem

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Bíráló aláírása

A jelölt az értekezés nyilvános vitáján . . . . . . . . . . %-ot ért el.

Veszprém,
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

a Bíráló bizottság elnöke

A doktori (PhD) oklevél minősítése: . . . . . . . . . .
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Kivonat
Álló- és mozgófázisok vizsgálata a monoklonális antitestek kationcsere-kromatográfiájában

A munka célja a monoklonális antitestek analíziséhez gyakran alkalmazott kationcsere-
kromatográfiás (CEX) elválasztási módszerek fejlesztése. Az alternatív pufferrendszerek
kidolgozása mellett a Szerző kitér kereskedelmi forgalomban kapható oszlopok vizsgá-
latára, valamint a különböző álló- és mozgófázisok kombinálásával kapott pH-válasz
tanulmányozására is.

Az "Irodalmi összefoglaló" a monoklonális antitestek (mAb-ok) szerkezeti tulajdonsá-
gain keresztül mutatja be az igényt az átfogó analitikai eszköztár kidolgozására. Ismerteti
az egyik legelterjedtebb módszer, a kromatográfia alapfogalmait, valamint a típusait a
mab-ok elválasztása szempontjából. Kitér a tömegspektrometriás detektálással való kom-
patibilitási nehézségekre és az alkalmazott megoldásokra. Az "Eszközök és anyagok"
fejezet a kísérletekhez használt anyagokat, berendezéseket és szoftvereket foglalja össze.

A Szerző a kereskedelmi forgalomban kapható pH-gradiens pufferrendszerek alter-
natívájaként kétkomponensű eluens rendszereket dolgoz ki mAb-ok elválasztására. A
2-(N-morfolino)-etánszulfonsavat (MES) és 1,3-diamino-2-propanolt (DAP), valamint a
citromsavat, 2-ciklohexilamino-etánszulfonsavat (CHES) és nátrium-hidroxidot (NaOH)
tartalmazó mozgófázisokkal megfelelő csúcsalak és szelektivitás érhető el. A sókoncentrá-
ció (cS), a gradiens idő (tG) és hőmérséklet optimalizálásával meghatározhatók a legjobb
elválasztási körülmények emésztett daratumumab és cetuximab alegységek elválasztásá-
hoz.

A tömegspektrometriás detektálás feltétele, hogy az alkalmazott pufferkomponensek
megfelelő illékonysággal rendelkezzenek. A Szerző ammónium-acetát és ammónium-
karbonát alapú mozgófázist fejleszt ki mAb-ok CEX-MS analíziséhez és vizsgálja a két
összetevő koncentrációjának szelektivitásra gyakorolt hatását. A legjobb elválasztás 50 mM
ammónium-acetát és 50 mM ammónium-karbonát tartalom esetében érhető el.

A Szerző vizsgálja a kereskedelmi forgalomban kapható legújabb kationcserélő osz-
lopokat a visszatartás, hatékonyság, valamint az elúciós pH és a mAb-ok izoelektromos
pontja (pI) közötti korreláció tekintetében. Gyors elválasztást dolgoz ki töltésvariánsok
meghatározására 50×2 mm-es gyenge kationcserélő oszlopon. Ezzel a módszerrel intakt
és részlegesen emésztett antitestek 4-6 perc alatt analizálhatók.

A hatékony pH-gradiens elválasztás feltétele a közel lineáris pH-válasz, ezért a Szerző
vizsgálja a különböző oszlopokon, különböző pufferrendszerekkel kialakuló pH-válasz
függvényeket. A legtöbb kombinációban meredek emelkedő szakaszok és töréspon-
tok figyelhetők meg, amik nem megfelelő szelektivitást eredményeznek. A citrom-
sav/CHES+NaOH rendszer esetében sor kerül a különböző gradiens idők, a lépcsőzetes
gradiens program és az alkalmazott NaOH kálium-hidroxidra történő cserélésével kapott
pH-válaszok vizsgálatára.



Abstract
Study of mobile and stationary phases for cation-exchange chromatography of monoc-
lonal antibodies

The aim of the work is to improve the cation-exchange chromatographic (CEX) met-
hods for the separation of monoclonal antibodies (mAbs). Beside the development of
alternative mobile phases, the commercially available new stationary phases and the pH-
response generated on the columns were also studied.

The "Literature review" focuses on the correlation of the mAb structure and the need
of the proper analyitical tools. The basic concepts and methods of the chromatography
are described in terms of the mAb separation. The difficulity of coupling CEX with mass
spectrometric detection (MS) is covered, and the applied MS-compatible solutions are coll-
ected. The materials, methods, devices and softwares can be found in the "Experimental"
section.

Alternative binary mobile phase systems were studied for the separation of mAbs.
The eluents containing 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES) and 1,3-diamino-
2-propanol (DAP), or citric acid, 2-(cyclohexylamino)ethanesulfonic acid (CHES) and
sodium-hydroxide (NaOH) can provide proper peak shape and selectivity. Optimizing the
salt concentration (cs), gradient time (tG) and temperature the separation parameters of
digested daratumumab and cetuximab subunits can be determined.

The mass spectrometric detection requires volatile buffer compounds. Ammonium
acetate and ammonium carbonate-based mobile phases were studied for separation of
mAbs and the concentration of the components in eluent B were optimized in order to
enhance the selecivity. The best separation can be achieved applying 50 mM ammonium
acetate and 50 mM ammonium carbonate.

The state of the art stationary phases were systematically studied in terms of retentivity,
effectivity, and the correlation between the elution pH and the isoelectric point (pI) of
mAbs. Fast separation method was developed for separation of charge variants on a
50× 2 mm weak CEX column. Using this method intact and partially digested antibodies
can be analysed in 4-6 minutes.

The condition of the pH-gradient separation is the nearly linear pH-response in the
function of the eluent composition. The pH-response was studied on different columns
using different mobile phases. In most cases "S"-shaped responses, breaking points and
steep ramps can be observed. In these steep ranges mAbs can not be separated with proper
selectivity. The pH-response of the citric acid/CHES+NaOH system was studied applying
different gradient times, step-wise gradient and potassium hydroxide instead of NaOH.



Abstract

Studio di fasi mobili e stazionarie per cromatografia a scambio cationico di anticorpi
monoclonali Lo scopo del lavoro è migliorare i metodi cromatografici a scambio cationico
(CEX) per la separazioni di anticorpi monolocali (mAbs). Oltre allo sviluppo di fasi mobili
alternative, sono state studiate anche le nuove fasi stazionarie disponibili in commercio e la
risposta del pH generata sulle colonne. La "Revisione della letteratura" si concentra sulla
correlazione tra la struttura del mAb e la necessità di strumenti analitici adeguati. I concetti
e i metodi di base della cromatografia sono descritti in termini di separazione di mAb.
Viene trattata la difficoltà di accoppiare CEX con il rilevamento spettrometrico di massa
(MS) e vengono raccolte le soluzioni compatibili con MS applicate. I materiali, i metodi, i
dispositivi e i software sono disponibili nella sezione "Sperimentale". Sono stati studiati
sistemi binari di fase mobile alternativi per la separazione di mAb. Gli eluenti contenenti
acido 2-(N-morfolino)etansolfonico (MES) e 1,3-diammino-2-propanolo (DAP), o acido
citrico, acido 2-(cicloesilammino)etansolfonico (CHES) e idrossido di sodio (NaOH) può
garantire una forma del picco e una selettività adeguate. Ottimizzando la concentrazione
di sale (cs), il tempo di gradiente (tG) e la temperatura è possibile determinare i parametri
di separazione delle subunità di daratumumab e cetuximab digerite. Il rilevamento spett-
rometrico di massa richiede composti tampone volatili. Sono state studiate fasi mobili
a base di acetato di ammonio e carbonato di ammonio per la separazione di mAbs e
la concentrazione dei componenti nell’eluente B è stata ottimizzata per aumentarne la
selettività. La migliore separazione può essere ottenuta applicando acetato di ammonio 50
mM e carbonato di ammonio 50 mM. Le fasi stazionarie modernissime sono state studiate
sistematicamente in termini di ritenzione, efficacia e correlazione tra il pH di eluizione e
il punto isoelettrico (pI) di mAbs. Il metodo di separazione rapida è stato sviluppato per
la separazione delle varianti di carica su una colonna CEX debole di 50×2 mm. Usando
questo metodo gli anticorpi intatti e parzialmente digeriti possono essere analizzati in 4-6
minuti. La condizione della separazione del gradiente di pH è la risposta del pH quasi
lineare in funzione della composizione dell’eluente. La risposta del pH è stata studiata su
diverse colonne utilizzando diverse fasi mobili. Nella maggior parte dei casi si possono
osservare risposte a forma di "S", punti di rottura e rampe ripide. In questi intervalli ripidi
gli mAbs non possono essere separati con la selettività adeguata. La risposta del pH del
sistema acido citrico/CHES+NaOH è stata studiata applicando diversi tempi di gradiente,
gradiente graduale e idrossido di potassio invece di NaOH.
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3.4. Az oszlopokon kialakuló pH-válasz vizsgálata . . . . . . . . . . . . . . . 68
3.4.1. A pH-eltolódás természetének vizsgálata . . . . . . . . . . . . . 70
3.4.2. A pH-eltolódás kromatográfiás szelektivitásra gyakorolt hatása . . 73

4. Összefoglalás 75

Irodalomjegyzék 89

Tézispontok I

Theses II
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BEVEZETÉS ÉS CÉLKITŰZÉS 1

Bevezetés és célkitűzés

A terápiás fehérjék gyógyászatban történő alkalmazása egyre nagyobb teret hódít,
hiszen közvetlenül vagy közvetve a citotoxikus kismolekulák célba juttatásával a probléma
helyén tudják kifejteni hatásukat. Az antitest terápia hatékonyabb és kevesebb mellékha-
tással jár, mint a kemoterápia vagy a sugárkezelés. A laboratóriumban előállított antitestek
különböző módosulásai a hatékonyság romlását okozzák, ezért nagy hangsúlyt fektetnek
az analitikai módszerek fejlesztésére. Az egyik legelterjedtebb eljárás a nagyhatékonyságú
folyadékkromatográfia (HPLC), amelynek története az 1940-es években a megoszlásos- és
rétegkromatográfiával kezdődött, majd az 1970-es években Horváth Csabának köszönhető-
en hozott áttörést az elválasztástechnikában. Az elválasztás mechanizmusának megfelelően
különböző technikák alakultak ki, köztük a fehérjéket töltésvariánsaik szerint elválasztó
kationcsere-kromatográfia.

Az ioncsere-kromatográfia a Pannon Egyetem Analitikai kémia kutatócsoportjában
nagy múltra tekint vissza. 1970-es évektől Dr. Inczédy János az Analitikai Kémia Tanszék
vezetőjeként nemzetközileg elismert eredményeket ért el a kromatográfia és az ioncsere
területén, de a tudományos életben ma is aktívan szerepet játszó Dr. Hajós Péter nevéhez
is számos közlemény fűződik ezen a területen. A disszertáció témája illeszkedik a kutató-
csoport munkájához, terápiás fehérjéket bevonva a kationcsere-kromatográfiás mérésekbe.

A kationcsere-kromatográfia előnye a többi kromatográfiás eljárással szemben, hogy
nem-denaturáló körülményeket alkalmazva a molekulák megőrzik természetes (intakt)
formájukat az analízis során. Munkám célja olyan új, egyszerű és olcsó kationcsere-
kromatográfiás pufferrendszerek kidolgozása, amik lehetőséget nyújtanak szimultán pH- és
sógradiens létrehozására, valamint összemérhető szelektivitást biztosítanak a gyakran hasz-
nált, kereskedelmi forgalomban kapható kationcserés mozgófázisokkal. A hagyományosan
használt pufferkomponensek mellett szükségesnek tartottam olyan eluens rendszerek ki-
dolgozását, amik lehetőséget adnak a tömegspektrometriás detektálásra is. A mozgófázis
mellett az elválasztásokat jelentősen befolyásolja az állófázis, amelynek számos tulajdon-
sága (funkciós csoportok minősége, felületi borítottság, szemcseméret, porozitás, stb.)
képezheti a fejlesztések tárgyát. Célul tűztem ki az újonnan forgalomba kerülő kationcseré-
lő oszlopok szisztematikus vizsgálatát monoklonális antitestek (mAb-ok) elválasztásának
szempontjából a retenciós tulajdonságok és a szelektivitás tekintetében.

Az ioncsere folyamatokban a mozgófázis ionjai és a töltéssel rendelkező minta ionok
versengenek az állófázis funkciós csoportjaiért. A nagy számú, különböző protonálódási
állandóval rendelkező komponensek szerepet játszanak az ioncsere egyensúly kialakításá-
ban, így a különböző eluens rendszerek az egyes oszlopokon eltérő pH-választ generálnak.
A fehérjék elválasztása szempontjából az oszlopon kialakuló pH kiemelt jelentőséggel
bír, ezért a megfelelő módszer kidolgozása érdekében a különböző álló- és mozgófázisok
együttes vizsgálatát is fontosnak tartottam.
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1. Irodalmi összefoglaló

1.1. A terápiás fehérjék felépítése és működése

Az antitestek (ellenanyagok) a természetes immunválasz részeként az emberi szerve-
zetbe kerülő idegen anyagok (antigének) hatására termelődnek. A monoklonális antitestek
jellemzője, hogy felismerik ezeket az anyagokat vagy akár a daganatos sejtek felületén
levő meghatározott sejtfelszíni fehérjét (epitópot), kötődnek hozzá, amivel a sejt közvetlen
vagy közvetett halálát okozzák. A laboratóriumban előállított mAb-ok a terápiás fehérjék
csoportjába tartozó készítmények, amelyek hatékonysága számos területen bizonyított:
alkalmazhatók fertőző betegségek kezelésére, valamint onkológiai és immunológiai esetek
gyógyítására [1, 2]. Szerkezetük alapján Y-alakú nagymolekuláknak (∼ 150 kDa) tekinthe-
tő immunglobulinok, két nehéz és két könnyű láncukat meghatározott aminosav szekvencia
jellemzi. Az egyes láncok diszulfid hidakkal, valamint elektrosztatikus és H-híd kölcsön-
hatásokkal kapcsolódnak egymáshoz. A láncok egyik vége az állandó doménben, a másik
vége az antigénkötő epitópokat tartalmazó változó doménben zárul. A mAb molekulák
funkciójukat tekintve két részre bonthatók: antigén-kötő fragmens (F(ab′)2, ami két Fab
egységből áll, N-terminális) és kristályosítható fragmens (Fc, C-terminális). Az F(ab′)2 a
változó doméneket foglalja magába és az antitest sejthez való kötődését biztosítja, míg az
Fc a különböző hatással bíró, ún. effektor komponenseket hordozza [3].

1. ábra. A monoklonális antitestek szerkezete.

Kung és mtsai 1979-ben fedezték fel az első mAb-okat (Orthoclone OKT1, OKT3 és
OKT4), de az OKT3 első klinikai felhasználására Muromonab-CD3 néven csak 1986-ban
került sor veseátültetést követő kilökődés megelőzésére [4]. Az Élelmiszer- és Gyógy-
szerfelügyelet (Food and Drug Administration, FDA) és az Európai Gyógyszerügynökség
(European Medicines Agency, EMA) által engedélyezett hatóanyagok száma az 1900-as
évek végén kezdett emelkedni (2. ábra). Jelenleg az EMA és az FDA által jóváhagyott
készítmények száma 79, illetve 91, valamint további 11, illetve 15 termék áll felülvizsgálat
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alatt [5]. Az engedélyezési eljárás részeként megfogalmazzák a mAb-ok előállítására és
klinikai tesztelésére vonatkozó általános irányelveket, valamint a tisztítást követő karak-
terizálás módszereit. A dokumentáció a terápiás gyógyszerkészítmények analitikájára
SDS-poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE), izoelektromos fókuszálást (IEF), nagy-
hatékonyságú folyadékkromatográfiát, tömegspektrometriát (MS), illetve egyéb fizikai,
kémiai módszereket ír elő [6].

2. ábra. Az Európai Gyógyszerügynökség (EMA) és az Élelmiszer- és Gyógyszerfelügye-
let (FDA) által engedélyezett mAb készítmények száma (2020. augusztus 17.
állapot) [5].

A mAb-ok előállítása és poszttranszlációs módosulása (pl. oxidáció, deamidáció,
glikoziláció, fragmentáció) során keletkező variánsok különböző biológiai aktivitással,
hatékonysággal, esetleg toxicitással rendelkeznek. A kémiai módosulások közül a sziali-
láció és a deamidáció a savas karakterű variánsok arányának növekedését okozza, míg a
C-terminális lizineken történő változás 1 vagy 2 pozitív töltés kialakulásával, így bázikus
karakterű variánsok keletkezésével jár. A fehérjék glikozilációja a szénhidrátmolekulák
kovalens kötését jelenti és hatással van a készítmények stabilitására és a megfelelő hatásuk
kifejtésére. A glikoziláció mértéke, mint kritikus minőségi paraméter (Critical Quality Att-
ribute, CQA), meghatározott határértékkel, tartománnyal vagy eloszlással rendelkezik [7].
A mAb-ok töltésváltozással járó módosulásait az 1. táblázat tartalmazza [8].

Mivel a mAb-ok heterogén és dinamikus rendszereknek tekinthetők, karakterizálásuk
komplex folyamat és számos analitikai módszert igényel [9–15]. Ezen kívül az originális és
bioszimiláris minták összehasonlítása, illetve stabilitási vizsgálatok elvégzése szempontjá-
ból is szükség van a megfelelő analitikai eszköztárra. A teljes karakterizálási folyamatban a
fehérjék intakt formában történő analízise (Top Down analízis) mellett gyakran vizsgálják a
mAb-ok különböző bontási módszerekkel kapott fragmenseit (Bottom Up módszerek) [16].
Redukálás során (leggyakrabban ditiotritollal (DTT)) a diszulfid hidak bontásával kapjuk a
könnyű és a nehéz láncot (LC és HC), míg enzimes emésztéssel (pepszin, papain, vagy
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1. táblázat. A monoklonális antitestek töltésvariánsok képződésével járó kémiai módosu-
lásai [8].

Módosulás Hatás Keletkező variáns
Szialiláció COOH addíció savas

Deamidáció COOH keletkezés savas
C-terminális lizin hasadás NH2 vesztés savas

Addukt képződés
COOH keletkezés

savas
vagy NH2 vesztés

Szukcinimid képződés COOH vesztés bázikus
Metionin, cisztein, lizin,

konformációs változás bázikus
hisztidin, triptofán oxidációja

Aszialiláció COOH vesztés bázikus
C-terminális lizin NH2 képződés

bázikus
és glicin amidáció vagy COOH vesztés

IdeS) a nehéz lánc ún. kapocs régiójában történik változás. Pepszinnel vagy IdeS enzimmel
történő emésztéskor a molekula két részre, F(ab′)2 (∼ 100 kDa) antigénkötő egységre és
Fc kristályosítható fragmensre bomlik, papainnal emésztve az Fc mellett két Fab egység
(∼ 50-50 kDa) keletkezik. Az emésztésnek ezt a három módszerét limitált proteolízisnek
vagy részleges emésztésnek is nevezik. A fehérjék redukálási és emésztési útvonalait,
valamint a keletkező fragmenseket a 3. ábra szemlélteti.

3. ábra. Az antitestek redukálással és emésztéssel keletkező fragmensei.

A mAb-ok mellett széleskörűen vizsgált gyógyszerkészítménynek tekinthetők az
antitest-gyógyszer konjugátumok (Antibody-Drug Conjugate, ADC) és a bispecifikus
antitestek. Az ADC-k egy antitestből és egy linkeren keresztül hozzájuk kapcsolódó
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gyógyszermolekulából (általában valamilyen citotoxin) állnak [17]. Legelterjedtebb al-
kalmazási területük a daganatos megbetegedések kezelése, mivel a mAb képes felismerni
a rákos sejteket és a citotoxin célba juttatásával a sejt elhalását okozza [18, 19]. A bispe-
cifikus antitestek olyan fehérjék, amelyek két különböző immunglobulin Fab alegységét
tartalmazzák. Ez egyrészt kialakítható két immunglobulin protolízisével (peptidkötés
hasítása) szabaddá váló két Fab alegység kémiai keresztkötésével. Az így létrejövő antitest
egyik fele tumorspecifikus, a másik fele pedig az effektor molekulát hordozza. Egy másik
módszerrel adott immunglobulin egyik Fab szakasza kicserélhető egy másik fehérje Fab
fragmensével. Az így kialakított antitest háromfunkciósnak tekinthető, hiszen a két külön-
böző Fab fragmens mellett az Fc is alkalmas effektor molekula hordozására [20].

A terápiás fehérjék szerkezetének meghatározásához és viselkedésük megértéséhez
több folyadékkromatográfiás lehetőség áll rendelkezésre:

• fordított fázisú kromatográfia (RPLC)

• méretkizárásos kromatográfia (SEC)

• hidrofób kölcsönhatású kromatográfia (HIC)

• hidrofil kölcsönhatású kromatográfia (HILIC)

• ioncsere kromatográfia (IEX)

A töltésvariánsok elválasztására az IEX módszerek mellett rendelkezésre állnak elekt-
roforetikus technikák, például a kapilláris elektroforézis (Capillary Elecrophoresis, CZE)
és a kapilláris izoelektromos fókuszálás (Capillary Isoelectric Focusing, cIEF) [21, 22].

1.2. Kromatográfiás alapfogalmak

A kromatográfiás elválasztások során a mintakomponensek különböző fizikai és ké-
miai tulajdonságaik miatt eltérő sebességgel vándorolnak az oszlopon, majd különböző
időpontokban elhagyják azt. A komponensek oszlopon töltött idejét retenciós időnek (tR)
nevezzük. Az oszlopon nem megkötődő komponens retenciós idejét a holtidő (t0), az
eluálásához szükséges mozgófázis térfogatot a holttérfogat (V0) jellemzi. Ha a komponen-
sek vándorlási sebessége az elúció során nem változik, akkor adott komponens retenciós
tényezője (k) a retenciós idő és a holtidő ismeretében az alábbi képletből számítható:

k =
tR− t0

t0
(1)
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4. ábra. Csúcsátlapolások RS = 0,5;1,0 és 1,5 felbontás esetén.

A komponensek megoszlási hányadosa (K) az álló- és a mozgófázisbeli koncentrációjuk
arányaként fejezhető ki:

K =
cS

cM
(2)

ahol cS az állófázisbeli egyensúlyi koncentráció, cM a mozgófázisbeli egyensúlyi koncent-
ráció.

A holtidő (t0), a térfogatáram (F) és az oszlop hosszának (L) és átmérőjének (dc)
ismeretében kiszámítható a mozgófázis lineáris sebessége (u0) és az oszlop porozitása, ami
a mozgófázis teljes térkitöltési tényezőjeként is értelmezhető (εT ) az alábbi egyenletek
alapján:

u0 =
L
t0

(3)

εT =
4Ft0
d2

c πL
(4)

Két komponens elválaszthatóságának termodinamikai lehetőségét az elválasztási vagy
szelektivitási tényező értéke mutatja meg:

α =
kB

kA
=

KB

KA
=

tR,B− t0
tR,A− t0

(5)

ahol B az erősebben, A a gyengébben kötődő komponenst jelöli. Akkor valósul meg
elválasztás, ha α > 1 értékű.

Két, egymás után eluálódó A és B csúcs elválasztását a felbontással (Rs) jellemezzük,
ami az elválasztás hatékonyságának jellemzésére használt paraméter:

Rs =
tR,B− tR,A

1
2(WB +WA)

(6)

ahol WA és WB az A és a B komponens alapvonalon mért csúcsszélessége. A felbontás
akkor tekinthető megfelelőnek, ha meghaladja az RS ≥ 1,5 értéket (4. ábra).
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A kromatográfiás elválasztás hatékonysága az elméleti tányérmagassággal is megad-
ható, ami az oszlophossz (L) és az elméleti tányérszám (N), valamint a sávszélesség (σz)
ismeretében kifejezhető:

H =
L
N

=
σ2

z

L
(7)

Az elméleti tányérszám meghatározható a kromatográfiás csúcsok retenciós ideje és
félértékszélessége segítségével, ha a komponensek vándorlási sebessége nem változik az
elúció során:

N =
t2
R

σ2
t
≈ 16

( tR
W

)2
≈ 5,55

(
tR

W0,5

)2

(8)

ahol a σt az időben kifejezett varianca, amit nehézkes meghatározása miatt gyakrabban a
kromatográfiás csúcs alapvonali szélességéből fejeznek ki (σt =W/4).

