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Kivonat

Allg- és mozgdfdzisok vizsgdlata a monoklondlis antitestek kationcsere-kromatogrdfidjaban

A munka célja a monoklondlis antitestek analiziséhez gyakran alkalmazott kationcsere-
kromatogréfids (CEX) elvdlasztdsi mddszerek fejlesztése. Az alternativ pufferrendszerek
kidolgozasa mellett a Szerzd kitér kereskedelmi forgalomban kaphaté oszlopok vizsga-
latdra, valamint a kiilonboz6 all6- és mozgéfazisok kombinalasdval kapott pH-vélasz
tanulmdnyozésara is.

Az "Trodalmi 6sszefoglalé" a monoklondlis antitestek (mAb-ok) szerkezeti tulajdonsa-
gain keresztiil mutatja be az igényt az atfogd analitikai eszkoztar kidolgozdsara. Ismerteti
az egyik legelterjedtebb moddszer, a kromatogrédfia alapfogalmait, valamint a tipusait a
mab-ok elvélasztdsa szempontjabol. Kitér a tomegspektrometrids detektaldssal valé kom-
patibilitdsi nehézségekre €s az alkalmazott megolddsokra. Az "Eszkozok és anyagok"
fejezet a kisérletekhez hasznélt anyagokat, berendezéseket és szoftvereket foglalja dssze.

A Szerz6 a kereskedelmi forgalomban kaphaté pH-gradiens pufferrendszerek alter-
nativdjaként kétkomponensii eluens rendszereket dolgoz ki mAb-ok elvélasztdsdra. A
2-(N-morfolino)-etanszulfonsavat (MES) és 1,3-diamino-2-propanolt (DAP), valamint a
citromsavat, 2-ciklohexilamino-etanszulfonsavat (CHES) és natrium-hidroxidot (NaOH)
tartalmazé mozgdfazisokkal megfeleld csicsalak és szelektivitds érhet6 el. A s6koncentra-
ciod (cs), a gradiens 1d6 (tg) és homérséklet optimalizdldsaval meghatarozhatdk a legjobb
elvalasztasi koriillmények emésztett daratumumab és cetuximab alegységek elvalasztasa-
hoz.

A tomegspektrometrids detektélds feltétele, hogy az alkalmazott pufferkomponensek
megfeleld illékonysaggal rendelkezzenek. A Szerz6 ammonium-acetat és ammonium-
karbonat alapu mozgo6fazist fejleszt ki mAb-ok CEX-MS analiziséhez és vizsgalja a két
Osszetevd koncentricidjanak szelektivitisra gyakorolt hatdsat. A legjobb elvalasztas 50 mM
ammonium-acetat és 50 mM ammonium-karbonat tartalom esetében érhetd el.

A Szerz6 vizsgélja a kereskedelmi forgalomban kaphat6 legtijabb kationcserél6 osz-
lopokat a visszatartds, hatékonysag, valamint az eliciés pH és a mAb-ok izoelektromos
pontja (pl) kozotti korrelacio tekintetében. Gyors elvalasztdst dolgoz ki toltésvariansok
meghatdrozasara 50x2 mm-es gyenge kationcseréld oszlopon. Ezzel a mddszerrel intakt
és részlegesen emésztett antitestek 4-6 perc alatt analizadlhatok.

A hatékony pH-gradiens elvélasztas feltétele a kozel linedris pH-valasz, ezért a Szerzd
vizsgélja a kiillonb6z6 oszlopokon, kiilonbozd pufferrendszerekkel kialakul6é pH-vélasz
fliggvényeket. A legtobb kombindcioban meredek emelkedd szakaszok és toréspon-
tok figyelhetok meg, amik nem megfeleld szelektivitist eredményeznek. A citrom-
sav/CHES+NaOH rendszer esetében sor keriil a kiilonboz6 gradiens iddk, a 1épcsbzetes
gradiens program és az alkalmazott NaOH kalium-hidroxidra torténd cserélésével kapott

pH-valaszok vizsgdlatara.