A sávok szélesedésének leírása van Deemter nevéhez fűződik [23]. Az oszlopra
injektált keskeny mintasáv az oszlopban történő vándorlása során Gauss-jellegű csúcs
formájában jelenik meg a kromatogramon. A sáv szélesedésében a longitudinális és
örvénydiffúzió, az anyagátadási gátlás, valamint oszlopon kívüli hatások (pl. készülék
vezetékeinek térfogata, detektorcella térfogat) játszanak szerepet, amiket az 5. ábra szem-
léltet.

5. ábra. A kromatográfiás sáv szélesedéséhez hozzájáruló kinetikai tényezők: örvénydif-
fúzió (A), longitudinális diffúzió (B), anyagátadási gátlás (C).

A mozgófázis sebességének növelésével az anyagátadási gátlás hatása felerősödik, így
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szélesebb sávok kialakulása figyelhető meg. A sávszélesítő tényezőket a van Deemter
egyenlet foglalja magába, ami az elválasztási hatékonyságot az elméleti tányérmagassággal
(Height Equivalent to a Theoretical Plate, HETP) fejezi ki az eluens lineáris áramlási
sebességének (u0) függvényében ((9) egyenlet). Az áramlási sebesség függvényében
kísérleti úton meghatározott tányérmagasság ábrázolásából az optimális áramlási sebesség
meghatározható.

HET P = A+
B
u
+Cu (9)

A van Deemter egyenlet A tagja az örvénydiffúziót fejezi ki, ami a töltött oszlop szem-
cséi között áthaladás során megtett úthosszkülönbségekből adódik és az A= 2λdp képlettel
írható le, ahol λ az oszloptöltetből eredő geometriai állandó és dp a töltet szemcsemére-
te. A B/u tag a szemcsék közötti axiális diszperziót (longitudinális diffúzió) jellemzi és
B = 2γDm, ahol γ a szemcsék közötti tér kanyargósságára utaló obstrukciós (labirintus)
faktor és Dm a mintakomponensek diffúziós állandója.

Az állófázis szemcséinek pórusait kitöltő eluens nem áramlik, azonban a komponensek
számára diffúzió révén hozzáférhető. Minél több időt töltenek el a molekulák a pórusokban,
annál szélesebb sávban fognak továbbhaladni. A van Deemter egyenlet Cu tagja a külső
anyagátadási gátlást, a pórusdiffúziót és az adszorpciót-deszorpciót fogalja magába [23].

A (9) egyenletből következik, hogy kis áramlási sebességeknél a longitudinális diffúzió
(B/u), nagyobb sebességeknél az anyagátadási gátlás (Cu) dominál a sávok szélesítésében.
A lineáris áramlási sebesség figyelembe veszi a mozgófázis térfogatáramát (F), az oszlop
porozitását (εT ) és az oszlop átmérőjét (dc):

u =
4F

εT πd2
c

(10)

A (9) egyenlet felírható olyan formában is, hogy az egyes paraméterek analitikai
körülményektől való függése elhanyagolható legyen:

h = a+
b
ν
+ cν (11)

ahol h a redukált elméleti tányérmagasság és ν a redukált lineáris áramlási sebesség, amiket
az alábbi egyenletek fejeznek ki:

h =
H
dp

(12)

ν =
udp

Dm
(13)

A redukált tányérmagasság ((12) egyenlet) és a redukált lineáris áramlási sebesség
(13) összefüggését a 6. ábra szemlélteti. Az ábra tartalmazza a redukált lineáris áramlási
sebességeknek megfelelő u-tartományokat jelölő tengelyeket kismolekula (benzol, DM =

1,02 ·10−5 cm2/perc) és nagymolekula (humán IgG, DM = 4,4 ·10−7 cm2/perc) esetében.
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6. ábra. A redukált tányérmagasság függése a redukált lineáris áramlási sebességtől kis-
molekulák és nagymolekulák esetében.

A 6. ábra tanulsága, hogy a kromatográfiás elválasztások során alkalmazott mozgófázis
áramlási sebességnek (0,5-1 mL/perc) megfelelő lineáris áramlási sebesség értékeknél
(L=10 cm hosszú, d=0,3 cm átmérőjű, dp= 5 µm szemcseméretű oszlopon 12-25 cm/perc)
a kismolekulák esetében jobb hatékonyságú elválasztás érhető el (3 ≤ h ≤ 4,5), míg
nagymolekulákra 20≤ h≤ 30. A nem porózus szemcsék alkalmazásával a szemcséken
belüli diffúzió és anyagátadási gátlás elhanyagolható. Ebből adódóan a csúcsszélességre a
szemcseméret nincs direkt hatással (legfeljebb a töltés minőségéből és a külső porozitásból
adódóan), de a másodlagos kölcsönhatások csúcsalakra gyakorolt hatásával számolni kell.

Egy másik hatékonysági mérőszámnak tekinthető a csúcskapacitás (nc), ami a teljes
analízisidő alatt Rs = 1 felbontással megkülönböztethető csúcsok számát jelöli, és a gradi-
ens idő (tG), a holtidő (t0) és a csúcsszélesség (W ) ismeretében a következő összefüggés
szerint számítható ki:

nc = 1+
tG− t0

W
(14)
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1.3. A fehérjék analízisére leggyakrabban alkalmazott kromatográfiás
módszerek bemutatása

A fehérjék elválasztása során az elválasztás alapját jelentő tulajdonság szerint különbö-
ző kromatográfiás módszerek állnak rendelkezésünkre. Ilyen tulajdonság lehet a különböző
polaritás, molekulaméret és felületi töltés.

1.3.1. Fordított fázisú folyadékkromatográfia

A fordított fázisú kromatográfia a mintakomponenseket polaritásuk (hidrofóbicitásuk)
alapján választja el. A vízből és szerves oldószerből (általában metanol vagy acetonitril
(ACN)) álló mozgófázis rendszer alkalmas gradiens képzésére, valamint tömegspektromet-
riás detektálás alkalmazására. Ennél a technikánál hátrányt jelent a gyorsabb anyagátadás
érdekében, valamint a másodlagos kölcsönhatások csökkentése miatt szükséges magas
hőmérséklet és a savas körülmények, ami a fehérjék denaturációját okozhatja [24]. Az
eluensekhez ionpárképzőt (trifluor-ecetsav (TFA), hangyasav (FA), ecetsav, stb.) kis
mennyiségben (0,2-0,25 %) adva a másodlagos kölcsönhatások és sávszélesedés kiküszö-
bölhető, így a csúcsalak javítható [25].

Az RPLC körülmények között lejátszódó retenciós mechanizmus leírására három
elmélet terjedt el. Az egyik a Horváth Csaba és mtsai által 1980-ban leírt szolvofób elmélet,
ami a mintakomponensek és az állófázis közti hidrofób kölcsönhatásokon alapul, és a
víz, mint retenciót szabályozó komponens szerepét magyarázza [26–28]. A másik elmélet
Martire és Boehm (1983) nevéhez fűződik, és figyelembe veszi a mozgófázis szerkezetét,
a mintakomponensek természetét és a hőmérsékletet egyaránt [29]. Néhány évvel később
Dill megalkotta a partícionálási elméletet, miszerint a molekulák mozgófázisból állófázisba
való átjutását három tényező befolyásolja: a mintakomponensek keverékének entrópiája,
a funkciós csoportot tartalmazó láncok konfigurációs entrópiája, valamint az oldószer,
az állófázis láncai és a mintakomponensek között fellépő kölcsönhatások. A modell azt
feltételezi, hogy a mintakomponensek a láncok közé ágyazódnak be, és nem azok felületén
adszorbeálódnak [30].

A hagyományos RPLC állófázis apoláris szénlánccal (C4-C18) borított szilika szem-
csékből áll, amik a monoklonális antitestek nem poláris aminosav csoportjaival tudnak
kölcsönhatásba lépni. A szerkezetüket tekintve találhatók teljesen porózus szemcséket
tartalmazó oszlopok, de a nagymolekulák lassú diffúziója miatt előnyösebbek a nem
teljesen porózus töltetek, amikben a diffúziós út lerövidül és gyorsabb az anyagátadás
(kisebb C konstans). Ezeket a héjszerkezetű tölteteket (Superficially Porous Particles,
SPPs) számos kutatócsoport tanulmányozta [31–34]. Az állófázisok szempontjából a
szemcsék szerkezete mellett a másik fontos tényező a pórusok átmérője. Kis molekulák
elválasztása gyorsan és hatékonyan megvalósítható kis pórusméretű tölteteken (∼ 90 Å), de
a nagy molekulatömegű és nagy hidrodinamikai átmérőjű fehérjékhez nagy pórusátmérőjű



A FEHÉRJÉK ANALÍZISÉRE LEGGYAKRABBAN ALKALMAZOTT KROMATOGRÁFIÁS

MÓDSZEREK BEMUTATÁSA 11

töltetek (>200 Å) szükségesek.

Az oszloptöltetek külön csoportját alkotják a monolit töltetek, amiket 1989 óta al-
kalmaznak HPLC elválasztásokhoz [35]. Ezek egy porózus anyagból (polimetakrilát,
polisztirol-divinilbenzol vagy szilika alapú) képzett tömbből állnak, és jó áteresztőké-
pességgel és hatékonysággal rendelkeznek a makromolekulák elválasztásához [36–38].
Az első szilikagél monolit oszlopokat 2000-ben a Merck és a Phenomenex bocsátotta
a piacra Chromolith, illetve Onyx néven. Ezek szerkezetüket tekintve 2 µm átmérőjű
makropórusokat és 13 nm (130 Å) átmérőjű mezopórusokat tartalmaznak [39].

Fordított fázisú kromatográfiában általában 70-90 °C hőmérsékletre fűtik fel az oszlo-
pot a fehérjék jobb visszanyerése céljából, azonban ez a fehérjék denaturációját okozza
(különösen hosszú analízisidő esetén) [40–42]. A molekulák retenciójának és a hőmérsék-
letnek a kapcsolatát a van’t Hoff egyenlet írja le:

lnk =−∆H◦

RT
+

∆S◦

R
+ lnϕ (15)

ahol k a retenciós tényező, ∆H◦ és ∆S◦ a komponens mozgófázisból állófázisra történő
átjutása során fellépő entalpia-, illetve entrópiaváltozás, R az egyetemes gázállandó, T az
abszolút hőmérséklet és ϕ az oszlopban levő álló- és mozgófázis térfogataránya.

Alacsony hőmérsékleten a fehérjék roncsolása elkerülhető, azonban a megfelelő elvá-
lasztáshoz és visszanyeréshez szükséges hőmérsékletet több kutatócsoport is tanulmányoz-
ta [41, 43, 44]. Fekete és mtsai négy, nagy pórusméretű oszlopon (BEH300 C4, BEH300
C18, Aeris WP C4, Aeris WP C18) vizsgálták a hőmérséklet hatását három intakt és
emésztett monoklonális antitest visszanyerésére. Azt tapasztalták, hogy a hőmérsékletet
40 °C-ról 80 °C-ra emelve a monoklonális antitestek visszanyerése jelentősen megnövek-
szik az adszorpció/deszorpció sebességének növekedése következtében [40].

Navas és mtsai az International Conference on Harmonization (ICH) irányelveknek
megfelelő RPLC módszert dolgoztak ki intakt rituximab meghatározására. Az analízist
70 °C-on végezve a módszer alkalmas stabilitás tesztek elvégzésre a minőségi ellenőrzés
során, valamint a hosszútávú stabilitási vizsgálatokhoz [45]. Hasonlóan enyhe körülmé-
nyeket dolgozott ki Bobály és mtsai monoklonális antitestek RPLC analíziséhez nagy
pórusméretű és fenil-borítottságú héjszerkezetű tölteten. A hőmérsékletet intakt mAb-ok
esetében 75, alegységek esetében 65 °C-ra csökkentve > 90 % visszanyerés érhető el [46].

A fordított fázisú kromatográfiás körülmények és az alkalmazott illékony komponense-
ket tartalmazó mozgófázis lehetővé teszik a direkt RPLC-MS csatolást, ami előnyt jelent
más elválasztási technikákkal (pl. méretkizárásos vagy ioncsere-kromatográfia) szemben.

1.3.2. Méretkizárásos kromatográfia

Az irreverzibilisen aggregálódott és reverzibilisen összekapcsolódott fehérjék hatással
vannak az őket tartalmazó gyógyszerkészítmények hatékonyságára és biztonságosságára.
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Az aggregátumok jelenléte kritikus minőségi tulajdonság, ezért ellenőrzésük kötelező [47].
A méretkizárásos (vagy gélfiltrációs) kromatográfia a monoklonális antitesteket, aggregátu-
maikat és fragmentumaikat hidrodinamikai átmérőjük alapján elválasztó, nem denaturáló
módszer. Az alkalmazott enyhe körülmények (pl. szobahőmérséklet, víz alapú mozgófázis,
semleges pH, alacsony nyomás) és a szükséges adalékok (NaCl, KCl) lehetővé teszik
a mAb-ok intakt formában történő analízisét. A méretkizáráson alapuló elválasztáshoz
használt oszlopok jól kontrollált méretű pórusokkal és pórusméret eloszlással rendelkeznek.
Ideális esetben az elválasztandó komponensek nem lépnek kölcsönhatásba az állófázissal,
a gyakorlatban azonban számolni kell hidrofób, ioncserés vagy ionkizárásos kölcsönhatá-
sokkal. A módszer alkalmazható gyógyszeripari kutatásokban rutin és validált mérésekhez
egyaránt [48]. A dimerek, trimerek és egyéb aggregátumok vizsgálatát több komponens
esetében elvégezték már (pl. inzulin [49, 50], rekombináns humán növekedési hormon
(rHGH) [51], mAb [52, 53]).

A SEC mozgófázis fiziológiás tulajdonságai nem denaturáló körülményeket biztosí-
tanak: pH∼7 pufferoldat kis mennyiségű sóval (pl. 100 mM foszfát vagy NaCl). Az
esetleges elektrosztatikus kölcsönhatások kiküszöbölése érdekében az ionerősség vagy
a sókoncentráció növelhető. Kopaciewicz és mtsai a 0,005-0,025 tartományba eső ion-
erősség esetén az elektrosztatikus kölcsönhatást elhanyagolhatónak találták, ennél kisebb
ionerősség esetén azonban számolni kell vele [54].

Méretkizárásos kromatográfia során a pórusokból kizáródó nagyméretű komponensek
a mozgófázis sebességével haladva hagyják el az oszlopot, így ezek retenciója az oszlop
méretének függvénye. A hagyományos méretkizárásos analízis az oszlopok nagy mérete
(300 mm hossz, 6-8 mm belső átmérő), az 5-10 µm szemcseméret és a kis eluensáramlási
sebesség miatt hosszú időt vett igénybe (25-40 perc) [55]. Gyorsabb elválasztás elérése
érdekében az oszlopméretet és a pórusméretet csökkenteni kellett. 2013-ban megjelentek a
150×4,6 mm hosszúságú, 1,7< dp < 3 µm szemcseméretű, 200 Å pórusokkal rendelkező
oszlopok. Goyon és mtsai négy, különböző szemcseméretű (1,7-2,7 µm) SEC oszlopot
vizsgált. A kis szemcsékkel (1,7-2 µm) töltött oszlopokon a hatékonyság 1,5-2-szer na-
gyobbnak bizonyult, mint a 2,7 µm esetében [56].

Míg a hagyományos SEC oszlopokon a lassan áramló eluens nem okozott hőhatást
(sem hosszirányú, sem sugárirányú hőmérséklet gradienst), a finom szemcséket tartalmazó
oszlopokban ezzel számolni kell. A magasabb hőmérséklet előnye, hogy a mozgófázis
viszkozitásának csökkenése révén a nyomásesés kisebb lesz és a térfogatáram növelhető,
azonban a hőmérsékletre érzékeny fehérjék esetében aggregáció lép fel, ami megnövekedett
aggregátum mennyiséget eredményez az eredetileg jelenlevő aggregátumok koncentráci-
ójához képest. A nyomást 130 bar-ról 470 bar-ra növelve az aggregátumok mennyisége
4,3-ról 6,8 %-ra, míg a hőmérsékletet 30-ról 60 °C-ra emelve 4-ről 10 %-ra nő a fő csúcs
területének arányában [57].

Az állófázis és a komponensek közötti kölcsönhatás vizsgálata alapján megállapították,
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hogy a fellépő hidrofób kölcsönhatás jelentősebb, mint az elektrosztatikus kölcsönhatás
[56]. Az állófázis fejlesztés másik vonala a szemcsék stabilitásának javítására irányul,
amivel nagyobb áramlási sebesség és nyomásesés érhető el [58].

A SEC módszerek gyakran alkalmaznak arginint, mivel különböző funkciókat betöltve
szerepet játszik az elválasztás hatékonyságának növelésében: csökkenti az elektrosztatikus
kölcsönhatást, részt vesz a fehérjék negyedleges (feltekeredett) szerkezetének megtartásá-
ban, javítja az oldhatóságot és elősegíti az aggregátumok fenntartását [59–62]. A proteinek
oldhatóságának növelésére gyakran guanidin-hidrokloridot alkalmaznak, ami azonban
denaturációt okoz [63].

1.3.3. Hidrofób kölcsönhatáson alapuló kromatográfia

A HIC a komponenseket a hidrofób tulajdonságiak alapján elválasztó, nem denaturá-
ló módszer, ahol a gyenge másodlagos kölcsönhatás az állófázis immobilizált hidrofób
ligandumai és a molekulák nem poláris részei között jön létre. A fordított fázisú kromatog-
ráfiához képest HIC esetében az állófázis kevésbé hidrofób karakterű és az elválasztáshoz
alkalmazott körülmények nem okozzák a fehérjék denaturációját. A hidrofób fehérjeláncok
adszorpciója nem spontán folyamat, hanem ún. kisózást kell alkalmazni. A magas koz-
motróp sókoncentrációjú (1,5-3 M) vizes mozgófázisban a molekulák hidrofób részei nem
szolvatálódnak megfelelő mértékben, ami az állófázishoz való kötődésüket eredményezi.
Az egyes ionok kisózó hatásának mértékét a Hofmeister-sor szerint a 7. ábra mutatja
be [64].

7. ábra. A kationok és anionok kisózó hatása a Hofmeister-sor alapján.

HIC elválasztások során a komponensek oszlopról történő eluálása a sókoncentráció
csökkentésével (negatív sógradiens) érhető el [65, 66]. Meredek gradienst alkalmazva
a gradiens program vége előtt a kis sókoncentrációnál a retenciós tényező növekedése
figyelhető meg. Ennek oka a fehérjék újbóli megkötődése, ami U-alakú görbét eredményez
a retenciós tényező sókoncentráció függvényében történő ábrázolásakor [67]. A HIC
módszerfejlesztés elméleti és gyakorlati megfontolásait mAb-ok, ADC-k és bispecifikus
antitestek elválasztására Fekete és mtsai foglalták össze [68]. Részletezik az állófázis, a
mozgófázis összetétel, az alkalmazott só minősége és mennyisége, a hőmérséklet, a pH és
a szerves módosító elválasztásra gyakorolt hatását.

A hidrofób kölcsönhatáson alapuló kromatográfia leggyakoribb alkalmazási körét az
ADC-k karakterizálása és a fehérjék oxidációjának monitorozása képezi. A HIC módszer
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alkalmas ADC-k különböző számú gyógyszermolekulát hordozó variánsainak elválasztásá-
ra az eltérő hidrofóbicitásuk következtében. A gyógyszermolekulákat ciszteinen keresztül
kötő brentuximab vedotin konjugált antitest kromatogramja esetében a fő csúcs előtt a
hidrofil, míg a fő csúcs után a hidrofób variánsok jelennek meg. Ezek segítségével az anti-
testek gyógyszermolekulákkal történő borítottsága és a gyógyszermolekula/antitest aránya
(drug-to-antibody ratio, DAR) kiszámíthatók [69]. A HIC alkalmas lehet a rekombináns
monoklonális antitesteket tartalmazó készítményekben megfigyelhető heterogenitás okának
meghatározására. Az IdeS enzimmel emésztett mAb eltérő hidrofóbicitással rendelkező
fragmentumai HIC módszerrel elválaszthatók, és MS detektálással azonosíthatók (pl. az
F(ab′)2 fragmentumon bekövetkező aszparaginát deamidáció, ami a molekula gyengébb
kötődését eredményezi a specifikus antigénhez) [70].

Az erősen hidrofób karakterű komponensek oszlopról való lemosása gyakran nehéz-
ségeket és gyenge visszanyerést okoz. A szerves módosítók jelentősen befolyásolják az
elválasztás hatékonyságát, de a pontos szerepük a folyamatokban jelenleg nem tisztázott.
Egyes tanulmányok szerint a felbontás jelentősen növelhető velük [71], mások a leginkább
hidrofób karakterű komponensek állófázishoz való kötődésének gyengítése miatt javasol-
ják az alkalmazásukat [72]. Módosítóként 0-40 % arányban protikus szerves oldószert
(pl. izoropil-alkohol (IPA)) vagy aprotikus ACN-t alkalmazva vizsgálták a denaturációra
gyakorolt hatást. IPA esetében a fehérjék jobban megőrizték természetes konformációjukat,
amennyiben az IPA koncentráció a 10-15 % tartományba esett. Az elválasztási hőmérsék-
let tekintetében 40 °C, a pH vonatkozásában lúgos vagy semleges tartomány javasolt az
antitestek Y-alakú intakt szerkezetének megtartása érdekében [73].

A különböző DAR-értékekkel rendelkező ADC-k elválasztási hatékonyságának nö-
velése történhet nem-lineáris gradiens program alkalmazásával is. Például logaritmikus
program szerinti mozgófázis változtatás a szelektivitás növekedését és a gyógyszermoleku-
lát nem tartalmazó (DAR0) komponens csúcsának fókuszálását teszi lehetővé [74].

1.3.4. Hidrofil kölcsönhatáson alapuló kromatográfia

A hidrofil kölcsönhatáson alapuló kromatográfiás eljárást eredetileg olyan kisméretű
poláris és ionizált komponensek hidrofil jelleg alapján történő elválasztására dolgozták ki,
amelyek visszatartása RPLC körülmények között nem valósult meg. Ennek értelmében a
HILIC és az RPLC ortogonális technikáknak tekinthetők, mert a retenció két különböző
mechanizmus szerint zajlik le. Az RPLC-ben gyengén visszatartott és koeluálódó, ezért
nehezen elválasztható komponensekre a HILIC-ben alkalmazott körülmények megoldást
nyújthatnak [75].

A HILIC elválasztás valójában a komponensek megoszlási egyensúlyán alapul a 60-
95 % aprotikus szerves oldószert tartalmazó mozgófázis és az állófázis felületén kialakult
vízréteg között. A komponensek megkötődését a hidrofil megoszlás mellett a ionos köl-
csönhatások, hidrogénhíd kötések és hidrofób kölcsönhatások is befolyásolhatják. A nagy
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molekulák elválasztását a nagy pórusú HILIC oszloptöltetek megjelenése tette lehetővé.
A 300 Å pórusú töltetek alkalmazásával az intakt és az emésztett fehérjék elválaszthatók,
mAb-ok glikozilációs profilja és ADC-k DAR értékei meghatározhatók [76]. Mivel a
mAb-ok glikozilációja kritikus minőségi tulajdonság, a glikán-profil monitorozása a mAb
gyártás minden szakaszában elvárt. D’Atri és mtsai a brentuximab vedotin gyógyszermo-
lekulákkal való telítettségét és a glikozilációs variánsok jelenlétét vizsgálták HILIC-MS
módszerrel. Az egyedi, ún. middle-up eljárással a kétféle molekula egyszerre vizsgálható
egy kromatográfiás analízis keretén belül [77].