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 (c;), gradient time () 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 x 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 ¢ 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 necessita di strumenti analitici adeguati. I concetti
e 1 metodi di base della cromatografia sono descritti in termini di separazione di mAb.
Viene trattata la difficolta di accoppiare CEX con il rilevamento spettrometrico di massa
(MS) e vengono raccolte le soluzioni compatibili con MS applicate. I materiali, 1 metodi, i
dispositivi e 1 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) puo
garantire una forma del picco e una selettivita adeguate. Ottimizzando la concentrazione
di sale (cs), il tempo di gradiente (tG) e la temperatura ¢ possibile determinare i parametri
di separazione delle subunita 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 ¢ stata ottimizzata per aumentarne la
selettivita. La migliore separazione puo 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 ¢ stato sviluppato per
la separazione delle varianti di carica su una colonna CEX debole di 50x2 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 ¢ la risposta del pH quasi
lineare in funzione della composizione dell’eluente. La risposta del pH ¢ 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 selettivita adeguata. La risposta del pH del
sistema acido citrico/CHES+NaOH ¢ stata studiata applicando diversi tempi di gradiente,

gradiente graduale e idrossido di potassio invece di NaOH.
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BEVEZETES ES CELKITUZES 1

Bevezetés és célkitiuzés

A terdpids fehérjék gydgydszatban torténd alkalmazdsa egyre nagyobb teret hodit,
hiszen kozvetleniil vagy kozvetve a citotoxikus kismolekuldk célba juttatdsaval a probléma
helyén tudjak kifejteni hatasukat. Az antitest terdpia hatékonyabb és kevesebb mellékha-
tassal jar, mint a kemoterdpia vagy a sugdrkezelés. A laboratériumban eldéllitott antitestek
kiilonbozé médosuldsai a hatékonysag romlasat okozzdk, ezért nagy hangsulyt fektetnek
az analitikai modszerek fejlesztésére. Az egyik legelterjedtebb eljards a nagyhatékonysagi
folyadékkromatografia (HPLC), amelynek torténete az 1940-es években a megoszlasos- €s
rétegkromatografidval kezd6dott, majd az 1970-es években Horvath Csabdnak készonhetd-
en hozott attorést az elvdlasztastechnikdban. Az elvdlasztds mechanizmusdnak megfeleléen
kiillonboz6 technikak alakultak ki, koztiik a fehérjéket toltésvaridnsaik szerint elvalasztod
kationcsere-kromatogréfia.

Az ioncsere-kromatografia a Pannon Egyetem Analitikai kémia kutatocsoportjaban
nagy multra tekint vissza. 1970-es évekt6l Dr. Inczédy Janos az Analitikai Kémia Tanszék
vezetdjeként nemzetkozileg elismert eredményeket ért el a kromatografia és az ioncsere
teriiletén, de a tudomanyos életben ma is aktivan szerepet jatszé Dr. Hajos Péter nevéhez
is szdmos kozlemény fizddik ezen a teriileten. A disszertacié témdja illeszkedik a kutatd-
csoport munkdjdhoz, terapids fehérjéket bevonva a kationcsere-kromatogréfids mérésekbe.

A kationcsere-kromatografia elénye a tobbi kromatografids eljarassal szemben, hogy
nem-denaturdlé koriilményeket alkalmazva a molekuldk megdrzik természetes (intakt)
form4jukat az analizis sordn. Munkdm célja olyan j, egyszerl és olcs6 kationcsere-
kromatografids pufferrendszerek kidolgozasa, amik lehet6séget nytjtanak szimultan pH- és
sogradiens létrehozdsdra, valamint 6sszemérhet6 szelektivitast biztositanak a gyakran hasz-
nélt, kereskedelmi forgalomban kaphat6 kationcserés mozgéfazisokkal. A hagyoményosan
hasznélt pufferkomponensek mellett sziikségesnek tartottam olyan eluens rendszerek ki-
dolgozasat, amik lehetdséget adnak a tomegspektrometrids detektdldsra is. A mozg6fazis
mellett az elvdlasztdsokat jelentGsen befolyasolja az 4ll6fazis, amelynek szamos tulajdon-
sdga (funkcids csoportok mindsége, feliileti boritottsag, szemcseméret, porozitas, stb.)
képezheti a fejlesztések targyat. Célul tliztem ki az djonnan forgalomba keriil6 kationcseré-
16 oszlopok szisztematikus vizsgdlatdt monoklondlis antitestek (mAb-ok) elvélasztdsdnak
szempontjabol a retencids tulajdonsdgok €s a szelektivitas tekintetében.