1.3.5. Protein A kromatográfia

A Protein A (ProtA) olyan affinitás kromatográfia, amelynek során az antitestek az
oszloptöltet felületén rögzített protein A ligandumokhoz (antigének) kötődnek. A töltet
alapváza lehet természetes agaróz vagy cellulóz, illetve szintetikus anyagok (polivinil-
éter, polisztirol-divinilbenzol, porózus üveg vagy polimetakrilát). A módszer hátrányát a
költségesen előállított, rövid életű töltetek jelentik, amik adszorpciós kapacitása gyakran
hamar lecsökken a ligandumok irreverzibilis elszennyeződése miatt. Az oszlop élettartama
NaOH, mint stabilizáló adalék alkalmazásával növelhető, mivel alacsony hőmérsékletű
elválasztások során csökkenti a ligandumok hidrolízisét és szennyeződését [78].

A ligandumok egy Gram-pozitív baktérium (Staphylococcus aureus) sejtfelületén
megtalálható ∼56 kDa méretű fehérjék, amik az öt IgG-kötő doménjük segítségével az
antitesteket a nehéz láncuk Fc fragmentumán keresztül kötik meg [79]. A Protein A
kromatográfia a gyógyszeriparban széles körben elterjedt tisztítási eljárás a nagy kötési
affinitás és az elérhető nagy tisztaság miatt. Az antitesteket is tartalmazó sejtkultúrát
semleges pH-viszonyok mellett az oszlopra juttatják, ahol a mAb-ok elválaszthatók a
a gazdasejt többi fehérjéjétől. A mozgófázis pH-jának csökkentésével a komponensek
deszorbeálhatók az oszlopról, majd a töltet regenerálható [80].

1.3.6. Ioncsere-kromatográfia

Az ioncsere-kromatográfia, azon belül is a kationcsere-kromatográfia egy gyakran
használt, nem denaturáló módszer mAb-ok savas és bázikus formáinak főcsúcstól történő
elválasztására. Az oszlop típusának, valamint a mozgófázis pH-jának és sókoncentráció-
jának megválasztása jelentős szerepet játszik az egyes antitestek megfelelő elválasztási
körülményeinek megválasztásakor [21, 81–86]. Ioncsere-kromatográfia során az elvá-
lasztás alapja az ioncserélő töltet funkciós csoportjai és a fehérje elérhető töltései között
fellépő kölcsönhatás. Anioncsere során a pozitív töltésű funkciós csoportokkal (protonált
aminocsoport, kvaterner amin) borított állófázison a negatív töltésű komponensek vá-
laszthatók el, míg kationcsere esetében a negatív töltéssel rendelkező tölteten (szulfonát-
vagy karboxilcsoport) a pozitív töltésű ionokat választjuk el. A fehérjék állófázishoz való
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kötődése az elérhető felületi töltésük függvénye, így az elúciós pH függ a gradiens alakjától
és meredekségétől, az állófázis töltésétől, az ionerősségtől és az eluens komponenseinek
oszlophoz vagy fehérjéhez való kötődésétől [87, 88].

A kationcsere-kromatográfia állófázisai
Az ioncserélő gyanta típusától függően erős és gyenge kationcserélő (strong cation

exchange (SCX) és weak cation exchange (WCX)) oszlopokról beszélhetünk. A gyenge
kationcserélő fázisok gyenge sav anionokat (pl. karboxilcsoport) tartalmaznak, amik az
ioncserélő kapacitásukat 6-14 közötti pH értéken tudják biztosítani. Az SCX fázisok
tölteteit általában szulfonátcsoportok borítják, amelyek negatív töltéssel rendelkeznek
a pH∼2 tartományban is [9, 89]. Az állófázisok típusait a 8. ábra szemlélteti. Bár
kaphatók porózus szemcsékkel töltött oszlopok is, a nagyméretű biológiai molekulák
töltésvariánsainak elválasztására használt CEX kolonnák új generációja nagyrészt nem-
porózus töltettel rendelkezik. Ezekben hidrofil polimer gyöngyök (polimetakrilát vagy
sztirol-divinilbenzol kopolimer) találhatók töltetként, amik lehetőséget nyújtanak széles
pH-tartományú (2 ≤ pH ≤ 12) és magas hőmérsékletű (60 °C) elválasztások megvaló-
sítására. A szemcsék szerkezete és morfológiája nagymértékben befolyásolja a fehérjék
elválasztásában nyújtott hatékonyságát. Ennek oka, hogy a nagy fehérjék anyagátadási
gátlás miatti lassú diffúziójából eredő sávszélesedés így csökkenthető [89].

8. ábra. Az ioncsere-kromatográfia típusainak csoportosítása az állófázis funkciós cso-
portjai szerint.

A kationcsere-kromatográfiás oszlopok jellemzésére Fekete és mtsai 2015-ben dolgoz-
tak ki egy átfogó módszert. Öt különböző, korszerű CEX állófázis retenciós tulajdonságát,
szelektivitását és felbontását vizsgálták mAb-ok elválasztására. A retenció vizsgálatá-
hoz adott mozgófázis összetétel (pH- és sógradiens módban is), hőmérséklet és lineáris
gradiensprogram alkalmazásával mérték a komponensek retenciós idejét, majd a látszóla-
gos retenciós tényezőt (kapp = (tR− t0)/t0) egy referencia oszlopon (YMC BioPro SP-F)
mért retenciós tényező függvényében ábrázolták. Így az egyes oszlopok visszatartása
közvetlenül összehasonlítható a töltetek morfológiai eltéréseitől függetlenül. A fehérjék
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izoelektromos pontjainak függvényében ábrázolva a kapp értékeket az oszlopokon kapott
elúciós ablak (a legelőször és a legutoljára eluálódó komponens távolsága időben kifejezve)
és a szelektivitás vizsgálata válik lehetővé [10].

A kationcsere-kromatográfiás mozgófázisok fehérjék elválasztásához
Kationcsere-kromatográfia során három lehetőség van az ionos komponensek eluálásá-

ra:

1. sógradiens: a sókoncentráció növelésével a mintakomponensek és az állófázis közötti
ionos kölcsönhatás gyengül

2. pH-gradiens: állandó ionerősség mellett az eluens pH-jának növelésével a fehérjék
nettó felületi töltése csökken

3. szimultán pH- és sógradiens

Sógradiens
A kationcsere-kromatográfiás analízis során használt hagyományos elválasztási mód-

szer a sógradienssel történő elúció. Ilyenkor az eluens sókoncentrációjának növelésével
az adszorbeált fehérjemolekulák leszoríthatók az oszlop kötőhelyeiről. Az általános só-
gradiens mód az állófázis természetének, a mozgófázis pH-jának és a gradiens profiljának
változtatásával szabályozható. A gradiens meredeksége és alakja, valamint a lefedett pH-
tartomány képezik a mAb elválasztás optimalizálásának fő paramétereit. Farjami és mtsai
vizsgálták a sókoncentráció, sógradiens meredekség, mozgófázis pH, áramlási sebesség és
hőmérséklet hatását a cetuximab töltésvariánsainak elválasztási hatékonyságára [90], míg
mások gyors, nemlineáris módszert dolgoztak ki mAb-ok CEX elválasztására [91]. Sóként
általában nátrium-kloridot alkalmaznak.

pH-gradiens
Az elúció másik lehetősége a mozgófázis pH-jának állandó ionerősség melletti növe-

lése. A pH-gradiens kialakításának helye szerint két módszer különböztethető meg. Az
egyik a pH-gradienst az oszlopon belül kialakító kromatofókuszálás, amikor egy nagy
pufferkapacitású mátrixon egy speciális pufferrendszerrel pH-gradienst hoznak létre az
oszlop hossza mentén. A fehérjék az izoelektromos pontjuknak megfelelő helyen fókuszá-
lódnak, majd az eleinte bázikus pH-jú mátrixot lassan savas pH-júra cserélik, így a fehérjék
jó felbontással eluálódnak. A módszer hátránya, hogy nagy mennyiségű, drága amfifil
polimer puffert igényel, továbbá a komponensek fizikai és kémiai tulajdonságaiban nagy
eltérés figyelhető meg, ami gyenge reprodukálhatóságot eredményez [92, 93].

A másik lehetőség az eluensek oszlopon kívüli összekeverése egy pumparendszer segít-
ségével, amivel jól definiált pH-gradiens hozható létre széles pH-tartományban. Ennél az
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9. ábra. A komponensek nettó töltésének változása az eluens pH függvényében (illusztrá-
ció).

elúciós módszernél a pozitív töltésű komponensek a kezdeti alacsony pH-jú körülmények
mellett megkötődnek az állófázison. A gradiens program során a mozgófázis pH-jának
növelésével a fehérjék nettó felületi töltése csökken. Amikor a mozgófázis pH-ja meg-
egyezik adott protein izoelektromos pontjával, akkor az ionos kölcsönhatás megszűnése
következtében a komponens elhagyja az oszlopot (9. ábra). Ezt a módszert nevezik gradi-
ens kromatofókuszálásnak, illetve egyszerűbben pH-gradiens elválasztásnak [81, 94, 95].

A pH-gradiens elválasztással szemben elvárás, hogy a pH lineárisan változzon az
összetétel függvényében. Ideális esetben egy állandó gradiens meredekség érhető el, így
az elválasztás szelektivitása biztosítható. A meredek szakaszt tartalmazó gradiens program
gyenge elválasztást eredményez, mert az ezekbe a szakaszokba eső izoelektromos pontú
komponensek nem választhatók el. A pH-gradiens elválasztásokhoz leggyakrabban trisz-
(hidroximetil)-amino-metánt (TRIS bázis), piperazint, imidazolt, trietanol-amint (TEA),
dietanol-amint (DEA) és ammónium-hidroxidot (NH4OH) használnak pufferkomponens-
ként [95–97].

Szimultán pH- és sógradiens
Az elválasztás hatékonyságának növelése érdekében a pH-gradiens egy enyhe só-

gradienssel kombinálható [97]. Az így létrehozott szimultán pH- és sógradiens alkalmas
lehet mAb-ok szélesebb skálájának egyidejű analízisére [97]. A legtöbb, B-eluens össze-
tétel változásra lineáris pH-választ biztosító pufferrendszer esetében az A- és B-eluens
ionerőssége különböző. A mAb-ok elválasztására használatos, többféle ikerionos szulfon-
savat tartalmazó pufferek, például a kereskedelmi forgalomba is kapható Thermo CX-1
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pH-gradiens puffer esetében a pH lineáris növelése érdekében a teljes ionerősség csökken-
tése szükséges. A nagy pufferkoncentrációjú mozgófázisok ionerőssége alacsony pH-n
magasabb, ami kationcserélő oszlopon a savas mAb-ok nem megfelelő retencióját okozza.
Azt is érdemes figyelembe venni, hogy a bázikus komponensek elúciós profilja magas
mozgófázis pH-n nem optimális. Ennek oka, hogy a relatív alacsony ionerősség csúcsszé-
lesedést okoz, ami a felbontás csökkenését vonja maga után az ellenionok sávkompressziós
hatásának hiánya miatt. Ezért az ionerősség modulálása és a megfelelő gradiens elérése
érdekében sógradiens alkalmazása is ajánlott a B-eluens alacsony ionerősségének kompen-
zálásra.

Optimalizált szimultán pH-és sógradiens alkalmazható 6,2-9,4 pI-értékű mAb-ok elvá-
lasztására. Zhang és mtsai egyidejűleg optimalizálták a puffer pH-ját és sókoncentrációját,
majd egy széles pH-tartományú módszert írtak le mAb variánsok nagy felbontású elválasz-
tására [97].

1.4. Tömegspektrometriás megoldások a fehérjeanalitikában

A tömegspektrometria térhódítása lehetővé tette a komplex minták gyors és érzékeny
analízisét. A lágy ionizációs technikák (elektrospray ionizáció (ESI), Mátrix-segített lézer
deszorpció/ionizáció (MALDI)) megjelenésével megvalósíthatóvá vált az intakt antitestek
fragmentáció nélküli, úgynevezett natív analízise és az MS analizátorok fejlesztésével
egyre nagyobb felbontás, tömegpontosság és érzékenység lett elérhető. A transzláció
utáni módosulások azonosítására különféle tandem MS (MS/MS vagy MS2) technikák
állnak rendelkezésre. Az ESI egységben keletkező, nagyszámú töltéssel rendelkező io-
nok a töltésérzékeny orbitrap vagy a Fourier-transzformációs ion ciklotron rezonancia
tömegspektrométerekben detektálhatók. A töltések számának növelésére és az ionizáció
fokozására gyakran alkalmaznak denaturáló ionizációs körülményeket, ami azonban a fe-
hérje aktivitásával, szerkezetével és konformációjával kapcsolatos információk elvesztését
okozza. A nanoelektrospray ionizációs technika lehetővé teszi az ionizációt pufferált vizes
oldatban a fehérjék natív szerkezetének megtartásával [98].

1.4.1. Az RPLC és az MS kapcsolata

A fordított fázisú kromatográfia során alkalmazott mozgófázisok alkalmazhatók közvet-
len MS detektálásra, ami lehetőséget ad az egyéb kromatográfiás módszer MS-kapcsolására
kétdimenziós (2D) elválasztások formájában. Az RPLC-t a méretkizárásos vagy az
ioncsere-kromatográfiával összekapcsolva a mAb-ok aggregátumai vagy töltésvariánsai
MS detektálással meghatározhatók [99]. Elektrospray ionizáció alkalmazásakor a TFA-t
hangyasavval kell helyettesíteni, mert a TFA visszaszorítja a komponensek ionizáció-
ját [25].

A kétdimenziós folyadékkromatográfiás csatolásoknak két módja van: a komprehenzív
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(átfogó vagy teljeskörű) módszerrel az első dimenziót (1D) elhagyó effluens teljes egé-
szét kis frakciókba rendezve átengedik a 2. dimenzióba (2D), míg az ún. heart-cutting
megoldással csak az első dimenzió kromatográfiás csúcsainak kiválasztott részletét (vagy
részleteit) analizálják a 2. dimenzióban. Utóbbi módszer "lelke" egy többfuratú szelep,
amelynek hurkai tárolják a 2. dimenzióban vizsgálni kívánt frakciókat (10.a) ábra), majd a
szelep forgatásával ezek a frakciók a 2. oszlopra injektálhatók (10.b) ábra) [100].

(a) (b)

10. ábra. Az Agilent 1290 Infinity 2D-LC rendszer multiple heart-cutting szelepe a hurok
töltésekor (a) és a hurok tartalmának 2. dimenzióba történő ürítésekor (b) [100].

1.4.2. A SEC és az MS kapcsolata

A méretkizárásos kromatográfia közvetlenül alkalmassá tehető tömegspektrometriával
történő csatolásra, ha a klasszikus, nem illékony mozgófázis helyett különböző MS-
kompatibilis eluenseket használunk. Goyon és mtsai 100 mM ammónium-acetát (pH=6,9)
tartalmú illékony pufferrendszer alkalmazásával elérhető csúcsalakot hasonlítottak össze
50 mM kálium-foszfátot és 250 mM KCl-ot tartalmazó puffer (pH=6,5) esetében kapottal
24 mAb, 2 ADC-k és 4 Fc-fúziós fehérje elválasztása során. Az ammónium-acetát tartalmú
mozgófázissal csak a savas karakterű terápiás fehérjék választhatók el megfelelő aszim-
metria faktorral (0,8≤ As ≤1,5) és megfelelő alapvonali felbontással, a többi esetben kis
érzékenység (egységnyi koncentrációváltozásra adott jelváltozás a detektorban) és gyenge
visszanyerés tapasztalható. Ennek oka lehet az új generációs oszlopok nem megfelelő
inertsége. A megfelelő hatékonyság eléréséhez a szerzők magasabb pH-jú mozgófázist
(pH∼7,5-8) javasolnak [101].

Lazar és mtsai só-mentes, szerves oldószer tartalmú eluenst használtak rekombináns
monoklonális antitest és a különböző számú gyógyszermolekulát tartalmazó immunokonju-
gátumának SEC elválasztásához. Az ACN-t, TFA-t és hangyasavat különböző arányokban
tartalmazó mozgófázis esetében vizsgálták az egyes összetevők mennyiségének szerepét a
tömegspektrumra, és azt állapították meg, hogy 50 % ACN, 0,02 % TFA és 1 % hangyasav
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biztosítja a legjobb eredményeket [102]. Ugyanezeket a mozgófázis összetevőket alkalmaz-
va 0,2 mL/perc áramlási sebesség és kis ACN koncentráció mellett nagy felbontású analízis
érhető el. Az ACN tartalmat 0,02 %-ról 0,1 %-ra növelve a mAb-ok könnyű és nehéz
láncának elválasztása is megvalósítható, amire az ideális, nem denaturáló körülmények
esetében nincs lehetőség [63]. Meg kell azonban jegyezni, hogy az ilyen módszereknél a
másodlagos kölcsönhatások dominálnak a retenció szempontjából, továbbá az aggregá-
tumok instabillá válnak, így ezek elválasztási hatékonysága ilyen feltételek mellett nem
növelhető.

A méretkizárásos oszlopokat gyakran használják puffercserélő 2. dimenzióként az MS-
hez történő kapcsolás előtt. A tömegspektrométer előtt bevezetett, ammónium-acetátot al-
kalmazó SEC elválasztás automatikus mintaelőkészítési folyamatnak tekinthető és nagyfel-
bontású (RS >2000), valamint nagy tömegpontosságú (<80 ppm) tömegspektrum érhető el
vele, ami jelentős előny a manuális puffercserélő eljárásokhoz képest [103]. A SEC×SEC
módszer esetében a klasszikus pufferrel (50 mM foszfát puffer KCl-dal, pH=6,8) a nagy
és kis molekulatömegű komponensek elválaszthatók, majd a második dimenzióban al-
kalmazott 100 mM ammónium-acetáttal a foszfát tartalmú eluens illékony mozgófázisra
cserélhető, így az aggregátumok közvetlenül analizálhatók MS-ben [104].

A hagyományos, foszfát puffert alkalmazó méretkizárásos elválasztás MS-kompatibi-
lissá tehető egy SEC×RPLC kapcsolással is. Az antitest-gyógyszer konjugátumok nagy
molekulaméretű komponensei az első oszlopon elválaszthatók a monomer ADC-től, vala-
mint a nagy molekulák elúcióját követően alkalmazott ACN-t tartalmazó gradienssel a kis
molekuláktól (szabad gyógyszermolekulák és linkerek, valamint gyógyszer-linker moleku-
lák) is. A heart-cutting online kapcsolással az egyes csúcsok külön-külön juttathatók be a
2. dimenzióként szolgáló RPLC oszlopba, ahol a kismolekulás komponensek egy újabb
ACN-gradiens segítségével elválaszthatók [105]. Ehhez hasonló SEC×RPLC kapcsolást
írtak le Li és mtsai. Az 1. dimenzióban használt 80 % 0,1 M nátrium-foszfát vizes oldatát
és 20 % ACN-t tartalmazó mozgófázissal (pH=6,0) dolgozó izokratikus SEC elválasztást
követően az RPLC dimenzió kezdeti eluense 0,05 % hangyasav, míg a B-eluens 100 %
ACN volt. A 2. dimenzióban az eluens összetételét multilineáris gradiens program szerint
először 25-60 % B-re emelték 10 perc alatt, majd 60-90 % B-re további 5 perc alatt [106].

A SEC×RPLC/MS módszer alkalmas lehet szójaliszt intakt fehérjéinek izolálására
és MS analízisére. Az 0,3 M NaCl tartalmú 50 mM foszfát pufferrel (pH=6,8) végzett
méretkülönbségen alapuló elválasztást követően az egyes frakciókat 0,1 % TFA tartalmú
vízzel moshatók, majd a fordított fázisú dimenzióban ezek 0,1 % TFA tartalmú ACN-lel
tovább szeparálhatók [107].

1.4.3. A HIC és az MS kapcsolata

A magas sókoncentrációjú mozgófázis miatt a HIC-MS csatolás nehézkes. Egyik
lehetőség az offline-MS alkalmazás, amelynek során a HIC oszlopról lejövő frakciók
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gyűjtését követően egy RPLC oszlopon a sótartalmú eluens cseréje történik 0,1 % TFA
tartalmú ACN-re, majd innen történik a közvetlen injektálás az MS detektorba [70]. A moz-
gófázisban sóként leggyakrabban alkalmazott ammónium-szulfátot ammónium-acetátra
cserélve egy MS-kompatibilis eluenst kapunk, aminek illékonysága és elúciós erőssége
szerves oldószerek hozzáadásával tovább növelhető. A hagyományos HIC oszlopok ilyen
körülmények alkalmazásával nem biztosítanak megfelelő visszatartást, így új típusú, hibrid
HIC oszlopok fejlesztése került előtérbe. Ezek az oszlopok különböző hosszúságú szén-
láncot hordozó poliaszparaginsav töltetet tartalmaznak (polipentil-, polihexil-, poliheptil-,
polioctil-, polinonil- és polidecil-aszparaginát) 100 mm× 0,2 mm méretű kapilláris osz-
lopba töltve. Például az A-eluenst 1 M ammónium-acetát vizes oldatának, a B-eluenst
20 mM ammónium-acetát 50 % ACN-t tartalmazó vizes oldatának beállítva a hagyományos
oszlopoktól eltérő retenciójú és szelektivitású elválasztás érhető el [108].

A HIC elválasztás MS-kompatibilissé tételének másik útja az online kétdimenziós kap-
csolás, amivel például cisztein-konjugált ADC-k meghatározhatók. Az ammónium-szulfát
és Na-foszfát tartalmú eluenssel dolgozó HIC elválasztást követően az RPLC dimenzióban
alkalmazott eluens MS-kompatibilis. A komponensek az 1D-t natív formában hagyják
el, RPLC körülmények között viszont a nem-kovalens kölcsönhatások felszakadnak, így
lehetőség nyílik a DAR kiszámítására és a cys-ADC alegységek struktúrájának meghatáro-
zására [109]. A HIC-ben alkalmazott ammónium-szulfát oldatósági problémákat okozhat,
amikor az RPLC szerves oldószerével elegyedik. Ezzel szemben az ammónium-acetát és
-formiát oldhatósága metanolban és ACN-ben is megfelelő.

Átfogó 2D-LC analízis végezhető HIC és SEC kapcsolásával is. A HIC elválasztáshoz
használt 2,5 M ammónium-acetát és 0,1 M nátrium-hidrogén-foszfát (NaH2PO4) tartal-
mú A-eluens, valamint a 0,1 M NaH2PO4 (NaOH-dal pH=7,0 értékre állítva) alkalmas
az ADC-k különböző DAR értékű variánsainak elválasztására. A HIC oszlopot követő
online SEC dimenzióban az eluens sótartalmának (∼100 Da) ADC-ktől (∼150 kDa) törté-
nő elválasztása megvalósítható 100 mM ammónium-acetát eluenssel izokratikus elúciós
módban [110].

1.4.4. A HILIC és az MS kapcsolata

A HILIC mozgófázis közvetlenül alkalmas tömegspektrometriás detektáláshoz, hiszen
az eluens kezdeti 80-95 % szerves oldószertartalma (leggyakrabban ACN) egy gradiens
program szerint 40-60 %-ra csökken le. A retenciós tényező állandóságának biztosítására és
az MS-beli ionizáció fokozására kis koncentrációjú puffer adható az eluensekhez, azonban
a nagy szerves oldószer tartalom miatt a pH eltolódásával számolni kell. A leggyakrabban
alkalmazott pufferkomponensek az ammónium-formiát/hangyasav vagy az ammónium-
acetát/ecetsav 5-10 mM koncentrációban [75].
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1.4.5. Az IEX és az MS kapcsolata

Az IEX elválasztáshoz általánosan használt pufferkomponensek és sók természetüknél
fogva nem alkalmasak közvetlen MS detektáláshoz. A komponensek tömegspektrométerrel
történő azonosítása sómentesítő egység (pl. RP oszlop) vagy illékony pufferrendszerek
használatát követeli meg. Alvarez és mtsai az IEX oszlopról eluálódó csúcsokat hat,
fordított fázisú töltetet tartalmazó egységen csapdázták. Az egyes frakciókat 95 % A-
eluenssel (0,1% TFA vízben) 5-10 percig mosták, majd 65 % B-eluensig (0,1 % TFA
ACN-ben) terjedő gradiens programmal eluálták. Az RP-csapdákat elhagyó effluens
közvetlenül a tömegspektrométerbe vezethető. Az IEX oszlopon gyengén elválasztott
komponensek és a kis csúcsok a 2. dimenzióban koncentrálhatók az injektálás többszöri
megismétlésével [99].

A két dimenzió közti kapcsolás a fordított fázisú kromatográfiánál bemutatott heart-
cutting módszerrel is megoldható. Stoll és mtsai intakt rituximab kationcsere-kromatográfiás
csúcsát öt darab, egyenként 2,75 perc hosszú frakcióra osztották (11.A) ábra). A ki-
választott frakciót (zöld keretben) a fordított fázisú oszlopra injektálva két dimenziós
kromatogram (11.C) ábra) és az egyes pontjaihoz tartozó tömegspektrumok (11.E) és
F) ábra) kaphatók. A CEX mérés 5-szöri megismétlésével, a frakciókat egyesével a 2.
dimenzióba injektálva szelektív kétdimenziós elválasztás érhető el az információvesztés
elkerülésével [111].

11. ábra. Szelektív LC×LC módszer intakt rituximab analízisére [111].

A CEX effluenséből történő off-line frakciógyűjtést vagy az automatizált on-line
kapcsolást követő RPLC elemzés hátránya az időigényesség és a nehézkesség. Ezért
is van igény a közvetlen CEX-MS analízisre, aminek azonban feltétele a könnyen gőz-
fázisba vihető pufferkomponensek alkalmazása. Az illékony komponenseket kis kon-
centrációban tartalmazó pufferek alkalmasak a mAb-ok közvetlen IEX-MS analízisére
széles pH-tartományban (5,3 ≤ pH ≤ 10,2). Ilyen eluens komponensek a különböző
aminok (pl. ammónium-acetát, ammónium-formiát, ammónium-hidroxid, ammónium-
karbonát/bikarbonát vagy trietil-ammónium) vagy az illékony savak (pl. hangyasav, ecet-
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sav). Intakt és töltésvariánsok keletkezésével járó kémiai módosuláson átesett mAb-ok
közvetlen szerkezeti analízisét teszi lehetővé a 20 mM ammónium-formiátot alkalmazó
pH-gradiens CEX-MS elválasztás [112]. Ehhez hasonló, 50 mM ammónium-formiátot
és hangyasavat tartalmazó A-eluens (pH=3,9) és 500 mM ammónium-acetát tartalmú
B-eluens (pH=7,4) alkalmazható enzimesen emésztett mAb fragmensek IEX-MS vizsgála-
tára [113].

Konermann kétségbe vonta az ammónium-acetát "semleges pH-jú puffer" elnevezését,
mivel sem az ammónium-ion, sem az acetát-ion pKa értéke nem esik a semleges pH
tartományba (pKaNH+

4
=9,25 és pKaCH3COO−=4,75). Ennek ellenére alkalmas az ESI-MS

detektáláshoz mozgófázis eluensként, de pozitív módú elektrospray ionizáció esetén szá-
mítani kell az eredetileg semleges pH-jú oldat savas tartományba (pH=4,75± 1) történő
elmozdulására [114]. Ammónium-acetátot 50 mM koncentrációban tartalmazó A-eluens
(pH=6,6), valamint az A-eluenst és a pH növeléséhez ammónium-hidroxidot tartalma-
zó B-eluens (pH=10,1) alkalmazásával mAb-ok IEX-MS analízise végezhető el széles
pI-tartományban [115]. A B-eluenst 140 mM ammónium-acetát és 10 mM ammónium-
karbonát elegyére cserélve nagy felbontású IEX elválasztás és ultraérzékeny MS detektálás
érhető el [116]. Az ammónium-acetát és ammónium-karbonát (vagy -bikarbonát) puffer-
rendszer nagy pufferkapacitást és közel lineáris pH-választ biztosít széles pH tartományban,
így robusztus és reprodukálható módszerfejlesztésére ad lehetőséget.

Füssl és mtsai 25 mM ammónium-bikarbonátot és 30 mM ecetsavat tartalmazó pH=5,3
A-eluenst és 10 mM ammónium-hidroxidot tartalmazó 2 mM ecetsavból álló B-eluens
(pH=10,18) alkalmazását vizsgálták antitestek töltésvariánsainak elválasztására. A rendszer
alkalmazható mAb-ok MS-kompatibilis analízisének módszerfejlesztésére és a különböző
glikozilációs profilú variánsok átfogó jellemzésére nagy felbontású orbitrap MS detek-
tálással. Ugyanez a mozgófázis rendszer alkalmazható hét mAb esetében az optimális
elválasztási körülmények meghatározására. A kezdeti átfogó gradiens program (0-100 % B
10 perc alatt) antitestenként történő optimalizálásával a savas és bázikus variánsok megfe-
lelő szelektivitással elválaszthatók. Például az adalimumab esetében a C-terminális lizinen
történő módosulások következtében kialakuló töltésvariánsok meghatározhatók [84, 117].

A bikarbonát alapú mozgófázisok ESI-MS detektáláshoz történő alkalmazhatóságát
egyes kutatócsoportok megkérdőjelezték az ESI-ben kialakuló cseppekben feltehetőleg
keletkező CO2 légbuborékok miatt. Az ESI-ben alkalmazott magas feszültség és hőmér-
séklet mellett a bikarbonát a fehérjék különböző töltésvariánsainak kialakulását idézi elő,
ami a molekulák összetekeredett szerkezetének megváltoztatásával jár [98]. A mioglo-
bin esetében a különböző koncentrációjú acetát és bikarbonát tartalmú eluenssel kapott
ESI-MS profilok a 12. ábrán láthatók. A kis koncentrációknál domináló 9+ töltéssel
rendelkező natív komponens mellett nagyobb koncentrációk esetén megjelennek az ESI
cseppekben CO2 hatására kialakuló, nagyszámú töltéssel rendelkező ionok (22+). A töl-
tésállapotok nagymértékű megváltozása az MS-sel kapott teljes ionáram kromatogram
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12. ábra. A mioglobin ESI-MS profiljai különböző koncentrációjú acetát és bikarbonát
eluens esetében [118].

és az UV-detektálással kapott kromatogram eltérését okozza, ami a csúcsok azonosítását
nehézkessé teszi. A jelenség elkerülhető acetát tartalmú eluens natív ESI-MS analízishez
történő alkalmazásával [118]. A Hofmeister-sort vizsgálva is hasonló következtetésre
juthatunk. A kozmotróp bikarbonát és formiát kevésbé alkalmas MS detektáláshoz, mint a
kaotróp acetát [98].

A Waters vállalat 2019-ben hozta forgalomba az IonHance elnevezésű MS-kompatibilis
pH/ionerősség gradiens pufferrendszert mAb-ok és alegységeinek IEX-MS elválasztásához.
A koncentrátumok tízszeres hígításával 50 mM ammónium-acetátot, 2 % ACN-t és a pH
beállításához alkalmazott ecetsavat tartalmazó A-eluens (pH=5,0), valamint 160 mM
ammónium-acetát, 2 % ACN és a pH beállításhoz szükséges mennyiségű ammónium-
hidroxid tartalmú B-eluens alakítható ki. A 2,1×50 mm méretű Waters BioResolve SCX
mAb oszlopon hatékony elválasztás és tiszta MS spektrum érhető el 30 perces gradiens
program alkalmazásával [119].

Az ioncserés elválasztásokhoz alkalmazott tömegspektrométer-kompatibilis mozgófá-
zis rendszerek a 2. táblázatban kerültek összefoglalásra.

1.5. A kationcsere-kromatográfiában kialakuló pH-válasz vizsgálata

Az oszlopon belüli pH-választ több kutatócsoport vizsgálta. A Füssl és mtsai által ki-
fejlesztett, illékony komponenseket (ammónium-bikarbonát, esetsav, ammónium-hidroxid)
tartalmazó pufferrendszerrel egy konvex pH-gradiens programot alakítottak ki cetuximab
alegységeinek elválasztására. Az oszlopról lejövő effluens pH-jának online monitorozá-
sával megállapították, hogy erős kationcserélő oszlop esetében a mért pH-válasz eltér a



26 A KATIONCSERE-KROMATOGRÁFIÁBAN KIALAKULÓ PH-VÁLASZ VIZSGÁLATA

2. táblázat. A különböző kutatócsoportok által alkalmazott CEX-MS mozgófázisok össze-
foglalása

Mozgófázis-összetétel Hivatkozás
A: 20 mM ammónium-formiát (pH=6,5)

Sankaran és mtsai [112]
B: 20 mM ammónium-formiát (pH=8,6)
A: 50 mM ammónium-formiát+FA (pH=3,9)

LeBlanc és mtsai [113]
B: 500 mM ammónium-acetát (pH=7,4)
A: 50 mM ammónium-acetát (pH=6,6)

Bailey és mtsai [115]
B: 50 mM ammónium-acetát + ammónium-hidroxid (pH=10.1)
A: 20 mM ammónium-acetát+20 mM ecetsav (pH=5,6)

Yan és mtsai [116]
B: 140 mM ammónium-acetát+10 mM ammónium-bikarbonát
A: 25 mM ammónium-bikarbonát+30 mM ecetsav (pH=5,3)

Füssl és mtsai [117]
B: 2 mM ecetsav+10 mM ammónium-hidroxid (pH=10,8)
A: 25 mM ammónium-bikarbonát+30 mM ecetsav (pH=5,3)

Füssl és mtsai [84]
B: 10 mM ammónium-hidroxid (pH=10,9)
A: 50 mM ammónium-acetát + 2% ACN (pH=5)

Ippoliti és mtsai [119]
B: 160 mM ammónium-acetát + 2% ACN (pH=8,5)

gradiens programtól. Ugyanezekből a komponensekből összeállított azonos pH-jú, de
különböző koncentrációjú eluensekkel megismételve a mérést, a kapott pH-válasz eltér
az elméletileg várhatótól. A jelenséget a mozgófázis és az állófázis funkciós csoportjai
arányának változásával magyarázzák. Az eluensek ellenionjainak a nagy pufferkapacitású
állófázison történő megkötődésével a mozgófázisba kerülő oxóniumion (H3O+) és hid-
roxidion (OH−) a pH megváltozását okozza [117]. Helfferich, valamint Ghose és mtsai
vizsgálták a pH-eltolódást különböző pufferkomponensek, sókoncentráció és állófázisok
esetében. Azok az állófázisok, amelyek polimetakrilát vázon gyenge kationcserélő kar-
boxilcsoportot tartalmaznak, nagyobb pH-eltolódást mutatnak [120, 121]. Az oszlopot
adott koncentrációjú és pH-jú eluenssel ekvilibrálva, majd azonos pH-jú, de különböző
koncentrációjú eluenst áramoltatva az összetételbeli változás az oszlopon hullámként terjed
végig. A hullámoknak két formája van: az első hullám egy gyors Na+-hullám, ami után
az oszlop a kezdeti egyensúlyban marad, majd a második, ioncsere hullám után kerül
egyensúlyba az új eluenssel [120].

Jansen és mtsai azt találták, hogy magasabb pH esetén az effluensben a gyenge sav
koncentrációja megnő annak ellenére is, hogy a mozgófázisbeli koncentrációja állandó volt.
Magasabb koncentráció esetén ez a jelenség erőteljesebb, valószínűleg a nem disszociált
komponensek oszlophoz való kötődése miatt [122]. A különböző kutatócsoportok ered-
ményeiből arra következtethetünk, hogy a mozgófázisban mérhető pH-válasz nem csak a
mozgófázis természetétől és koncentrációjától függ, hanem az oszlop is befolyásolja.

A különböző ioncserélő rendszerek leírása érdekében több kutatócsoport is tanulmá-
nyozta az ioncserélő gyanták tulajdonságait és termodinamikáját [123, 124]. Született
ioncsere egyensúlyokat leíró elmélet is, amiben az ioncserélő állófázist, mint puffert, illetve
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mint nagy mennyiségű iont tartalmazó komponenst vesznek számításba, ami így jelentős
szerepet játszik a sav-bázis egyensúly kialakulásában [125]. Azt is megfigyelték, hogy nem
csak az állófázisról származó ionok koncentrációja, hanem a felületen levő ellenionokhoz
képesti arányuk is fontos [120,126]. Az ionok adszorpciója vagy deszorpciója az egyensúly
újra beállásáig a pH eltolódását okozza. Ez a jelenség a H+ vagy az OH− ionok, illetve a
puffer ellenionjai (pl. Na+ vagy K+ kationcsere, Cl− anioncsere esetében) álló- és mozgó-
fázis közti megoszlásával magyarázható [121]. A szimultán pH- és sógradienst alkalmazó
gradiens esetében az állófázist először egy kis sótartalmú eluenssel ekvilibráljuk, majd
a sókoncentráció növelésével a kationok lelökik az állófázis H+ ionjait. A mozgófázis
pufferkomponensei és a benne levő só dinamikus rendszert alkotnak, ami befolyásolja
a pH-t. Ebből adódóan széles pKa értékű pufferkomponenseket és kis ionerősségű sót
választva a pH eltolódás mérsékelhető.

A mintaoldat pH-ja és összetétele is hatással lehet az oszlopon átáramló mozgófázis
pH-jára és így a fehérjék megkötődésére. Ha a minta pH-ja magasabb az eluens aktuális pH-
jánál, akkor az oszlopon belül egy magasabb pH-jú zóna alakul ki. Ennek következtében
kationcsere-kromatográfia során a mintakomponens adszorpciója nem teljes és az oszlopon
belüli vándorlása miatt retenciója a vártnál kisebb lesz. Ebből adódóan az injektált térfogat
befolyásolja a mintakomponensek migrációját és ezáltal a csúcsalakot.

Látható, hogy a mozgófázis IEX oszlopon belüli pH-eltolódása több okból is bekö-
vetkezhet. A pH-eltolódást Helfferich és mtsai a többkomponensű egyensúlyi rendszerek
hullámelméletével írták le, ahol a hullámokat, mint mozgó koncentráció blokkokat írták
le [120]. A hullám haladási sebessége a következő differenciális tömegmérleg-egyenletből
(egyensúlyi-diszperzív modell) vezethető le, ami kiköti, hogy az adott helyen az i kompo-
nens koncentrációjának változása kizárólag az oda bemenő és onnan kimenő komponensek
következménye, kémiai reakció nem lép fel [127].

∂CM,i

∂ t
+F

∂CS,i

∂ t
+u0

∂CM,i

∂ z
= DL,i

∂ 2CM,i

∂ z2 (16)

ahol CM,i az i komponens koncentrációja az mozgófázisban, CS,i az i komponens kon-
centrációja az állófázison (ioncsere kapacitás), F =VS/VM a fázisarány, u0 a mozgófázis
lokális áramlási sebessége, DL,i a mozgófázisbeli axiális diffúziós koefficiens. Egy Ci

koncentrációjú mintát tartalmazó hullám egységnyi idő alatt megtett úthossza (uCi), ha az i

komponens se nem képződik, se nem bomlik le a hullámban:

uCi =

(
∂ z
∂ t

)
CM,i

=
u0

1+(∂CS,i/∂CM,i)z
(17)

ahol u0 a folyadéktömb áramlási sebessége (m/s). A (∂CS,i/∂CM,i)z hányados a K

termodinamikai megoszlási hányadosként is jellemezhető.

A (17) egyenlet csak azokra a komponensekre értelmezhető, amelyek nem vesznek
részt kémiai reakcióban. A hullám sebességének koncentrációtól való függése alapján a
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hullámok három csoportba sorolhatók. A nem élesítő hullám esetében a sebesség a hullám
elején nagyobb, mint a végén, ami a diffúzió megnövekedése révén széles hullámokat
eredményez. Élesítő hullámról beszélhetünk, ha a hullám végén nagyobb a sebesség,
mint az elején, ami a hullámok élesedését okozza. A hullámot indifferens nevezzük, ha a
hullám sebessége nem függ a koncentrációtól, így a hullám szélesedése csak a perturbációk
következtében alakulhat ki.
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2. Eszközök és anyagok

2.1. Eszközök és szoftverek

A mozgófázis-fejlesztéshez kapcsolódó méréseket egy Acquity UPLC TM I-Class (Wa-
ters, Milford, MA, USA) rendszeren végeztem, ami bináris pumpával, 15 µL térfogatú
átfolyótűs (flow-through-needle, FTN) automata mintavevő injektorral és 2 µL térfogatú
áramlási cellájú fluoreszcens detektorral (FL) dolgozik. Az injektort és az oszlopot össze-
kötő vezeték aktív előfűtő egységet tartalmaz, belső átmérője 0,13 mm, az oszlop és a
detektor közti vezetéké 0,10 mm. A teljes oszlopon kívüli térfogat 8 µL-nek adódott, míg
a holttérfogat 100 µL volt.

A kromatográfiás oszlopokon kialakuló pH-válasz méréséhez egy Acquity UPLCTM

H-Class Bio rendszert (Waters) használtam, ami kvaterner pumpával, átfolyótűs injektorral,
FL detektorral és egy pH/C-900 típusú online pH-mérővel (Amersham Pharmacia Biotech),
valamint pH elektróddal (General Electric, Baden, Svájc) van felszerelve. A pH-t az oszlo-
pot elhagyó effluens ágban mértem. Az online pH-mérések során a detektort eltávolítottam
a rendszerből a nyomás okozta károsodás megelőzésére (a detektorcellán a megengedhető
maximális nyomás 5 bar). A gradiens késési idő (az az időtartam, amíg a pH-gradiens
eléri az elektródot) 0,6 perc, ami 0,8 mL/perc térfogatáram esetén 0,48 mL gradiens késési
térfogatot jelent. A kromatogramok felvételéhez használt fluoreszcens detektáláshoz a
gerjesztési hullámhosszot 280 nm-re, az emissziós hullámhosszot 350 nm-re állítottam be
mindkét készüléken. Az Acquity készülékeken az adatok kiértékeléséhez és a rendszer
működtetéséhez Empower Pro 3 szoftvert (Waters) használtam.

A tömegspektrométer kompatibilis módszerfejlesztést egy Agilent 1290 Infinity ultra-
nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiás rendszeren végeztem. A rendszer ultranagy
nyomású pumpát, automata mintainjektálót, fűthető kolonnateret és diódasoros UV detek-
tort tartalmaz. A berendezés működtetését és a kromatogramok kiértékelését a ChemStation
program segítségével végeztem.

A tömegspektrometriás mérésekhez egy Shimadzu Prominence UFLC készüléket
használtam, ami gradiens pumpát, automata injektort, fűthető oszlopteret, valamint UV/Vis
és egyszeres kvadrupól tömegspektrométer detektort tartalmaz (Per-Form Hungária Kft.,
Budapest). Az ESI ionforrással 2000 m/z tömegtartományig detektálhatók a komponensek.
A detektor feszültséget 3,6 kV, az ionforrás hőmérsékletét 275 °C értékre állítottam be
pozitív polaritás mód alkalmazásával.

A mozgófázis pH-jának méréséhez és beállításához egy Seven-Multi S40 típusú pH
mérőt (Mettler Toledo, Greifensee, Svájc) használtam. A retenció modellezése és a
módszer optimalizálása DryLab®4 kromatográfiás modellező program segítségével történt
(Molnar-Institute, Berlin, Németország). A különböző pufferrendszerek pH-ját BATE
pH Calculator 1.0.3.15 programmal (ChemBuddy), valamint a Pythonban írt programmal
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számítottam. A számításokhoz és az adatok feldolgozásához Excel sablonokat, valamint
a Python programnyelv (v. 3.7, Anaconda Python Distribution, https://anaconda.com)
NumPy csomagját használtam.

2.2. Vegyszerek

A gradiens tisztaságú víz, a kálium-hidroxid (KOH) és a piperazin a Fisher Scientific
(Dublin, Írország), a citromsav, a 2-(N-morfolino)-etánszulfonsav (MES) monohidrát,
a ditiotreitol (DTT), az 1,3-diamino-2-propanol (DAP), a citromsav, a nátrium-klorid
(NaCl), a 2-ciklohexilamino-etánszulfonsav (CHES), az imidazol, a tris-hidroximetil-
aminometán hidroklorid (TRIS-HCl), az ammónium-hidroxid oldat (28 % NH3 vizes
oldata) és az ammónium-acetát a Sigma-Aldrich Kft.-től (Buchs, Svájc) származik. A
nátrium-hidroxidot (NaOH) a VWR Scientifictől (Radnor, PA, USA), az ecetsavat a
Biosolvtól (Dieuze, Franciaország) vásároltuk. Az IdeS enzim (FabRICATOR ®, art
A0-FR1-050) forgalmazója a Genovis AB (Lund, Svédország).

A CX-1 pH-gradiens puffereket (pHA=5,6 és pHB=10,2) a Thermo Fisher Scientifictől
(Waltham, MA, USA) szereztük be. Ez a pufferrendszer ikerionos pufferkomponenseket
(2-(N-morfolino)etánszulfonsav, 3-(N-morfolino)propánszulfonsav, N-[Tris(hidroximetil)-
metil]-3-aminopropánszulfonsav és 3-ciklohexilamino-2-hidroxi-1-propánszulfonsav), va-
lamint NaCl-ot és NaOH-ot tartalmaz.

A BioResolve CX pH-gradiens pufferrendszer a mérések elvégzésekor referencia
eluens volt, amiket a Waters biztosított. Ez a rendszer borostyánkősavat, BIS-TRIS
propánt, trietanolamint és N-ciklohexil-3-aminopropánszulfonsavat tartalmaz.

A tömegspektrometriás módszerfejlesztéshez használt ammónium-acetát, esetsav és
ammónium-karbonát a Sigma-Aldrich Kft. termékei.

2.3. Minták

Az Európai Unió által gyógyszerészeti minőségűnek besorolt terápiás IgG monokloná-
lis antitesteket (bevacizumab, cetuximab, daratumumab, eculizumab, infliximab, obinutu-
zumab, panitumumab, pembrolizumab, pertuzumab, ramucirumab, reslizumab, rituximab,
trastuzumab) az illetékes gyártóktól, a szarvasmarha hasnyálmirigyből származó inzulint a
Sigma Aldrich Kft.-től szereztem be. A NIST mAb referencia komponens forgalmazója
a National Institute of Standards and Technology (NIST, Gaithersburg, MD, USA). A
mérések során alkalmazott antitestek és kapilláris izoelektromos fókuszálással mért izo-
elektromos pontjaik (pI) a 3. táblázatban találhatók [83].

A mérésekhez intakt monoklonális antitestek vízben való hígításával 1 mg/mL koncent-
rációjú mintaoldatokat készítettem (lásd Függelék 1. táblázat). A mAb-ok redukálásához
az 1 mg/mL oldatokhoz 10 %-ban 1 M koncentrációjú DTT oldatot adtam, míg az emész-
téshez az IdeS-t gyárilag tartalmazó Eppendorf csőbe 10 µL 100 mM koncentrációban
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3. táblázat. Az alkalmazott antitestek és izoelektromos pontjaik [83]. ∗A daratumumab pI
értékét a Pannon Egyetemen működő Transzlációs Glikomika Kutatólaborató-
rium határozta meg.

Izoelektromos pont
Bevacizumab 8.3
Cetuximab 8.8
Daratumumab∗ 8.2
Eculizumab 6.1
Infliximab 7.6
NIST mAb 9.2
Obinutuzumab 8.6
Panitumumab 6.8
Pembrolizumab 7.6
Pertuzumab 9.0
Ramucirumab 9.1
Reslizumab 7.1
Rituximab 9.4
Trastuzumab 9.1

TRIS-HCl oldatot és 1 mg/mL koncentrációban mAb-ot mértem be, majd a térfogatot
100 µL-re állítottam be nagytisztaságú vízzel. Az emésztéshez és a redukáláshoz szüksé-
ges 38 °C hőmérsékletet inkubátorral biztosítottam 30 percen keresztül. A minták végső
térfogata 100 µL volt, amiből kis térfogatú mintatartó segítségével közvetlenül történt az
injektálás. Az injektálási térfogatot 2 µL-re állítottam be.

A tömegspektrométer limitált tömegtartománya miatt az MS mérésekhez szarvasmarha
hasnyálmirigyből izolált inzulint (Sigma-Aldrich Kft.) használtam.

2.4. Oszlopok

Az elválasztásokhoz használt Supelco Antibodix WCX-NP3 gyenge kationcserélő
oszlopot a Sigma-Aldrich, a ProPac Elite gyenge kationcserélő oszlopokat a Thermo
Fisher Scientific, a BioZen WCX oszlopot a Phenomenex Inc. (Torrance, CA, USA),
a BioPro SP-F erős kationcserélő oszlopot a YMC (Kioto, Japán), a BioResolve SCX
mAb oszlopot és a Protein-Pak Hi Res SP oszlopot a Waters forgalmazza. Az oszlopok
tulajdonságait a 4. táblázat tartalmazza.

Az oszlopok vizsgálatakor általános gradiens (0-100 % B) programot választottam az
oszlopok térfogatát figyelembe véve. A 100×4,6 mm oszlopok esetében 0,8 mL/perc térfo-
gatáramot és 15 perc gradiens időt, míg a 150×4 mm ProPac Elite oszlopon 0,6 mL/perc és
22,5 perc paramétereket alkalmaztam. Az oszlop hőmérséklete minden esetben 25 °C volt.
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4. táblázat. Az alkalmazott oszlopok tulajdonságai: oszlophossz (L), belső átmérő (ID),
szemcseméret (D), funkciós csoport, porozitás és holttérfogat (V0)

L ID dp Funkciós Porozitás V0
(mm) (mm) (µm) csoport (mL)

Supelco Antibodix 150 4,6 3 Karboxil 0,35 0,87
Thermo ProPac Elite 150 4 5 Karboxil 0,38 0,72
Thermo ProPac Elite 50 2 5 Karboxil 0,38 0,06
Phenomenex BioZen 100 4,6 6 Karboxil 0,39 0,65
YMC BioPro SP-F 100 4,6 5 Szulfonát 0,35 0,58
Waters BioResolve SCX mAb 100 4,6 3 Szulfonát 0,30 0,50
Waters Protein-Pak Hi Res SP 100 4,6 7 Szulfonát 0,36 0,60

2.5. Mozgófázis előkészítés és az alkalmazott gradiens programok

A pH-gradiens elválasztásokhoz MES, DAP, citromsav és CHES 10, 20 és 50 mM
koncentrációjú, valamint imidazol és piperazin 10 mM koncentrációjú vizes oldatát készí-
tettem el. Az eluens pH-jának összetételtől való függését a savas és bázikus komponensből
0:10 és 10:0 tartományban képzett eluenspárok pH-jának mérésével határoztam meg. A
vizsgált eluenspárok a (1) MES/piperazin, (2) citromsav/DAP, (3) MES/DAP, (4) citrom-
sav/imidazol, (5) MES/imidazol és (6) citromsav/CHES voltak. Az ammónium-acetát
alapú mozgófázishoz 50 mM koncentrációjú oldatot készítettem, aminek pH-ját ecetsavval
6-ra állítottam be (A-eluens), míg a B-eluens 50 mM ammónium-acetát volt, melynek
pH-ját ammónium-hidroxiddal 10-re emeltem.

A klasszikus sógradienshez 10 mM MES (pH=6) oldatot készítettem (A-eluens), a
B-eluens 10 mM MES és 0,25-0,4 M NaCl oldata volt. A pH-gradiens mérésekhez a
kereskedelmi forgalomban kapható CX-1 pH-gradiens puffer esetében a B-eluens arányát
0 %-ról 100 %-ra növeltem, ami 5,6-10,2 közti pH-t jelent. A szimultán pH- és sógradiens
elválasztásokhoz a pH-gradiensnél leírt pufferrendszereket alkalmaztam azzal a különb-
séggel, hogy a B-eluenshez NaCl-ot adtam különböző koncentrációkban (20, 60, 100
és 150 mM). A Thermo CX-1 és Waters BioResolve CX puffereket a koncentrátumok
tízszeres vizes hígításával állítottam elő.

Az oszlopok teszteléséhez négy mozgófázis rendszert választottam: a kereskedelmi
forgalomban kapható Thermo CX-1 és a Waters BioResolve CX pufferrendszereket, a
klasszikus MES-alapú sógradienst, valamint az általunk kifejlesztett MES/DAP szimultán
pH- és sógradienst. A klasszikus sógradiens A-eluense 10 mM MES (pH=6,0), a B-eluens
10 mM MES és 0,25 M NaCl (pH=6,0) vizes oldata. Szimultán pH- és sógradiens esetében
az A-eluens 20 mM MES és 20 mM DAP 90:10 arányú keveréke volt (pH=5,6), míg a
B-eluens 30:70 arányban tartalmazta a két összetevőt, valamint 30 mM NaCl-ot (pH=9,9).

A pH-válasz online vizsgálatához a kereskedelmi forgalomban kapható puffereket,
az oszlopok teszteléséhez is használt MES/DAP rendszert és a citromsav/CHES+NaOH
mozgófázist választottam. Utóbbi esetben az A-eluens 10 mM citromsavat, 10 mM CHES-
t és 12,5 mM NaOH-ot vagy KOH-ot tartalmazott, míg a B-eluens 20 mM CHES-t és
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12,5 mM NaOH-ot vagy KOH-ot. A gradiens program mind a négy esetben lineáris 0-
100 % B volt különböző gradiens időkkel (tG = 10,20,30 perc). A gradiens program előtt
az oszlopot az A-eluenssel 3 percig mostam, majd a program végén a B-eluens arányát
3 percig 100 %-on tartottam. Az alkalmazott gradiens program a 10 perces gradiens idő
esetében az 5. táblázatban látható.

A tömegspektrométer kompatibilis mozgófázis fejlesztéshez az alacsony ionerősségű
A-eluens 10 mM ammónium-acetát és 10 mM esetsav keveréke (pH∼5,2), míg a B-eluens
ammónium-acetát és ammónium-karbonát különböző koncentrációjú (az egyes összete-
vőkre 10 mM, 25 mM, 50 mM és 100 mM) elegye, így összesen tizenhat pufferösszetétel
kombinációt vizsgáltam.

5. táblázat. Az alkalmazott gradiens program 10 perc gradiens idő esetében.

Idő (perc) A-eluens % B-eluens %
0 100 0
3 100 0
13 0 100
16 0 100
17 100 0

A pH-választ lépcsőzetes gradiens esetén is vizsgáltuk 3 perc hosszú izokratikus szeg-
mensekkel 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 és 100 % B-eluens összetételnél, az egyes
lépések között 0,01 perces gradiens lépcsőket alkalmazva. A térfogatáram 0,8 mL/perc
volt. A pH-válasz görbék ábrázolásakor figyelembe vettem az oszlopok holttérfogatát és a
gradiens késési térfogatot.
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3. Eredmények

3.1. Mozgófázis fejlesztés

3.1.1. A mozgófázisok pH-válaszai

A kationcsere-kromatográfia során kialakított pH-gradiens hatására a mAb-ok nettó
töltése a funkciós csoportok deprotonálódása miatt változik. Mivel a fehérjék pI értéke
széles tartományt fed le, fontos, hogy az alkalmazott pH-gradiens is széles tartományban
változzon. Munkám során olyan egyszerű, két komponensből álló alternatív pufferrend-
szereket dolgoztam ki, amelyek az elválasztáshoz szükséges pH-tartományt biztosítani
tudják. A pH-válasz kezdeti vizsgálataihoz olyan komponenseket választottam, amelyek
biológiai és gyógyszeripari gyakorlatban elterjedtek. A komponensek koncentrációi, a
leadott/felvett hidrogénionok száma és a protonálódási állandói ismeretében a különböző
pufferrendszerekkel elérhető pH-tartomány és pH-válasz az alábbi egyensúlyok figyelembe
vételével kiszámítható. A mozgófázisban az n számú pozitív töltéssel rendelkező Bn bázis
által történő hidrogénion (H+) felvételével az alábbi protonálódási egyensúlyok alakulnak
ki:

B+H+ K1

 BH+ (18)

BH++H+ K2

 BH2+

2 (19)

Ha a rendszer a kétértékű bázis mellett egyértékű savat (HA) is tartalmaz, akkor a
töltésegyensúly értelmében a mozgófázisbeli pozitív és negatív töltések mennyiségének
meg kell egyeznie:

[H+]+
n

∑
i=1

i · [BHi+
i ] = [OH−]+

m−1

∑
j=0

(m− j)[H jA
m− j] (20)

ahol n és m a bázis, illetve a sav által maximálisan felvehető protonok száma.

A hidroxidion koncentráció kifejezhető a vízionszorzat és a hidrogénion koncentráció
hányadosaként:

[OH−] =
Kv

[H+]
(21)

A (20) egyenletet a hidrogénion koncentrációra megoldva a pH kiszámítható. Az
előzetesen meghatározott pH-válasz alapján kiválasztott legalkalmasabb puffereket ké-
szítettem el és a bázikus tag arányát 0-100 % között 10 %-onként változtatva felvettem
a rendszer pH-válaszát. A 20-20 mM koncentrációjú pufferrendszerek (MES/piperazin,
citromsav/DAP, MES/DAP, citromsav/imidazol,MES/imidazol, citromsav/CHES+NaOH),
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13. ábra. A különböző pufferrendszerek pH-válasza a bázikus eluens térfogatarányának
függvényében (folytonos vonal: számított értékek; pontok: mért értékek).

az 50 mM koncentrációjú ammónium-acetát rendszer és a két kereskedelmi forgalomban
kapható pH-gradiens mozgófázis rendszer számított és mért pH-válaszai a 13. ábrán
láthatók.

A 13. ábra alapján elmondható, hogy a számított pH-válaszok jó illeszkedést mutatnak
a mért értékekkel, ami a jövőbeli módszerfejlesztések során megkönnyítheti a megfelelő
pufferkomponensek kiválasztását.

A MES/piperazin rendszerben a MES egy gyakran használt pufferkomponens a CEX
elválasztásokhoz sógradiens módban és a mozgófázis pH-jának 6-ra történő beállításá-
hoz. Protonálódási állandója (pKa=6,27) alapján alkalmazható kationcserés elválasztások
kiindulási puffereként. A piperazin szintén egy gyakori pufferkomponens pH-gradiens
kialakításakor (pKa=9,73). Ezzel a pufferrendszerrel 4,5-11 közti pH-tartományt lehet
kialakítani, azonban a pH-válasz nem lineáris: pH=6,5 (40 % piperazin) és pH=9,5 (60 %
piperazin) között egy meredek emelkedő szakasz figyelhető meg.

A MES/imidazol rendszerben az imidazol amfoter karakterű vegyület (pKa ∼7,0 és
14,5), CEX elválasztások során gyakran használt mozgófázis összetevő. A kereskedelmi
forgalomban kapható CX-1 puffer (Thermo) is tartalmaz imidazolt, ennek ellenére a
MES és imidazol kombinációját még nem alkalmazták mozgófázisként. A rendszer a
5 ≤ pH ≤ 8 tartományban lineáris választ ad, ami főleg a kevésbé bázikus karakterű
mAb-ok elválasztásakor jelenthet előnyt.

Az imidazol a pH-tartomány kibővítése érdekében kombinálható egyéb savakkal is,
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például citromsavval. A citromsav egy 3 funkciós szerves sav, pKa értékei 3,13; 4,76 és
6,40. A két vegyület párosításával a 2,5 ≤ pH ≤ 9,4 tartományban folytonos, konvex
pH-választ lehet előállítani, ami megfelelő elválasztást biztosíthat a savasabb antitestek (pl.
panitumumab) és savas fúziós fehérjék (pl. abatacept) esetében.

Citromsav/CHES: a CHES (pKa=9,3) szintén egy gyakran használt pufferkomponens
fehérjék ioncserés és elektroforetikus elválasztásához. A citromsav/imidazol rendszerhez
hasonló pH-választ biztosít. A CHES-t tartalmazó B-eluenshez nátrium-hidroxidot adva a
pH-tartomány felső határa megemelhető (2,5 ≤ pH ≤ 10).

Citromsav/DAP: a DAP fehérjék elválasztásához ritkán használt komponens, de a CEX
elválasztások hatékonyságát növelheti. A DAP egy kétfogú diamin, 7,9 és 9,7 pka érté-
kekkel rendelkezik, valamint megfelelő pufferkapacitással a 7≤ pH≤ 10,5 tartományban.
Citromsavval való kombinálása széles pH-tartományt (2,5< pH< 11) lefed jó pufferka-
pacitással. Ezen tulajdonságai alapján alkalmas jelölt lehet egy általános puffernek CEX
elválasztások esetében. A gyakorlatban a pH-válasza az összetétel függvényében egy
enyhe szigmoid görbét ad, aminek pH∼7-nél inflexiós pontja van.

MES/DAP: a mAb-ok elválasztásakor gyakran a szűk pH-tartomány a célravezetőbb,
ezért vizsgáltuk citromsav helyett a MES és a DAP kombinációját. A MES/DAP rendszer
pH-válasza enyhén konkáv a 4,4≤ pH≤ 11 tartományban.

Az illékony pufferek közül az ammónium-acetátot teszteltük, ami alkalmas CEX
elválasztásokat követő közvetlen MS detektáláshoz [115]. A rendszer pH-válasza egy
szigmoid görbe, melynek inflexiós pontja pH∼7-nél található.

3.1.2. A különböző mozgófázis rendszerek kromatográfiás vizsgálata

A csúcsalakok és az elúciós ablak tanulmányozása érdekében intakt mAb-ok (dara-
tumumab, bevacizumab, panitumumab, pertuzumab és rituximab) retenciós viselkedését
vizsgáltam hét különböző pufferrendszer esetében pH-gradiens és szimultán pH- és só-
gradiens alkalmazásával (2.5. fejezet). A pufferek 10, 20 és 50 mM koncentrációban
tartalmazták a komponenseket, szimultán pH- és sógradiens esetben 150 mM NaCl-ot
adtam a B-eluenshez. A kezdeti mérések során általános lineáris gradienst alkalmaztam
(0-tól 100 % B 10 perc alatt), 0,8 mL/perc áramlási sebesség és 25 °C oszlophőmérséklet
mellett. A mérésekhez a YMC BioPro SP-F (100×4,6 mm, 5 µm) oszlopot használtam.

A vizsgált mozgófázisok közül a MES/DAP, citromsav/CHES és az ammónium-acetát
adott elfogadható csúcsalakot, a többi esetben hasadt vagy torzult csúcsok figyelhetők
meg. Néhány esetben a mAb-ok a gradiens program legvégén eluálódtak annak ellenére,
hogy pI-jük kisebb, mint a mozgófázis végső pH-ja (feltételezhetően a nem megfelelő
pufferkapacitás miatt). A 14. ábrán a bevacizumab kromatogramjai láthatók MES/DAP,
citromsav/CHES és ammónium-acetát, valamint összehasonlítás céljából standard só- és
pH-gradiens pufferrendszerekkel. Az általam vizsgált mozgófázisok szimultán pH- és
sógradienssel felvett kromatogramjait is feltüntettem (150 mM NaCl a B-eluensben).
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14. ábra. Az intakt bevacizumab kationcsere kromatogramjai a különböző pufferrendsze-
rekkel a YMC BioPro SP-F oszlopon.

Ahogy a 14. ábrán látható, a vizsgált pufferrendszerek hasonló retenciót és csúcsalakot
biztosítanak, mint a hagyományosan használt só- és pH-gradiens pufferek, különbség
csak a savas (fő csúcs előtti) csúcsok szelektivitásában van. Ugyan a MES/DAP rendszer
esetében nagyobb a retenció és szélesebbek a csúcsok, de a szelektivitása jobb, így néhány
bázikus forma is elválasztható (ellentétben a klasszikus pufferekkel). A NaCl MES/DAP
rendszerbe történő adagolásával a növekvő kation koncentráció miatt fókuszáló hatás lép
fel, ami a csúcsalak javulását és a retenció csökkenését okozza. Az így kapott elválasztás
nagyon hasonló a klasszikus pufferekkel kapottakhoz, így ez a rendszer jó alternatíva lehet
mAb-ok kationcserés elválasztásához.

A citromsav/CHES rendszer jelentős visszatartást és gyenge szelektivitást mutat. A kon-
centráció 20 mM-ról 50 mM-ra való növelésével a retenció csökkenthető, de a szelektivitás
nem javul (a savas és bázikus csúcsok nem választhatók el). A B-eluens NaCl-tartalmának
folyamatos növelésével már 20 mM koncentráció esetében is javul a savas és bázikus
formák elválasztásának szelektivitása, valamint a retenció is csökkenthető. Ennek megfele-
lően a citromsav/CHES rendszer is alkalmas lehet mAb-ok elválasztásához szimultán pH-
és sógradiens módban.

Az ammónium-acetát rendszerrel ilyen összetétel esetében sem sógradiens nélkül, sem
sógradiens alkalmazásával nem valósítható meg a savas és bázikus variánsok elválasztása
a fő komponenstől, azonban tömegspektrométer-kompatibilitása miatt szerepe lehet a
monoklonális antitestek karakterizálásában.

A megfelelő pH-tartomány kialakítása érdekében a pH-válasz figyelembe vételével
meghatároztam az A- és a B-eluens szükséges összetételét az egyes pufferrendszerek
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esetében. A MES/DAP rendszer A-eluense 20 mM MES és 20 mM DAP keveréke volt
MES/DAP=80/20 arányban (pH∼6,2), míg a B-eluens MES/DAP=20/80 (pH∼10,2).
Citromsav és CHES esetében az A-eluens 30:70 arányban tartalmazta a két komponenst
(pH∼10). Az ammónium-acetát rendszer A-eluense 50 mM ammónium-acetát mellett
ecetsavat (pH∼5,5), míg a B-eluens 50 mM ammónium-acetátot és a pH∼10-re történő
emelése miatt NaOH-ot tartalmazott.

A következőkben vizsgáltam a három kiválasztott pufferrendszer (MES/DAP pH-
gradiens, MES/DAP szimultán pH- és sógradiens és citromsav/CHES szimultán pH- és
sógradiens) szelektivitását és elúciós ablakát öt terápiás antitest elválasztása esetében (15.
ábra).

Az egyes monoklonális antitestek a pI-jüknek megfelelő sorrendben eluálódtak a
Thermo, a MES/DAP pH-gradiens és a citromsav/CHES szimultán pH- és sógradiens puf-
ferekkel történő elúció esetében. Ezek közül a MES/DAP pH-gradiens módszerrel érhető
el a legjobb szelektivitás és a legszélesebb elúciós ablak. Ez a viselkedés érthető, hiszen
ez az egyetlen olyan rendszer a vizsgáltak közül, amely kizárólag pH-gradienst alkalmaz.
Fontos megjegyezni, hogy ugyan a kereskedelmi forgalomban kapható pH-gradiens puffer
(Thermo CX-1) lineáris pH-gradienst biztosít, tartalmaz NaCl-ot és NaOH-ot is, amik kat-
ioncserélő folyamatban ellenionokként vesznek részt az elválasztási folyamatban. A 15.c)
és d) ábrát (tiszta pH és szimultán pH- és sógradiens MES/DAP rendszerrel) összehason-
lítva látható, hogy só hozzáadásával a szelektivitás drasztikus csökkenése és az elúciós
sorrend megváltozása érhető el. Mivel a szimultán pH- és sógradiens alkalmazásával tágul
a vizsgálható körülmények köre, így több lehetőség nyílik a szelektivitás és a felbontás
javítására.

Bár a kationcsere-kromatográfiás elválasztás során a fehérjék többé-kevésbé az izoelekt-
romos pontjaiknak megfelelő sorrendben eluálódnak, korábbi tanulmányok azt mutatják,
hogy az elúciós sorrend nem követi szigorúan a pI-értékeket [81]. Hozzá kell tenni azonban,
hogy a pI meghatározása aminosav sorrenden vagy kapilláris izoelektromos fókuszálásos
(cIEF) méréseken alapul denaturáló körülményeket alkalmazva. Így a nem denaturáló,
intakt fehérjéket vizsgáló CEX elválasztás körülményein megfigyelhető retenció nem
feltétlenül korrelál a mért pI értékekkel. Ebben az esetben a látszólagos pI kifejezés jobban
helytálló. Fontos továbbá megjegyezni, hogy a pI elvileg megegyezik a mozgófázis elúciós
pH-jával, de a fehérje ilyenkor még hordozhat pozitív és negatív töltéseket, még ha a nettó
töltése nulla is. Ennek megfelelően vonzó és taszító kölcsönhatás is kialakulhat az állófá-
zissal, ami a retenció növekedését, illetve csökkenését okozza. Másik fontos különbség,
hogy elektroforetikus módszereket alkalmazva a felületen levő és a nem hozzáférhető
töltések is befolyásolják az elektromos erőtérben való vándorlás sebességét, addig az
ioncsere-kromatográfiában csak a felületi töltések játszanak szerepet a retencióban. Utóbbi
esetben másodlagos hidrofil kölcsönhatások is befolyásolhatják a fehérjék megkötődését.
A fehérjék felületi töltéseloszlása magyarázatul szolgálhat a pI és az elúciós pH közti
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(a) Sógradiens (b) Thermo puffer

(c) MES/DAP pH-gradiens (d) MES/DAP pH+sógradiens

(e) Citromsav/CHES pH+sógradiens

15. ábra. Az intakt mAb-ok kationcserés kromatogramjai a klasszikus só-gradienssel (a),
valamint a Thermo pH-gradiens (b), MES/DAP pH-gradiens (c), MES/DAP
szimultán pH- és sógradiens (d) és citromsav/CHES szimultán pH- és sógradiens
(e) pufferekkel.

különbségre [128].
A kationcserés elválasztások során szükség van közel lineáris pH-gradiensre a fehérjék

töltésállapotának folyamatos változtatásához. Ennek a követelménynek a MES/DAP puf-
ferrendszer megfelelni látszik. A mozgófázis rendszer másik előnye, hogy a nagy kihívást
jelentő, savas panitumumab (pI = 6,8) esetén is jó szelektivitás érhető el. A 15. ábrán az is
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látható, hogy a különböző pufferrendszerekkel eltérő szelektivitás és elúciós sorrend ta-
pasztalható, ezért alkalmasak lehetnek a kezdeti módszer-feltérképezések során különböző
körülmények tesztelésére. A mAb-ok természetétől függően a MES/DAP és a citrom-
sav/CHES rendszer is jobb szelektivitást biztosít, mint a gyakran használt pufferek. Például
rituximab bázikus formái ezen pufferrendszerek szimultán pH- és sógradiens verziójával
jobban elválaszthatók. Megállapítható tehát, hogy a MES/DAP és a citromsav/CHES
megfelelő alternatív puffernek bizonyul mAb-ok CEX elválasztásához, mivel mindkettő
éles csúcsokat és jó szelektivitást mutat.

3.1.3. Retenció modellezése és módszer optimalizálás

Egy általános módszerfejlesztési folyamat során a szelektivitás szempontjából leg-
fontosabb paraméterek hatásának egyidejű vizsgálata történik az előzetesen kiválasztott
analitikai oszlopon. Következő lépésként a kiválasztott MES/DAP rendszer kationcse-
rés elválasztásban való alkalmazhatóságát vizsgáltam. Intakt mAb-ok (obinutuzumab,
daratumumab és rituximab) esetében tanulmányoztam a B-eluens sókoncentrációjának
(cs), a gradiens meredekségének (gradiens idő, tG) és a mozgófázis hőmérsékletének (T )
hatását a retenciós tulajdonságokra. Az egyes paraméterek hatásának vizsgálatához öt
gradiens idő (8, 12, 16, 20 és 24 perc), öt sókoncentráció (0, 20, 60, 100 és 150 mM) és öt
mozgófázis hőmérséklet (25, 30, 35, 40 és 45 °C) értéknél határoztam meg az antitestek
retenciós idejét. Az A-eluens összetétele 90 % 20 mM MES és 10 % 20 mM DAP, míg
a B-eluensé 30 % 20 mM MES és 70 % 20 mM DAP. Az így kialakított pH-gradiens az
5,6 - 9,9 pH-tartományt fedte le. Méréseim során csak a gyakorlati szempontból hasznos
tartományt vizsgáltam, ahol a körülmények alkalmasak lehetnek mind az intakt fehérjék,
mind az alegységek eluálására. Az egyes paraméterek hatásának vizsgálatára létrehoztam
a retenciós idő vs. gradiens idő, retenciós idő vs. sókoncentráció és retenciós tényező vs.
hőmérséklet ábrákat.

A gradiens meredekség (a gradiens idő (tG) reciproka) hatásának vizsgálatát intakt anti-
testek retenciós idejének mérésével végeztem 25 °C hőmérséklet és 20 mM sókoncentráció
esetén (16. ábra). A B-eluens hőmérsékletétől és sókoncentrációjától függetlenül a reten-
ciós idő és a gradiens idő között mindig lineáris kapcsolat (szaggatott vonal) figyelhető
meg (lineáris gradiens profil mellett), így ezt a paramétert módszertervezéskor elegendő
2 értéken vizsgálni. Ez a trend előrevetíti a gyakran használt lineáris oldószer erősségi
modell (Linear Solvent Strength, LSS) alkalmazhatóságát. Fekete és mtsai már korábban
publikáltak hasonló viselkedést pH- vagy sógradienst alkalmazó kationcserés elválasztások
során [81, 89, 129].

A retenciós időket a B-eluens sótartalmának függvényében (adott tG mellett) ábrázolva
(17. ábra) a pontokra hiperbolikus görbe illeszthető (szaggatott vonalak), így ezt a para-
métert három ponton szükséges vizsgálni módszerfejlesztéskor. A megfigyelt görbe egy
gyakran előforduló jelenséget igazol az ioncserés elválasztások során, valamint normálfá-
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16. ábra. Retenciós idő változása a gradiens idő függvényében (T = 25 °C, cNaCl = 20 mM.)

zisú és HILIC elválasztások esetében is. A szakirodalomban adszorpciós, vagy log-log
modellként is emlegetik [130, 131], illetve gyakran helytelenül lineáris oldószer erősségi
modellnek nevezik [132]. A B-eluens sókoncentrációja nagy szerepet játszik a fehérjék
retenciójában, esetenként az elúciós sorrend változása is megfigyelhető. Feltehetőleg minél
nagyobb a sókoncentráció retencióra gyakorolt hatása, annál nagyobb a mAb töltése adott
körülmények között.

17. ábra. A retenciós idő a B-eluens sótartalmának függvényében (T = 25°C, tG = 16 perc).

A 18. ábra a látszólagos retenciós tényezőt (kapp) ábrázolja a hőmérséklet függvé-
nyében a vizsgált három antitest esetében. Lineáris összefüggés figyelhető meg, bár az
alkalmazott hőmérséklet tartomány a fehérjék hőmérsékletre való érzékenysége miatt szűk
volt. Ugyanakkor megállapítható az is, hogy a hőmérsékletnek nincs jelentős hatása sem
a szelektivitásra, sem a csúcsszélességre. Ez arra utal, hogy az ioncsere mellett nem lép
fel hőmérséklet függő kölcsönhatás, pl. adszorpció. A hőmérséklet növelésével a kompo-
nensek kinetikus energiája nő, ezért a deszorpció sebessége nagyobb lesz. Ioncsere során
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18. ábra. A látszólagos retenciós tényező a hőmérséklet függvényében daratumumab,
obinutuzumab és rituximab esetében (tG = 24 perc, cNaCl = 20mM).

azonban az oszlopot elhagyó ion helyét azonnal betölti egy másik ion, így az egyensúly
eredően nem tolódik el.

A három intakt antitest elválasztására épített 5 tG× 5 T × 5 cs kísérletből álló mérésso-
rozat eredményei azt mutatják, hogy a hőmérsékletnek nincs hatása a szelektivitásra és a
felbontásra, ezért állandó, alacsony értéken való tartása ajánlott (pl. 25 °C) a nem dena-
turáló körülmények fenntartása érdekében. A sókoncentráció és a gradiens meredekség
fontos tényezők a retenció és a szelektivitás optimalizálásában. Megállapítható, hogy adott
hőmérsékleten limitált számú mérés (pl. 6 futtatás: 2 tG× 3 cs) elegendő a retenció kellő
pontosságú modellezéséhez (a retenciós idő becslésének átlagos hibája ≤∼5 %-nál).

A szimultán pH- és sógradiens elúciós módszerről elmondható, hogy a két gradiens
típus összevonásával lehetőségünk nyílik a szelektivitás változtatására és csúcsfókuszáló
hatás elérésére. A kombinált módban az elúció alapja egyrészt a só kiszorító hatása,
másrészt a vizsgálandó molekula töltésállapotának megváltoztatása.

Az előzetes kísérletek alapján a tG és cs bizonyult a leglényegesebb változóknak a
szelektivitás növelése és a felbontás optimalizálása tekintetében mAb-ok szimultán pH-
és sógradienst alkalmazó elválasztása esetében. A sókoncentráció szelektivitásra és elú-
ciós sorrendre gyakorolt hatását daratumumab, obinutuzumab és rituximab esetében a
tG = 24 perc, T = 25 °C, cs1 = 20mM, cs2 = 60mM, cs3 = 100mM paraméterek alkalmazása
mellett 19. ábra szemlélteti. Kis sókoncentráció ((19.a) ábra) esetén a daratumumab
(1. csúcs) eluálódott elsőként, majd az obinutuzumab (2. csúcs) követte, míg a sókon-
centráció növelésével ((a 19.b) ábra) a két csúcs koelúciója figyelhető meg, végül nagy
sókoncentrációknál a két csúcs elúciós sorrendje megváltozott ((19.c) ábra).

A szükséges számú körülmény meghatározását követően vizsgáltam az emésztett
cetuximab és daratumumab alegységeinek elválasztását. A módszer optimalizáláshoz 6
kezdeti mérésből indultam ki, amelyeket a 20. ábra szemléltet. A hat mérés során a gradiens
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(a) cs1 = 20mM

(b) cs1 = 60mM

(c) cs1 = 100mM

19. ábra. A sókoncentráció hatása a szelektivitásra és az intakt mAb-ok elúciós sorrendjére
a YMC BioPro SP-F (100×4,6mm, 5µm) oszlopon cs1=20mM (a), cs2=60mM
(b), cs3=100mM (c) esetében. Csúcsok: daratumumab (1), obinutuzumab (2) és
rituximab (3).
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20. ábra. A módszeroptimalizálás során alkalmazott hat kezdeti paraméter.

időt 2 szinten (tG1 = 8 perc és tG2 = 24 perc), míg a sókoncentrációt 3 szinten (cs1 = 20 mM,
cs2 = 60 mM és cs3 = 100 mM) változtattam. Az így kapott eredményekből a (6) egyenlet
alapján számítottam ki a felbontástérképet az LSS retenciós modell felhasználásával, ahol
az alkalmazott modell paramétereit a kezdeti kísérletekből illesztéssel határoztam meg. A
felbontástérkép segítségével az elválasztandó csúcsok kritikus felbontása optimalizálható
és további mérésekkel ellenőrizhető.

A kidolgozott általános körülményekkel a legtöbb terápiás fehérje és alegysége eluálha-
tó, még a savas antitestek (pl. panitumumab) is. Ezeket a beállításokat használva a mAb-ok
elúciós sorrendje várhatóan megegyezik a pI értékeik szerinti sorrendjükkel. Továbbá,
az enyhe sógradiensnek köszönhetően csúcsfókuszálás figyelhető meg, így mind savas,
mind bázikus mAb-ok esetében keskeny csúcsok tapasztalhatók (pH-gradiens esetén ez
nem figyelhető meg [97]). A meghatározott optimális paraméterek elválasztásra gyakorolt
hatását daratumumab és cetuximab F(ab′)2 és Fc alegységeinek, illetve töltésvariánsai ese-
tében vizsgáltam. A mérések során az A-eluens 90 % 20mM MES-t és 10 % 20mM DAP-t,
míg a B-eluens 30 % 20 mM MES-t és 70 % 20 mM DAP-t, valamint különböző koncentrá-
ciókban NaCl-ot tartalmazott, így a pH∼5,6 és ∼9,9 között változott. A mérések során
0,8 mL/perc térfogatáramot és 25 °C oszlophőmérsékletet alkalmaztam. Az injektálási
térfogat daratumumab esetében 1 µL, cetuximab esetében 2 µL volt.

Daratumumab alegységek és töltésvariánsainak elválasztása

A hat kezdeti mérésre alapozva kétdimenziós felbontástérkép vehető fel (21. ábra),
amin a meleg színek (piros) azokat a körülményeket jelölik, ahol nagy felbontás érhető el,
míg a hideg színek (kék) esetén gyenge felbontás vagy koelúció figyelhető meg. Ennek
megfelelően két ígéretes tartomány jelölhető ki: az egyik ∼60 mM sókoncentráció és
>30 perc gradiens időnél (OPT1), míg a másik ∼30 mM sókoncentrációnál és 10 perc
≤ tG ≤ 15 perc gradiens időnél (OPT2).
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21. ábra. Kétdimenziós felbontástérkép (tG× cs) daratumumab alegységek elválasztására
a YMC BioPro SP-F oszlopon MES/DAP szimultán pH- és sógradiens alkalma-
zásával. Az optimális körülményeknek megfelelő munkaterületeket az OPT1 és
OPT2 tartományok jelölik.

A 22. ábra a részlegesen emésztett daratumumab alegységek kromatogramját mutatja
az optimalizált körülményeken (OPT2: tG = 13 perc, cs = 30 mM). A szimultán pH- és
sógradiens előnye a szimmetrikus, éles csúcsokban nyilvánul meg. A gyakorlati csúcska-
pacitás (nc, (14) egyenlet) 83-nak adódott (a tG− t0 elúciós ablakban), ami összemérhető
a fordított fázisú elválasztások során elérhető értékkel. Kijelenthető, hogy a MES/DAP
pufferrendszer szimultán pH- és sógradiens módban megfelelő elválasztást biztosít a mo-
noklonális antitestek meghatározása során.

22. ábra. Emésztett daratumumab kromatogramja a MES/DAP pH- és sógradiens
rendszer optimalizált körülményei között (OPT2) a YMC BioPro SP-
F oszlopon. A-eluens: 90 % 20 mM MES + 10 % 20 mM DAP, B-eluens:
30 % 20 mM MES + 70 % 20 mM DAP + 30mM NaCl
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Cetuximab alegységek és variánsainak elválasztása
Az előzőekhez hasonlóan cetuximab esetében is felépítettem a kétdimenziós felbontás-

térképet hat kezdeti mérésre alapozva (23. ábra). Az ábráról leolvasható, hogy az optimális
elválasztáshoz kis sókoncentráció, valamint rövid analízisidő (kis tG) társítható. Fontos
kiemelni, hogy nagy sókoncentrációnál is éles csúcsok jelentkeznek, de a szelektivitás
rosszabb, mint a kisebb értékeknél. Különböző kezdeti és végső mozgófázis összetétele-
ket szimulációval vizsgáltam a DryLab szoftver segítségével (cs = 20 mM és tG = 8 perc),
majd a legígéretesebbeket vizsgáltam kromatográfiás elválasztásokban. Az optimalizálási
folyamat során az emésztett cetuximab csúcsai közül csak a hat legintenzívebbet vettem
figyelembe. A kezdeti B összetétel 15 % fölé történő emelése nem jár további előnyökkel,
ugyanakkor a végső összetétel 70 % alá történő csökkentésével az utoljára eluálódó csú-
csok szelektivitása csökken. Megfelelő elválasztás érhető el 20 mM NaCl-koncentráció
és 8 perces gradiens alkalmazásával 15-70 %B gradiens programmal (OPT ). A 24. ábra
az ezekkel a paraméterekkel elérhető kromatogramot mutatja be. A hat fő töltésvariáns
mellett néhány kevésbé jelentős forma is elválasztható. A retenciós idő becslésének átlagos
hibája 5 % körülinek adódott.

23. ábra. Kétdimenziós felbontástérkép (tG× cs) cetuximab alegységek elválasztására a
YMC BioPro SP-F oszlopon.
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24. ábra. Emésztett cetuximab kromatogramja optimalizált körülmények között (OPT ).

3.1.4. Gradiens program tervezése lineáris pH-válasz kialakításához

Ioncsere-kromatográfia során az ideálisnak tartott mozgófázis-rendszer lineáris pH-
választ biztosít. Az általam vizsgált eluensek közül a MES/DAP és a citromsav/CHES +
NaOH esetében az empirikus pH-válaszok ismeretében lineáris pH-választ nyújtó gradiens
programot dolgoztam ki. A MES/DAP rendszer összetétel-pH görbéjére (25. ábra) polinom
illesztéssel kapott egyenletből kiszámítható az adott pH-k kialakításához szükséges eluens
összetétel.

25. ábra. A MES/DAP eluens rendszer pH-válasza az összetétel függvényében (pontok)
és a pontokra illesztett ötödfokú polinom (szaggatott vonal).

Az illesztett ötödfokú polinom egyenlete:

y = 8,157 ·10−9x5−2,018 ·10−6x4 +1721 ·10−4x3−6,251 ·10−3x2 +0,1734x+4,415
(22)

A (22) egyenletet felhasználva a 4,5≤ pH ≤ 11 tartományban 0,5 pH-egységenként
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26. ábra. Lineáris pH-gradiens kialakításához szükséges eluens összetételek az idő függ-
vényében (fekete pont) és az egyes összetételekhez tartozó pH értékek (piros) a
MES/DAP rendszer esetében.

27. ábra. A citromsav/CHES + NaOH eluens rendszer pH-válasza az összetétel függvé-
nyében (pontok) és a pontokra illesztett polinom (szaggatott vonal).

kiszámíthatók az eluens összetételek, amikből 0-100 % B összetételig terjedő 13 perces
gradiens program alakítható ki. A lineáris gradiens programot (eluens összetétel az idő
függvényében), és az egyes időpontokhoz tartozó pH-t a 26. ábra mutatja be.

A citromsav/CHES + NaOH rendszer esetében hasonlóképpen jártunk el. A mért
pH-válasz pontokra ötödfokú polinomot illesztettünk (27. ábra).

Az illesztett polinom egyenlete:

y =−1,736 ·10−8x5 +3,944 ·10−6x4−2,933 ·10−4x3+

+8,728 ·10−3x2−7,333 ·10−2x+2,527 (23)
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28. ábra. Lineáris pH-gradiens kialakításához szükséges eluens összetételek az idő függ-
vényében (fekete pont) és az egyes összetételekhez tartozó pH értékek (piros) a
citromsav/CHES + NaOH rendszer esetében.

A (23) egyenletet felhasználva 2,5 ≤ pH ≤ 10 pH-tartományban 0,5 pH értékenként
kiszámítottam az egyes pH értékekhez tartozó eluens összetételt, ami alapján egy 15 perces
gradiens programot állítottam fel. A gradiens programban eltelt időkhöz tartozó eluens
összetételt és pH-t a 28. ábra szemlélteti.

A 26. és a 28. ábrákon látható, hogy az így kialakított módszerrel lineáris pH-választ
eredményező gradiens program alakítható ki. A módszer elvileg bármelyik pufferrendszer-
re alkalmazható, ennek igazolása további vizsgálatokat igényel.

3.2. Illékony pufferrendszer az MS detektáláshoz

A monoklonális antitestek karakterizálása gyakran tömegspektrometriás csúcsazonosí-
tást igényel. Az ioncsere-kromatográfia során használt hagyományos pH- és sógradiens
módszerek mozgófázisai azonban nem kompatibilisek az MS detektálással. Ammónium-
acetát és ammónium-karbonát alapú mozgófázis rendszereket a közelmúltban alkalmaztak
IEX-MS mérésekhez, de az eluens összetételének csúcsalakra és retencióra gyakorolt
hatásának szisztematikus vizsgálatát nem tanulmányozták [116]. Munkám ezen részének
célja az ionerősség, pufferkapacitás és pH-válasz vizsgálata a retenciós tulajdonságok és a
csúcsalak tekintetében.

3.2.1. Az optimális illékony puffer összetétel meghatározása mAb-ok elválasztásához

A szakirodalomban különböző eredményeket olvashatunk a pH, ionerősség, pufferka-
pacitás és vezetőképesség-válasz vizsgálatára néhány illékony mozgófázis (pl. ammónium-
acetátot, ecetsavat, ammónium-bikarbonátot és ammónium-hidroxidot tartalmazó rendsze-
rek) módszerfejlesztése kapcsán. A méréseket megelőzően insilico számításokat végeztem
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az ammónium-acetát, ecetsav és ammónium-karbonát tartalmú rendszer pufferkapacitá-
sának és pH-válaszának becslésére. A pufferkapacitás és a pH-válasz számolását min-
den puffer összetétel esetében a savas és bázikus alkotók anyag- és töltésmérlegének
((20) egyenlet) figyelembe vételével az általunk írt Python programmal végeztem. Számí-
tásaim során az A-eluens 10 mM ammónium-acetát és 10 mM ecetsav, a B-eluens 50 mM
ammónium-acetát és 50 mM ammónium-karbonát volt. A B-eluens összetételének függ-
vényében kapott pH-válasz és pufferkapacitás görbék a 29. ábrán láthatók. A pH-válasz
egy kisebb törésponttól eltekintve közel lineárisnak tekinthető, míg a pufferkapacitás
csak 20 % B-eluens összetételnél csökken le némileg, ettől eltekintve közel állandónak
mondható. Ezek alapján az ammónium-acetát/ammónium-karbonát megfelelő mozgófázis
rendszernek bizonyul a pH-gradiens elválasztásokhoz.

29. ábra. Az ammónium-acetát/ammónium-karbonát rendszer pH-válasza (kék) és puffer-
kapacitása (narancssárga) a B-eluens összetételének függvényében.

A továbbiakban az A-eluens összetételélének állandósága mellett (10 mM ammónium-
acetát és 10 mM ecetsav) a B-eluensben az ammónium-acetát és az ammónium-karbonát
koncentrációját 10 mM és 100 mM tartományban változtattam. Az így kialakított 16 puffer
összetétellel kapott retenciót, szelektivitást és csúcsalakot három intakt mAb (bevacizumab,
daratumumab és rituximab) injektálásával vizsgáltam. A méréseket az 50×2 mm Thermo
ProPac Elite WCX gyenge kationcserélő oszlopon végeztem. Átfogó gradiens programot
alkalmaztam (0-100 % B) 10 perces gradiens idő mellett. Az ionerősség retencióra gya-
korolt hatásának jellemzéséhez a bevacizumab látszólagos retenciós tényezőjét (kapp) a
B-eluens ammónium-acetát és ammónium-karbonát koncentrációja függvényében ábrázol-
tam (30. ábra) a gradiens késési idő figyelembe vételével.

A várakozásoknak megfelelően az ammónium-karbonát koncentrációja jobban be-
folyásolja a retenciót, mint az ammónium-acetáté. A karbonát (CO2−

3 ) kétszer annyi,
ellenionként viselkedő ammónium-iont tartalmaz, mint az acetát (CH3COO−). Például a
10 mM ammónium-acetát és 100 mM ammónium-karbonát összetételű B-eluens esetében
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30. ábra. A bevacizumab látszólagos retenciós tényezője a B-eluens ammónium-acetát és
az ammónium-karbonát koncentrációjának függvényében.

a kapp=12,6, míg 100 mM ammónium-acetát és 10 mM ammónium-karbonát összetételnél
csaknem kétszer akkora, kapp=24,1 értéket kapunk. Ugyanakkor az ammónium-karbonát
szükséges a kellően magas pH eléréséhez, az ammónium-acetát pedig a közel lineáris
pH-válaszért és a megfelelően magas pufferkapacitásért felelős.

A retenciós idők (lsd. Függelék 2. táblázat) alapján kiszámítottam a bevacizumab-
daratumumab és a daratumumab-rituximab párok szelektivitását az alábbi egyenleteknek
megfelelően, majd ábrázoltam őket a B-eluens összetételének függvényében (31. és
32. ábra)

α1 =
tdaratumumab− t0

t0
/

tbevacizumab− t0
t0

(24)

α2 =
trituximab− t0

t0
/

tdaratumumab− t0
t0

(25)

A 31. és 32. ábrák alapján megállapítható, hogy a bevacizumab és a daratumumab
kisebb koncentráció tartományban választható el megfelelő szelektivitással, míg a daratu-
mumab és a rituximab esetében a magasabb tartományok a kedvezőbbek. A szelektivitást
az ammónium-karbonát koncentráció mindkét antitest pár esetében jobban befolyásolja,
mint az ammónium-acetát koncentráció. A tömegspektrometria-kompatibilitás érdekében
az ionkoncentrációt érdemes minél alacsonyabb értéknek megválasztani.

Az ammónium-karbonát csúcsfókuszáló hatásának köszönhetően lehetőséget nyújt a
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31. ábra. A bevacizumab és a daratumumab elválasztási szelektivitása az ammónium-
acetát és az ammónium-karbonát koncentráció függvényében.

32. ábra. A daratumumab és a rituximab elválasztási szelektivitása az ammónium-acetát
és az ammónium-karbonát koncentráció függvényében.
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33. ábra. A bevacizumab kationcsere-kromatogramjai különböző összetételű B-eluens
alkalmazásakor.

szelektivitás változtatására a szimultán pH- és sógradiens rendszerben. Az elúciót így két
folyamat váltja ki: a komponens oszlopról történő leszorítása a sókoncentráció növelésével,
valamint a fehérjék töltésének csökkentése a pH növelése által. Az ammónium-karbonát
koncentráció retencióra gyakorolt hatását a 33. ábra kromatogramjai szemléltetik.

A 33. ábra alapján elmondható, hogy a sókoncentráció nem csak a retencióra, hanem
a szelektivitásra és a csúcsterületre is hatással van. A B-eluensbe 10 mM ammónium-
karbonátot rakva kis területű, éles csúcsot kapunk, mert a mozgófázis ionerőssége nem
elég nagy a komponensek eluálásához (lásd 34. ábra). A fő csúcs mellett a savas és bázikus
variánsok nem különböztethetők meg. A sókoncentráció növelésével a csúcs mérete
(magassága és területe) nő, szép csúcsalakot kapunk, ami után bázikus komponensek
találhatók. A legjobb szelektivitást az 50 mM ammónium-acetát és 50 mM ammónium-
karbonát tartalmú mozgófázissal érhető el.

A meghatározott optimális körülményeket felhasználva tömegspektrometriás méréseket
végeztem. Erre a célra a készülékünk korlátozott érzékenysége (<2000 m/z) miatt inzulint
használtam mintakomponensnek, ami detektálhatósága mellett alkalmas az esetleg keletke-
ző, nagyfokú töltéssel rendelkező ionok kimutatására. A mérésekhez a Thermo ProPac
Elite WCX 150×4 mm méretű oszlopot használtam. A gradiens program 10-100 % B
között változott, az alkalmazott gradiens idő 10 perc volt. Az ezekkel a beállításokkal
teljes ionáram módban kapott kromatogram (TIC) a 35. ábrán látható, a tR = 4,7 percnél
kapott tömegspektrum pedig a 36. ábrán.
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34. ábra. A bevacizumab különböző B-eluens összetételeknél mért elúciós ionerőssége.

Az inzulin móltömege (M = 5733,49 g/mol) és a tömegspektrum alapján látható, hogy
a két legnagyobb intenzitású töltésállapot az inzulin [I] 4 és 5 hidrogénion felvételével
keletkező [I + 4 H]4+ az m/z = 1434 értéknél és [I + 5 H]5+ az m/z = 1147 értéknél. Ezek
mellett jelen van a 6 és 7 hidrogéniont hordozó [I + 6 H]6+ az m/z = 956 értéknél és az
[I + 7 H]7+ az m/z = 820 értéknél, valamint kis intenzitással az[I + 3 H]3+ az m/z=1911
értéknél. A háromnál kevesebb töltést hordozó molekula detektálására a készülék érzé-
kenysége miatt nincs lehetőség, hétnél nagyobb töltésű komponensek nincsenek jelen a
tömegspektrumon. Ez alapján azt mondhatjuk, hogy az ammónium-karbonát tartalmú
eluens nem okozza a nagyszámú töltésállapot kialakulását (szemben a bikarbonátot tartal-
mazó rendszerrel [118]).
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35. ábra. Az inzulin teljes ionáram detektálás módban kapott kromatogramja (TIC).

36. ábra. Az inzulin tömegspektruma tR =4,7 percnél.
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3.3. Állófázis tesztelés

A mozgófázisok vizsgálatát követően tanulmányoztam a legújabb kationcserés állófázi-
sokat retenciós tulajdonságuk és hatékonyságuk tekintetében. A kereskedelmi forgalomban
kapható kationcserélő oszlopok szilikagél vagy sűrűn keresztkötött vinil-aromás polimer
szemcsék, amik felületén hidrofil polimer réteg található. A szemcsék nem porózusak,
így az anyagátadási folyamatok miatt kialakuló sávszélesedés kiküszöbölhető, valamint
a hidrofil réteg által a fehérjék kizárhatók az állófázis felületi rétegéből (a másodlagos
kölcsönhatások minimalizálhatók). A 2015-ben forgalomban levő oszlopok tulajdonságait
Fekete és mtsai tanulmányozták [10]. 2018-2019-ben három oszlop jelent meg a piacon
(BioZen WCX, ProPac Elite WCX és BioResolve SCX mAb), melyek tulajdonságait a
mozgófázis fejlesztéshez használt, jól bevált BioPro SP-F oszlopéval vetettem össze. Az
oszlopok tulajdonságait a 4. táblázat tartalmazza. Eluensként a Thermo CX-1, Waters
BioResolve CX és az általam kidolgozott MES/DAP pufferrendszereket választottam, és
vizsgáltam nyolc intakt mAb és három IdeS emésztett mAb alegységeinek retencióját
széles pI-tartományban.

3.3.1. A retenciós tulajdonságok vizsgálata

Az egyes oszlopok visszatartásának tanulmányozásához meghatároztam a vizsgálat an-
titestek látszólagos retenciós tényezőjét (kapp) az egyes oszlopokon és összehasonlítottam
a BioPro SP-F oszlopon kapottakkal. Így az oszlopok típusa (erős vagy gyenge kation-
cserélő) összefüggésbe hozható a mAb-ok és alegységeinek megkötődésével, valamint
lehetőség adódik az oszlopok közvetlen összehasonlítására.

A 37. ábra alapján elmondható, hogy a vizsgált oszlopok közül az erős kationcserélő
BioResolve SCX mAb mutatja a legnagyobb visszatartást mind a négy pufferrendszerrel, a
gyenge kationcserélő BioZen és ProPac Elite WCX oszlopok visszatartása a referencia
oszlopénál kisebb. A tendencia összefüggésbe hozható a szemcsemérettel is. Ugyan mind-
egyik oszlop nem porózus szemcséket tartalmaz, a legkisebb szemcsékkel (3 µm) töltött
BioResolve SCX mAb nagyobb fajlagos felülettel rendelkezik, amint az azt követő YMC
BioPro SP-F és Thermo ProPac Elite WCX (5 µm). A legkisebb retenció a legnagyobb
szemcséket (6 µm) tartalmazó BioZen oszlopon figyelhető meg. A gömb fajlagos felülete
fordítottan arányos a gömb sugarával (As,gmb = 3/rgmb), így a 6 µm szemcsék fajlagos
felülete a 5/3-szor nagyobb, mint az 5 µm nagyságú szemcséké. Az oszlopok felülete és a
komponensek retenciója fordítottan arányos az oszlop teljes porozitásával [133]. Ennek
megfelelően a legnagyobb szemcsével töltött BioZen oszlop porozitása a legnagyobb, és
ezen tapasztalható a legkisebb retenció is. Ha azonos visszatartást szeretnénk elérni a
különböző kolonnákon, akkor a kis retenciójú oszlopok esetében érdemes a mozgófázis
erősségét (pH vagy sótartalom) növelni, nagy retenció esetén pedig csökkenteni.
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(a) Klasszikus sógradiens (b) Thermo CX-1 pH-gradiens

(c) BioResolve CX pH-gradiens (d) MES/DAP pH- és sógradiens

37. ábra. A terápiás mAb-ok látszólagos retenciós tényezőjének összehasonlítása sógra-
diens (a), pH-gradiens (b, c) és MES/DAP szimultán pH- és sógradiens (d)
alkalmazásával.
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A YMC BioPro SP-F oszlopot alapul véve meghatároztam a relatív retenció (rr)
értékeket a 14 csúcsra kapott látszólagos retenciók átlagolásával. Az így kapott rr értékeket
a 6. táblázat tartalmazza. A sógradiens és a Thermo CX-1 puffer hasonló relatív retenciót
ad az egyes oszlopokkal. A BioResolve CX és a MES/DAP rendszer esetében jelentős
csökkenés figyelhető meg az rr értékekben, különösen a BioZen és a ProPac oszlopokon.
Ebből is adódik, hogy módszerfejlesztéskor az álló- és mozgófázist együtt kell figyelembe
venni.

6. táblázat. A vizsgált oszlopok relatív retenciója a referencia oszlophoz viszonyítva.

Oszlop Sógradiens Thermo CX-1 BioResolve CX MES/DAP
BioZen 0.88 0.87 0.67 0.54
ProPac Elite WCX 1.00 0.95 0.83 0.64
BioResolve SCX mAb 1.21 1.27 1.32 1.14

3.3.2. A relatív szelektivitás vizsgálata

Az oszlopok relatív szelektivitását vizsgálhatjuk, ha a látszólagos retenciós tényezőket
a mAb-ok elúciójakor mérhető mozgófázis pH függvényében (elúciós pH) ábrázoljuk. Az
elúciós pH-t az előzetesen felvett eluens összetétel szerinti pH-válaszokból határoztam
meg. Az alkalmazott gradiens idő és gradiens program ismeretében az összetétel szerinti
változás átszámítható időbeli változásra. Az így kapott pH vs. idő görbékre illesztett má-
sodfokú egyenlet segítségével az adott retenciós időkhöz tartozó elúciós pH kiszámítható.
A látszólagos retenciós tényezők az elúciós pH függvényében a 38. ábrán láthatók. A
görbékre illesztett lineáris trendvonal meredeksége (s) az egységnyi pH-változásra jutó
retenciós ablakot jelenti, így nagyobb s értékek nagyobb szelektivitásra, felbontásra és
szélesebb retenciós ablakra utalnak.

Megállapítható, hogy általános lineáris gradiensprogram alkalmazásakor a legnagyobb
s értékek a BioResolve oszlopon érhetők el. A MES/DAP rendszer a legkorábban eluálódó
csúcsok esetén is viszonylag nagy retenciót mutat, ami a kis kezdeti ionerősséggel magya-
rázható.
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(a) YMC BioPro SP-F (b) Phenomenex BioZen

(c) Waters BioResolve SCX mAb (d) Thermo ProPac Elite WCX

38. ábra. A látszólagos retenciós tényező az elúciós pH függvényében különböző mozgó-
fázisokkal (CX-1 (kék), BioResolve CX (narancssárga) és MES/DAP (zöld)) a
YMC BioPro SP-F (a), Phenomenex BioZen (b), Waters BioResolve SCX mAb
(c) és a Thermo ProPac Elite WCX (d) oszlopokon.
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(a) YMC BioPro SP-F (b) Phenomenex BioZen

(c) Waters BioResolve SCX mAb (d) Thermo ProPac Elite WCX

39. ábra. A mAb-ok izoelektromos pontja (pI) az elúciós pH függvényében különböző
mozgófázisokkal (CX-1 (kék), BioResolve CX (narancssárga) és MES/DAP
(zöld)) a YMC BioPro SP-F (a), Phenomenex BioZen (b), Waters BioResolve
SCX mAb (c) és a Thermo ProPac Elite WCX (d) oszlopokon.

3.3.3. Az elúciós pH kapcsolata az izoelektromos ponttal

Ahogy előzőleg már említettem, a kapilláris elektroforézissel meghatározott izoelekt-
romos pont szerinti sorrend nem felel meg a kationcsere-kromatográfiával kapott elúciós
sorrendnek. A kationcsere-kromatográfia relatív pI meghatározáshoz való alkalmazha-
tóságát a mAb-ok nominális pI-jének elúciós pH függvényében történő ábrázolásával
vizsgálhatjuk. Az elúciós pH és a mAb-ok pI értékei közötti korrelációt mutatja a 39. ábra.

Az ideális viselkedés akkor valósulna meg, ha pontokra illesztett egyenesek meredek-
sége és az R2 értéke 1, a tengelymetszeté pedig 0 lenne. A legjobb meredekség és R2 a két
gyenge kationcserélő oszlop, a BioZen és a ProPac Elite esetében érhetők el (s=1,04, illetve
1,10 és R2=0,856, illetve=0,898), így ennél a két oszlopnál a tengelymetszetből ered a pI
és az elúciós pH közti különbség. A jelenségből arra lehet következtetni, hogy az állófázis
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és a fehérjék között a mozgófázis pH-jától függetlenül állandó kölcsönhatások lépnek
fel. Az erős kationcserélő oszlopok kisebb meredekséget és nagyobb tengelymetszetet
mutatnak. A 0,80-as meredekség érték pH-függő kölcsönhatásokra és retencióra utal, amit
a másodlagos kölcsönhatások befolyásolhatnak, hiszen az erős kationcserélő csoportok
széles pH-tartományban megtartják negatív töltésüket.

Az egyes oszlopokat megvizsgáltam úgy is, hogy nem mozgófázisonként, hanem
az összes pontra együtt illesztettem egyenest. Az illesztési paramétereket a 7. táblázat
tartalmazza.

7. táblázat. Az összes mérési pontot magába foglaló egyenes illesztés paraméterei a
különböző oszlopok esetében.

Oszlop Tengelymetszet Meredekség R2

YMC BioPro SP-F 1.70 0.80 0.754
Phenomenex BioZen WCX 0.38 1.04 0.856
Waters BioResolve SCX mAb 1.70 0.80 0.835
Thermo ProPac Elite WCX -0.32 1.10 0.898

Az álló- és mozgófázis együttes figyelembe vételének fontosságát a 40. ábrán látható
kromatogramok mutatják. Öt intakt antitest (daratumumab, bevacizumab, trastuzumab,
NIST mAb és rituximab) kromatogramja látható ugyanazon az oszlopon (Thermo ProPac
Elite WCX) különböző eluensekkel: klasszikus sógradiens (a) és MES/DAP szimultán
pH- és sógradiens (b), valamint ugyanazzal az eluenssel (MES/DAP szimultán pH- és
sógradiens) különböző oszlopokon (Thermo ProPac Elite WCX (b) és Waters BioResolve
SCX mAb (c)). A 40.a) és b) ábra kromatogramjai a retenciós sorrendben és a retenciós
ablak szélességében is lényegesen különböznek, bizonyítva, hogy az elúció módja és
az eluens összetétele is befolyásolja a CEX elválasztásokat. A retenciós sorrend és
szelektivitás változtatható akkor is, ha ugyanazt a mozgófázis különböző oszlopokkal
kombináljuk (40.b) és c) ábra).
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(a) ProPac Elite WCX - Klasszikus sógradiens

(b) ProPac Elite WCX - MES/DAP pH- és sógradiens

(c) BioResolve SCX mAb - MES/DAP pH- és sógradiens

40. ábra. Intakt mAb-ok kromatogramja a ProPac Elite WCX oszlopon sógradiens (a)
és MES/DAP szimultán pH- és sógradiens módban (b), valamint a BioResolve
SCX mAb oszlopon MES/DAP szimultán pH- és sógradiens módban (c).
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3.3.4. Az állófázisok hatékonyságának összehasonlítása

A különböző oszlopokon a (14) egyenlet felhasználásával kapott átlagos csúcskapacitás
értékeket az intakt és emésztett mAb-ok esetében a sógradiens és MES/DAP szimultán
pH- és sógradiens alkalmazásával a 41. ábra mutatja be. A meghatározott értékeket a
Függelék 3. táblázata tartalmazza. A csúcsszélesség meghatározását megnehezíti a csú-
csok vállasodása, ami főleg a savasabb mAb-ok (pl. panitumumab, reslizumab) jelentős
heterogenitása következtében a csúcsok részleges felbontása miatt jelentkezik. Az egyes
mozgó- és állófázis párokon elért átlagos csúcskapacitás tekintetében elmondható, hogy
a legnagyobb érték a két erős kationcserélő oszlop (BioPro SP-F és BioResolve SCX
mAb) esetében érhető el. Ugyanakkor jelentős eltérések vannak az egyes mAb-ok esetében
a különböző eluens-oszlop párokkal elérhető csúcskapacitásokban: a legnagyobb érték
általában kb. kétszerese a legkisebb értéknek. Ennek oka lehet a mAb-ok fizikai-kémiai,
valamint molekuláris tulajdonságainak és az oszloptöltetek egyedi geometriájának kapcso-
lata. Egyes esetekben relatív kis hatékonyság és csúcs megnyúlás (tailing) figyelhető meg,
ami a nem kívánatos másodlagos kölcsönhatások jelenlétére utal. Mindezeket figyelembe
véve megállapítható, hogy a csúcskapacitás nemcsak az álló- és a mozgófázistól függ,
hanem az elválasztani kívánt komponensektől is.

41. ábra. A különböző oszlopokon elérhető átlagos csúcskapacitás klasszikus sógradiens
(kék) és MES/DAP szimultán pH- és sógradiens (narancssárga) alkalmazásával.

3.3.5. Töltésvariánsok gyors elválasztása rövid kationcserélő oszlopon

Az utóbbi időben kereskedelmi forgalomba kerülő rövid (50 mm) kationcserélő osz-
lopok alkalmasak gyógyszerészeti fejlesztésekben a töltésvariánsok meghatározására só-
gradiens és a Thermo CX-1 pH-gradiens puffer alkalmazásával [134]. A MES/DAP
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mozgófázis rendszer optimális, gyors elválasztáshoz szükséges körülményeinek meghatá-
rozásához emésztett infliximab és NIST mAb mintákat vizsgáltam. Méréseimhez a Thermo
ProPac Elite WCX (50× 2 mm) oszlopot használtam, amin 0,3 mL/perc térfogatáramot
alkalmaztam. A MES/DAP rendszert szimultán pH- és sógradiens módban alkalmazva a
gradiens időt két pontban (tG1 = 4 perc és tG2 = 10 perc), a sókoncentrációt három pontban
(cs1 = 15 mM, cs2 = 30 mM és cs3 = 45 mM) vizsgáltam. A hat kezdeti mérésből felállított
felbontástérkép alapján meghatároztam az intakt és emésztett infliximab és NIST mAb op-
timális elválasztási paramétereit. A felbontástérkép infliximab és NIST mAb alegységekre
a 42.a és b ábrákon láthatók.

(a)

(b)

42. ábra. Emésztett infliximab (a) és NIST mAb (b) felbontástérképe két gradiens időn
(4 és 10 perc) és három sókoncentráción (10, 30 és 45 mM) alapuló kezdeti
mérésekből a ProPac Elite WCX 50 × 2 mm oszlopon.

Az optimális elválasztási körülmények meghatározására a DryLab program lehetőséget
nyújt, a gradiens program megtervezhető a kívánt elválasztás eléréséhez. A két emésztett
mAb (infliximab (a) és NIST mAb (b)) esetében beállított gradiens programot és a szoftver
által jósolt kromatogramot a 43. ábra mutatja be.

A gyors elválasztás elérése érdekében NIST mAb esetében az áramlási sebességet
0,6 mL/percnek, a sókoncentrációt 30 mM-nak választottam meg. A gradiens két lineáris
szegmenst tartalmazó program szerint változott (9-20 % B 0,9 perc alatt, majd 20-85 % B a
2,5. percre), ami nagy felbontású elválasztást eredményezett 4 perc analízisidő alatt.

Infliximab elválasztásakor 0,45 mL/perc áramlási sebességet választottam, mivel ennél
gyorsabb áramlás a csúcsok szélesedését és a felbontás csökkenését okozta. A sókon-
centrációt 15 mM-nak választva, 5 perc alatt 5-42 %B-re változtatva az eluens összetételt
megfelelő felbontás és analízisidő érhető el. Az optimalizált elválasztási körülmények
alkalmazásával mért kromatogramok a 44. ábrán láthatók.
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(a)

(b)

43. ábra. Emésztett infliximab (a) és NIST mAb (b) kiválasztott gradiens programja és a
jósolt kromatogramok a ProPac Elite WCX 50×2 mm oszlopon.

(a) (b)

44. ábra. Emésztett infliximab (a) és NIST mAb (b) optimalizált gyors elválasztási kroma-
togramja a ProPac Elite WCX 50 × 2 mm oszlopon.

Szimultán pH- és sógradiens kialakításakor a só nemcsak a szelektivitást, hanem a
csúcsalakot és a csúcsszélességet is javítja, amit a fehérje és a só oszlopon történő kicserélő-
dése miatti csúcsfókuszáló hatás magyaráz. A különböző sókoncentrációk csúcsszélességre
gyakorolt hatását az emésztett NIST mAb alegységeinek (Fc és F(ab’)2) esetében 10 perces
gradiens alkalmazásával a 45. ábra szemlélteti.

A 45. ábrán látható, hogy a NIST mAb F(ab′)2 alegysége esetében az alkalmazott
sókoncentrációnak jelentős hatása van a csúcsszélességre. A 15 mM koncentrációjú NaCl-
ot tartalmazó B-eluenssel a F(ab′)2 csúcsának szélessége kb. 1 perc, míg 30 és 45 mM
NaCl alkalmazásával 0,4, illetve 0,3 percre csökkenthető. Ugyanakkor a sókoncentráció
növelésével az Fc előtt eluálódó csúcsok alakja torzul, ezért érdemes a köztes, 30 mM-os
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(a)

(b)

(c)

45. ábra. Az eluens sótartalmának csúcsszélessére gyakorolt hatása szimultán pH- és
sógradiens módban emésztett NIST mAb alegységeinek esetében ProPac Elite
WCX 50× 2 mm oszlopon. Az alkalmazott sókoncentrációk a B-eluensben:
15 mM (a), 30 mM (b) és 45 mM (c), gradiens program: 0-100 % B 10 perc alatt.
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sókoncentrációt választani. Hagyományos méretű oszlopokat alkalmazva az analízishez
szükséges idő jellemzően 15 és 45 perc közé esik. Az 50× 2 mm méretű oszlopot használva
a szisztematikus optimalizálási folyamat két óra alatt elvégezhető, az optimális elválasztási
körülményeket alkalmazva az analízisidő 4, illetve 6 percre csökkenthető az emésztett
NIST mAb és az infliximab esetében.

A kationcserélő állófázisok szisztematikus összehasonlításával igazoltam, hogy az
álló- és mozgófázisok különböző kombinációja különböző retenciót, szelektivitást és
hatékonyságot eredményez. Ennek megfelelően a módszerfejlesztéskor mind az álló-,
mind a mozgófázis tulajdonságait figyelembe kell venni, valamint azt is, hogy az egyes
monoklonális antitestek egyedi retenciós viselkedése miatt mindegyikre külön-külön
optimalizálási folyamat szükséges.

A vizsgált oszlopok visszatartása, hatékonysága és szelektivitása elég különbözőnek
adódott és erősen függött az elúció módjától (pl. só-gradiens, pH-gradiens vagy szimultán
pH- és sógradiens). Az egyes oszlopokon kapott eredmények alapján az javasolható,
hogy töltésvariánsok elválasztására irányuló módszerfejlesztéskor több oszlop is álljon
rendelkezésünkre. Láthatjuk továbbá, hogy a rövid, kis átmérőjű oszlopok használata 4-6
perc alatt biztosítja intakt és részlegesen emésztett antitestek elválasztását.

A különböző oszlopokat összehasonlítva megállapítható, hogy Waters Protein-Pak
Hi Res SP oszlopon mérhetők a linearitás szempontjából legmegfelelőbb pH-válaszok,
míg eluensek tekintetében a Thermo CX-1 pH-gradiens puffer bizonyult a legjobbnak
a Protein-Pak, BioPro SP-F és a ProPac oszlopokon. Ezek mellett a CX BioResolve
pufferrendszer és a Protein-Pak vagy a ProPac oszlop is alkalmas kombináció lehet. Ha a
∆pH/∆CV értéket 0,5 alatt tartjuk (lapos gradiens), akkor a BioResolve SCX mAb oszlop
CX BioResolve pufferrel való alkalmazása is megfelelő eredményeket biztosít. Ezekkel
ellentétben a Protein-Pak és a ProPac oszlopok citromsavas eluenssel történő párosítása
nem javasolt, ahogy a BioPro SP-F oszlop MES/DAP mozgófázissal való alkalmazása sem.
Utóbbi esetekben ugyanis a monoklonális antitestek izoelektromos pontjának megfelelő
pH-tartományban meredek emelkedő szakasz figyelhető meg a pH-válaszban, ami nem
megfelelő szelektivitást és felbontást eredményez.



68 AZ OSZLOPOKON KIALAKULÓ PH-VÁLASZ VIZSGÁLATA

3.4. Az oszlopokon kialakuló pH-válasz vizsgálata

Ahogy azt a munkám eddigi eredményei alapján láthatjuk, a mozgófázis pH-válasza
nem csak az eluens természetétől, koncentrációjától, ionerősségétől és pufferkapacitásától
függ, hanem kialakításában az alkalmazott állófázis is jelentős szerepet játszik. Emellett
nagy injektálási térfogat esetén a mintában található oldószer miatti hígulással is számolni
kell. Munkám további részében az erős és gyenge ioncserélő oszlopok hatását vizsgáltam
a kialakuló pH-válasz tekintetében. Az oszlopról távozó effluens pH-jának online moni-
torozásával négy pufferrendszert tanulmányoztam, amik az eddigi eredményeim alapján
közel lineáris pH-választ biztosítanak az eluens összetétel függvényében. Az oszlopok
jelenlétében kapott pH-válaszokat összehasonlítottam az oszlop nélküli rendszer esetében
mérhetővel. Az egyes mozgófázis rendszerekkel a különböző oszlopokon 10 perc gradiens
időt alkalmazva kapott pH-választ a 46. a-f) ábrák szemléltetik.

Oszlop nélkül a MES/DAP, CX-1 és a CX BioResolve puffer biztosítanak lineáris pH-
választ, a citromsav/CHES+NaOH rendszer esetében "S"-alakú görbét kapunk (46.a) ábra).
Az oszlop nélküli esethez képest a Supelco Antibodix oszlopon a citromsavas és a Thermo
CX-1 pufferekkel kapott pH-válasz csak kicsit változott, míg a MES/DAP és a Waters
BioResolve CX pufferek jelentős eltérést mutattak (46.b) ábra). A MES/DAP esetében 5,5-
7,3 pH-tartományban figyelhető meg lépcsőszerű ugrás, míg a Waters pufferrel a 5,5-7,3
és 8,5-9,5 pH értékek között is. Ezekben a tartományokban az elválasztás szelektivitása
gyenge lehet.

A Thermo ProPac Elite oszlop közel lineáris pH-választ mutat a MES/DAP, CX-1 és
a CX BioResolve pufferekkel (46.c) ábra). A citromsav/CHES rendszerrel egy erőteljes
meredek emelkedés figyelhető meg az 5,9-8,9 pH-tartományban, ami nemcsak ezen az
oszlopon figyelhető meg. Ebben a pH-tartományban limitált szelektivitás érhető el. A
citromsav pKa értéke (pKa3 = 6,40) az emelkedő szakaszra esik, ami arra enged következ-
tetni, hogy a mozgófázis pufferkapacitása ebben a pH-tartományban nem megfelelő.

A Waters BioResolve oszloppal (46.d) ábra) a citromsavas mozgófázis lineáris pH-
választ ad pH = 6,8 értékig, majd egy lépcsőszerű ugrással éri el a 9-es pH-t. A CX-1 puffer
"S"-alakú görbét mutat, míg a MES/DAP és a CX BioResolve pufferek alkalmazásával
nagy számú töréspont figyelhető meg.

A Waters ProteinPak oszlop (46.e) ábra) három pufferrendszerrel is közel lineáris pH-
választ nyújt (MES/DAP, Thermo CX-1 és CX BioResolve), de a citromsav/CHES/NaOH
eluens esetében ezen az oszlopon is meredek emelkedő szakasz van a 6-8,5 pH-tartományban.

A YMC BioPro oszlopon (46.f) ábra) a CX-1 puffer a teljes pH-tartományban lineáris
választ ad. Megfigyelhető még lineáris szakasz a CX BioResolve eluenssel pH = 7,9-ig,
ahonnan egy meredek lépcsővel érjük el a pH = 8,6 értéket. A MES/DAP mozgófázissal
6,8 és 9,5 pH között figyelhető meg ugrás, míg a citromsavas rendszerben több töréspont
van, és csak a 6,0≤ pH≤ 6,8 tartomány tekinthető hasznosnak a várható szelektivitás
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(a) Oszlop nélkül (b) Supelco Antibodix WCX-NP3

(c) Thermo ProPac Elite WCX (d) Waters BioResolve SCX mAb

(e) Waters Protein-Pak Hi Res SP (f) YMC BioPro SP-F

46. ábra. A mért pH-válasz lineáris gradiens alkalmazásával oszlop nélkül (a), Supelco
Antibodix WCX-NP3 (b), Thermo ProPac Elite WCX (c), Waters BioResolve
SCX mAb (d), Waters Protein-Pak Hi Res SP (e) és YMC BioPro SP-F (f)
oszlopokon citromsav/CHES+NaOH (kék), MES/DAP (narancssárga), Thermo
CX-1 (zöld) és Waters BioResolve CX (piros) pufferrendszerek alkalmazásával.
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tekintetében.
A 46. ábra alapján ismételten elmondható, hogy a pH-választ nem a mozgófázis

és az állófázis külön-külön befolyásolja, hanem a kettő kombinációja, így pH-gradiens
módszer fejlesztésekor ezeket együttesen kell figyelembe venni. Egyes pH-tartományokban
néhány oszlop-eluens pár magas szelektivitást (közel lineáris pH-válasz) tud biztosítani,
szemben a meredek emelkedő szakaszokat tartalmazó görbék esetében jósolható gyenge
szelektivitással. Az oszlopok viselkedése nem köthető erős vagy gyenge kationcserélő
jellemükhöz, a pH-válasz kialakulására a fajlagos felületük, valamint az állófázis ionjainak
és a mozgófázis ellenionjainak aránya is hatással lehet. Az oszlop ioncsere kapacitása függ
a felület kémiai tulajdonságaitól, a felületi borítottságtól és az oszloptérfogattól is.

3.4.1. A pH-eltolódás természetének vizsgálata

Mivel a mozgó- és állófázisok bizonyos kombinációjakor felvett pH-válaszokban
töréspontok és lépcsőszerű ugrások figyelhetők meg, érdekesnek tűnt a jelenség termé-
szetének vizsgálata. A továbbiakban tanulmányoztam, hogy az eltolódások időfüggőek-e
(gyors vagy lassú dinamika), vagy függetlenek attól a citromsav/CHES+NaOH mozgófázis
esetében. Első lépésként a gradiens időt változtattam a ProPac Elite WCX, valamint a
BioResolve SCX mAb oszlopok alkalmazásakor, mivel ezekkel a párosításokkal kaptam a
legmeredekebb pH-válaszokat és töréspontokat. A 10, 20 és 30 perc gradiens idő esetében
kapott pH-válasz görbék a 47. ábrán láthatók.

47. ábra. A mért pH-válaszok tG = 10 perc (pontozott vonal), tG = 20 perc (szaggatott vo-
nal) és tG = 30 perc (pontvonal) gradiens idő alkalmazásával a Thermo ProPac
Elite WCX (piros) és a Waters BioResolve SCX mAb (kék) oszlopokon.

A 47. ábra alapján elmondható, hogy a meredeken emelkedő szakasz minden esetben
egy adott mozgófázis összetételnél következik be. Ez a viselkedés az egyensúlyi rendszer-
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ben bekövetkező hirtelen változásra utal. A pH-ugrást a gradiens meredeksége csak kis mér-
tékben befolyásolja, a 10 perces gradiens idő esetében némileg jelentősebb, mint tG = 20,
illetve tG = 30 perc alkalmazásakor. A legmeredekebb gradiensprogram (tG = 10 perc) ese-
tében a meredek szakasz a 6,1≤ pH≤ 9,4 tartományba esik (∆pH = 3,3) a ProPac Elite
oszlopon és 6,8≤ pH≤ 9,2 (∆pH = 2,4) a BioResolve SCX mAb oszlopon. Enyhébb
gradiens meredekség (tG = 30 perc) esetén a ProPac oszlopon 6,4-8,8 pH-tartományban
(∆pH = 2,4), a BioResolve oszlopon 6,8-8,7 pH között (∆pH = 1,9) figyelhető meg az ugrás
a pH-válaszban. Ez a jelenség igazolja, hogy a mozgófázis pufferkapacitása a citromsav
egyik savi disszociációs állandójának (pKa3 = 6,40) közelében ezen a két oszlopon nem
megfelelő.

A gradiens idő változtatása mellett vizsgáltam a lépcsőzetes gradiens program ered-
ményeként kialakuló pH-válasz görbéket. A 48. ábrán a meredek emelkedő szakaszok az
előzőekhez hasonlóan megtalálhatók a 6,0-8,7 pH-tartományban. A lépcsőzetes gradiens
programmal kapott eredményekből arra következtethetünk, hogy ha a pH a citromsav
harmadik protonálódási állandójánál kisebb, akkor a Thermo ProPac oszlop nagyobb
ellenállást mutat a pH-változásra, mint a BioResolve oszlop (a piros görbe lassabban éri el
a következő pH értéket). A töréspont után (pH≥ 6,4) azonban a BioResolve oszlop mutat
nagyobb pufferkapacitást és igényel több időt az új egyensúlyi helyzet elérése (a kék vonal
a piros alatt helyezkedik el).

48. ábra. A mért pH-válaszok lépcsőzetes gradiens program alkalmazásával oszlop nélküli
(narancssárga), a ProPac Elite (piros) és a BioResolve SCX mAb (kék) oszlopot
tartalmazó rendszerekben.

A bemutatott adatok azt mutatják, hogy a pH-kontroll jelentős kihívást jelent a relatív
hosszú oszlopok viszonylag meredek gradiens programmal történő használata esetén. A
pH jobban szabályozható, ha törekszünk a megfelelő mozgófázis kiválasztására és/vagy



72 AZ OSZLOPOKON KIALAKULÓ PH-VÁLASZ VIZSGÁLATA

49. ábra. A pH-beállításhoz használt bázis természetének (NaOH vagy KOH) szerepe
a mért pH-válaszra a citromsav/CHES mozgófázis esetében oszlop nélküli
(narancssárga), a ProPac Elite (piros) és a BioResolve SCX mAb (kék) oszlopot
tartalmazó rendszerekben 20 perc gradiens idő mellett. A folytonos vonal a
NaOH-ot, a pontvonal a KOH-ot alkalmazó rendszert jelöli.

kisebb térfogatú oszlopokat alkalmazunk.

A pH-válasz további vizsgálatát a nátriumion ioncsere folyamatokban betöltött szere-
pének tanulmányozásával folytattam. Erre a célra a pH beállításához használt NaOH-ot
KOH-ra cseréltem a citromsav/CHES mozgófázis rendszerben, mivel a K+-ion nagyobb
kötési affinitást mutat a CEX állófázisokhoz, mint a Na+-ion [135]. A NaOH és a KOH
koncentrációját az A- és a B-eluensben is 1,25·10−2 M értékre állítottam be, míg a H+-ion
koncentrációja a pH-gradiens végén ennél több nagyságrenddel kisebb, ∼ 10−9 M volt.
A Na+ és a K+ ionok ugyanolyan módon, de eltérő mértékben kötődnek az állófázis
ioncserélő csoportjaihoz, mint a H+-ionok. A 49. ábra a ProPac Elite és a BioResolve SCX
mAb, valamint az oszlopot nem tartalmazó rendszerben a citromsav/CHES mozgófázissal
NaOH, illetve KOH jelenlétében kapott pH-válasz görbéket ábrázolja 20 perces gradiens
idő alkalmazásakor.

A nátrium-hidroxid kálium-hidroxiddal történő helyettesítésekor az oszlop nélküli
esetben is figyelhető meg változás. A pH-válasz görbe KOH esetében nagyobb kezdeti
meredekséget mutat és a töréspont valamivel nagyobb B-eluens összetételnél jelentkezik.
Az oszlopot is tartalmazó rendszerekben a görbék meredeksége nem változott a bázis
lecserélésével, de a pH-ugráshoz tartozó % B értéke KOH esetében magasabb tartományba
tolódott el.
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3.4.2. A pH-eltolódás kromatográfiás szelektivitásra gyakorolt hatása

Az előző fejezetek alapján látható, hogy a monoklonális antitestek többé-kevésbé az
izoelektromos pontjuknak megfelelő sorrendben hagyják el az oszlopot. A továbbiakban a
pH-válaszban tapasztalható meredeken emelkedő szakaszokra eső pI értékű antitestek el-
választási nehézségeit vizsgáltam. Széles izoelektromos pont tartományban (6,1≤pI≤9,1)
intakt mAb-okat injektáltam a ProPac Elite WCX oszlopra, és az elúcióhoz olyan mozgó-
fázist alkalmaztam, amelyek ebben a pH-tartományban meredek emelkedő szakaszt mutat.
Az így kiválasztott citromsav/CHES+NaOH eluenssel kapott kromatogramokat össze-
hasonlítottam a MES/DAP pH-gradiens esetében kapottakkal (közel lineáris pH-válasz).
Az 50. és az 51. ábrán a két eluenssel kapott kromatogramok láthatók.

50. ábra. A Thermo ProPac oszlopon citromsav/CHES+NAOH mozgófázissal kapott
kromatogramok széles pI-tartományt lefedő mAb-ok esetében.

Az 50. ábrán a különböző mAb-ok azonos retenciós idő után hagyják el az oszlopot.
Az ehhez a retenciós időhöz tartozó 6,8 és 9 érték közötti pH-változás megegyezik a
mAb-ok által lefedett pI-tartománnyal, és a komponensek nem választhatók el egymástól.
Emellett a csúcsok alakja sem megfelelő, különösen a legkisebb pI értékkel rendelkező
eculizumab esetében.

Pozitív ellenpéldaként az 51. ábrán a közel lineáris pH-választ biztosító MES/DAP
mozgófázissal elért elválasztásról megállapítható, hogy a mAb-ok a pI-értékeiknek megfe-
lelő sorrendben eluálódnak. A csúcsalakok megfelelőnek bizonyultak, egyes esetekben (pl.
trastuzumab) különböző töltésvariánsok is megkülönböztethetők. Az egymáshoz nagyon
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51. ábra. A Thermo ProPac oszlopon MES/DAP pH-gradienssel kapott kromatogramok
széles pI-tartományt lefedő mAb-ok esetében.

közel első pI-jű komponensek megfelelő felbontású elválasztása azonban nem valósult
meg.

Látható, hogy az ioncserélő oszlopnak jelentős szerepe van a pH-válasz kialakításában
és az egyes mozgófázis rendszerek eltérő pH-választ alakítanak ki a különböző oszlopokon.
A gradiens idő növelésével és a só cseréjével a pH-görbén tapasztalható meredeken emelke-
dő szakaszok és töréspontok nem küszöbölhetők ki, az ezekhez tartozó pH-tartományokban
a mAb-ok elválasztása nem valósítható meg.



4 ÖSSZEFOGLALÁS 75

4. Összefoglalás

Munkám célja olyan kationcsere-kromatográfiához (CEX) használható pufferrendsze-
rek kifejlesztése volt, amelyek a kereskedelmi forgalomban kapható só- vagy pH-gradienst
alkalmazó eluensek alternatívájaként megfelelő szelektivitást, csúcsalakot és hatékony-
ságot biztosítanak elfogadható áron. Különböző, két komponensű pufferrendszereket
vizsgáltam, amelyek közül a MES/DAP és a citromsav/CHES bizonyult a legjobbnak
monoklonális antitestek töltésvariánsainak elválasztásában, különösen kis koncentrációjú
só-gradienssel kiegészítve. CEX módban a MES/DAP rendszer 5≤ pH≤ 10 tartományban
ad lineáris pH-választ, míg a citromsav/CHES rendszer kisebb, 3≤ pH≤ 9 tartományban
használható annak ellenére, hogy pH-válasza nem lineáris. Megállapítható továbbá, hogy
szimultán pH- és sógradienssel dolgozva a módszerfejlesztés lehetőségeinek tárháza bővít-
hető a csak só-, vagy csak pH-gradienshez képest. A szimultán pH- és sógradiens módszer
két legjelentősebb változója a gradiens meredeksége (a gradiens idő (tG) reciproka) és a
B-eluens sótartalma (cs). Két különböző gradiens meredekség és három sókoncentráció
esetén vizsgáltam a retenciós idő alakulását, amiből tG és cs egyidejűleg optimalizálható
6 kezdeti futtatással (2 tG× 3 cs). A modell alkalmazásával a mért és számolt retenciós
adatok jó egyezést mutatnak. Ha egy pufferrendszer a B-eluens arányának függvényében
nem lineáris pH-választ ad (pl. citromsav/CHES), akkor a tG-t ajánlott 3 szinten vizsgálni,
amivel a modell pontossága javítható és a becslés hibája csökkenthető. Az ilyen esetekben
kilenc kezdeti futtatás szükséges (3 tG× 3 cs). Az optimalizált MES/DAP szimultán pH- és
sógradiens pufferrendszert sikeresen alkalmaztam daratumumab és cetuximab alegységei-
nek elválasztására, majd az empirikusan meghatározott pH-válaszok ismeretében lineáris
pH-választ biztosító gradiens programot dolgoztam ki.

A tömegspektrométer-kompatibilitás érdekében illékony komponenseket tartalmazó
ioncserés pufferrendszert dolgoztam ki monoklonális antitestek töltésvariánsainak elvá-
lasztására. A legjobb elválasztás a 10 mM ammónium-acetát és 10 mM ecetsav összetételű
A-eluens és 50 mM ammónium-acetát és 50 mM ammónium-karbonát összetételű B-eluens
alkalmazásával érhető el. Ezeket a körülményeket sikeresen alkalmaztam mAb-ok elvá-
lasztására széles pI-tartományban (6,1≤ pI≤ 9,4) és mAb keverékekhez is.

A kationcserélő állófázisok szisztematikus összehasonlításával igazoltam, hogy az álló-
és mozgófázisok különböző kombinációja eltérő retenciót, szelektivitást és hatékonyságot
eredményez. Ennek megfelelően a módszerfejlesztéskor mind az álló-, mind a mozgófázis
tulajdonságait figyelembe kell venni, valamint azt is, hogy az egyes monoklonális antites-
tek egyedi retenciós viselkedése miatt mindegyikre külön-külön optimalizálási folyamat
szükséges.

A vizsgált oszlopok elválasztási tulajdonságait az elúció módja jelentősen befolyásolja
(pl. sógradiens, pH-gradiens vagy szimultán pH- és sógradiens). Az oszlopok eltérő visel-
kedése miatt ajánlott, hogy töltésvariánsok elválasztására irányuló módszerfejlesztéskor
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több oszlop is álljon rendelkezésünkre. Kisméretű oszlopok alkalmazásával az analízis idő
4-6 percre csökkenthető intakt és részlegesen emésztett antitestek elválasztása esetén.

Munkám során bemutattam, hogy a kationcsere-kromatográfiában az ioncserélő oszlop-
nak jelentős szerepe van a kialakuló pH-válasz szempontjából, ha pH-gradiens elválasztást
végzünk. A lineáris pH-választ biztosító rendszerek alkalmasabbnak bizonyultak a széles
pI-tartományt lefedő monoklonális antitestek elválasztása szempontjából. Az általam
kifejlesztett MES/DAP rendszerrel a mAb-ok széles elúciós ablakban eluálhatók. Az
új módszerek tervezésénél fontos szempont, hogy különböző álló- és mozgófázisokat
együttesen vizsgáljuk.
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TÉZISPONTOK I

Tézispontok

1. A kereskedelmi forgalomban kapható pH-gradiens pufferrendszerek alternatívá-
jaként 2-(N-morfolino)-etánszulfonsav (MES) és 1,3-diamino-2-propanol (DAP),
valamint a citromsav, 2-ciklohexilamino-etánszulfonsav (CHES) és nátrium-hidroxid
(NaOH) tartalmú mozgófázis rendszert dolgoztam ki monoklonális antitestek (mAb-
ok) kationcserés elválasztására. A pH-gradienst sógradienssel kiegészítve az optima-
lizálható paraméterek körét kibővítettem és meghatároztam a megfelelő körülménye-
ket daratumumab és cetuximab alegységeinek elválasztásához.

2. Ammónium-acetát és ammónium-karbonát alapú mozgófázis rendszert fejlesztettem
ki és optimalizáltam tömegspektrométer-kompatibilis kationcserés elválasztásokhoz.
A legjobb elválasztás 10 mM ammónium-acetát és 10 mM ecetsav tartalmú A-eluens
és 50 mM ammónium-acetát és 50 mM ammónium-karbonát tartalmú B-eluens
esetén érhető el. A kidolgozott eluens rendszer alkalmazhatóságát inzulin ioncsere-
kromatográfiával kapcsolt tömegspektrometriás (IEX-MES) analízisével igazoltam.

3. A kationcserélő oszlopok szisztematikus összehasonlításával értékeltem a keres-
kedelmi forgalomban kapható kationcserélő oszlopok retenciós tulajdonságát és
hatékonyságát. Megállapítottam, hogy a módszer kidolgozásakor az álló- és a
mozgófázis együttes vizsgálata szükséges az optimális körülmények kialakításához.
Ezek figyelembevételével gyors (< 4 perc) analízist dolgoztam ki emésztett mAb-ok
töltésvariánsainak elválasztására.

4. Az álló- és mozgófázisok különböző kombinációja során az oszlopot elhagyó effluens
pH-jának online monitorozásával megállapítottam, hogy a mozgófázis mellett az
állófázis is jelentős szerepet játszik a pH-válasz kialakításában. A citromsav/CHES
alapú mozgófázis esetében igazoltam, hogy a pH-válasz függvényen tapasztalható
meredeken emelkedő szakaszokon az ebbe a tartományba eső izoelektromos pontú
fehérjék elválasztása nem valósítható meg. A lineáris pH-választ nyújtó MES/DAP
eluens rendszer alkalmazásával a mAb-ok jó szelektivitással elválaszthatók.



II THESES

Theses

1. I have developed mobile phases containing 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid
(MES)/1,3-diamino-2-propanol (DAP) and the citric acid (CA)/2-(cyclohexylamino)-
ethanesulfonic acid (CHES)+sodium hydroxyde (NaOH) as alternative pH gradient
buffer systems for the cation exchange separation of monoclonal antibodies (mAbs).
The pH gradient supplemented with salt gradient the repository of the parameters
can be expanded. I have determined the optimal parameters for the separation of
daratumumab and cetuximab subunits.

2. I have developed ammonium acetate and ammonium carbonate based volatile buffer
system and optimized for mass spectrometry compatible ion exchange chromatogra-
phy (IEX-MS). The best separation can be achieved applying 10 mM ammonium
acetate and 10 mM acetic acid as eluent A and 50 mM ammonium acetate and 50 mM
ammonium carbonate as eluent B. I have proved the applicability of this method by
the analysis of insulin.

3. I have evaluated the recent cation exchanger stationary phases by the systematic
comparison of their retention properties and efficiency. I have ascertained, that the
combination of mobile and stationary phases should be considered when developing a
method. Taking the observations into consideration I have developed a fast analytical
method (< 4 min) for the separation of mAb charge variants.

4. I studied the pH of the effluent using different combination of mobile and stationary
phases. During the online monitoring of the effluent steeply rising ranges can be
observed in the pH response. I proved for the case of CA/CHES system that the
separation of mAbs with isoelectric points close to this pH range is not feasible. On
the example of the MES/DAP system I have presented the importance of the proper
choice of the phases. I have justified that beside the mobile phase the stationary
phase impacts the generation of pH response as well.
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1. Peter Hajos, Diana Lukacs, Evelin Farsang, Krisztian Horvath: High Performance
Anion Chromatography of Gadolinium Chelates, Journal of Chromatographic Scien-

ce, 10 (2016) 1752-1760, DOI: 10.1093/chromsci/bmw133, IF:0.984

2. Evelin Farsang, Violetta Gaál, Ottó Horváth, Erzsébet Bárdos, Krisztián Horváth:
Analysis of Non-Ionic Surfactant Triton X-100 Using Hydrophilic Interaction Li-
quid Chromatography and Mass Spectrometry, Molecules, 24 (2019) 1223, DOI:
10.3390/molecules24071223, IF: 3.098



A SZERZŐ TUDOMÁNYOS MUNKÁSSÁGA V

IV. Az értekezés tématerületét érintő konferencia előadások és poszte-
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FÜGGELÉK VII

Függelék

1. táblázat. Az 1 mg/mL intakt mAb minták elkészítése 100 µL térfogathoz

Kereskedelmi név
Konc. VmAb Vvz

(mg/mL) µL µL
Bevacizumab Avastin 25 4 96
Cetuximab Erbitux 5 20 80
Daratumumab Darzalex 20 5 95
Eculizumab Soliris 10 10 90
Infliximab Remicade 10 10 90
NIST mAb NIST mAb RM 8671 10 10 90
Obinutuzumab Gazyvaro 25 4 96
Panitumumab Vectibix 20 5 95
Pembrolizumab Keytruda 25 4 96
Pertuzumab Perjeta 30 3,3 96,7
Ramucirumab Cyramza 10 10 90
Reslizumab Cinqaero 10 10 90
Rituximab MabThera 10 10 90
Trastuzumab Herceptin 21 4,7 95,3
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2. táblázat. A mAb-ok retenciós ideje a B-eluens összetételének függvényében az
ammónium-acetát/ammónium-karbonát rendszer alkalmazásával.

Ammónium- Ammónium
Bevacizumab Daratumumab Rituximab

acetát karbonát
10 10 10,374 10,75 10,447
10 25 10,11 10,118 10,786
10 50 8,132 8,189 9,499
10 100 5,319 5,115 6,47
25 10 10,305 10,518 10,786
25 25 10,079 10,009 10,808
25 50 7,736 7,25 8,855
25 100 5,169 4,752 5,979
50 10 10,377 10,223 10,54
50 25 8,507 8,319 9,723
50 50 6,856 6,213 7,553
50 100 4,636 4,416 5,235

100 10 10,011 9,600 10,856
100 25 8,731 8,07 9,505
100 50 6,992 6,359 7,679
100 100 4,958 4,563 5,612

3. táblázat. Az intakt és emésztett mAb-ok sógradiens és szimultán pH- és sógradiens
módban történő elválasztásakor kapott csúcskapacitás értékek a különböző
oszlopokon.

Komponens
BioPro SP-F BioZen WCX BioResolve SCX ProPac Elite WCX

Sógrad
MES/

Sógrad
MES/

Sógrad
MES/

Sógrad
MES/

DAP DAP DAP DAP
Bevacizumab 153 94 108 l03 124 147 105 143
Daratumumab 127 85 73 92 129 123 87 129
Rituximab 144 50 97 77 146 59 113 40
Trastuzumab 121 84 77 47 140 164 92 74
NIST mAb 152 54 86 67 167 63 120 86
Daratumumab scFc 199 191 134 118 163 183 142 134
Daratumumab Fab’2 84 70 64 61 88 72 61 88
Infliximab Fab’2 84 61 64 44 94 66 68 69
NIST mAb scFc 182 164 120 95 132 168 138 118
NIST mAb Fab’2 121 70 88 40 142 102 113 106
Átlag 137 92 91 74 133 115 104 99
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