Az ioncsere folyamatokban a mozg6fazis ionjai és a toltéssel rendelkez6 minta ionok
versengenek az 4ll6fazis funkcids csoportjaiért. A nagy szamd, kiillonbozé protondlddasi
allanddval rendelkezd komponensek szerepet jatszanak az ioncsere egyensuly kialakitasa-
ban, igy a kiillonboz6 eluens rendszerek az egyes oszlopokon eltérd pH-vélaszt generdlnak.
A fehérjék elvdlasztasa szempontjabol az oszlopon kialakul6 pH kiemelt jelentdséggel
bir, ezért a megfeleld moédszer kidolgozdsa érdekében a kiillonbozé all6- és mozgdfazisok

egylittes vizsgalatat is fontosnak tartottam.



1. Irodalmi 6sszefoglalo

1.1. A terapias fehérjék felépitése és miikodése

Az antitestek (ellenanyagok) a természetes immunvalasz részeként az emberi szerve-
zetbe keriil6 idegen anyagok (antigének) hatdsdra termel6dnek. A monoklondlis antitestek
jellemzdje, hogy felismerik ezeket az anyagokat vagy akar a daganatos sejtek feliiletén
levé meghatérozott sejtfelszini fehérjét (epitdpot), kotddnek hozz4d, amivel a sejt kozvetlen
vagy kozvetett haldlat okozzdk. A laboratériumban elallitott mAb-ok a terdpids fehérjék
csoportjdba tartozé készitmények, amelyek hatékonysdga szamos teriileten bizonyitott:
alkalmazhatdk fert6z6 betegségek kezelésére, valamint onkoldgiai €s immunoldgiai esetek
gyogyitasara [1,2]. Szerkezetiik alapjan Y-alaku nagymolekuldknak (~ 150 kDa) tekinthe-
t6 immunglobulinok, két nehéz és két konny( lancukat meghatarozott aminosav szekvencia
jellemzi. Az egyes lancok diszulfid hidakkal, valamint elektrosztatikus és H-hid kolcson-
hatdsokkal kapcsolédnak egymashoz. A lancok egyik vége az alland6 doménben, a mésik
vége az antigénkotd epitdpokat tartalmazé véaltozé doménben zarul. A mAb molekuldk
funkcidjukat tekintve két részre bonthatok: antigén-kotd fragmens (F(ab'),, ami két Fab
egységbdl all, N-termindlis) és kristalyosithat6 fragmens (Fc, C-termindlis). Az F(ab’); a
véltoz6 doméneket foglalja magdba és az antitest sejthez val6 kotddését biztositja, mig az

Fc a kiilonb6z6 hatédssal bird, tn. effektor komponenseket hordozza [3].

—
Fab alegység
~ Konnyi lanc
N -
Kapocs régo
Fc aleg}fﬁég — WNehéz lanc
B itands domén
—

B Viitozé domén

1. abra. A monoklonilis antitestek szerkezete.

Kung és mtsai 1979-ben fedezték fel az elsé mAb-okat (Orthoclone OKT1, OKT3 és
OKT4), de az OKT3 elso klinikai felhaszndldsara Muromonab-CD3 néven csak 1986-ban
keriilt sor vesedtiiltetést kovetd kilokGdés megelézésére [4]. Az Elelmiszer- és Gyogy-
szerfeliigyelet (Food and Drug Administration, FDA) és az Eurépai Gydgyszeriigynokség
(European Medicines Agency, EMA) 4ltal engedélyezett hatéanyagok szama az 1900-as
évek végén kezdett emelkedni (2. dbra). Jelenleg az EMA és az FDA altal jovahagyott

készitmények szdma 79, illetve 91, valamint tovébbi 11, illetve 15 termék all feliilvizsgalat
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alatt [S]. Az engedélyezési eljaras részeként megfogalmazzak a mAb-ok elballitdsara és
klinikai tesztelésére vonatkozo dltaldnos irdnyelveket, valamint a tisztitast kovet6 karak-
terizalds modszereit. A dokumentacid a terdpids gyogyszerkészitmények analitikdjara
SDS-poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE), izoelektromos fokuszalast (IEF), nagy-
hatékonysagu folyadékkromatografiat, tomegspektrometriat (MS), illetve egyéb fizikali,

kémiai modszereket ir €l6 [6].

HE EMA

FDA
80

60
40

20 ..||I||
el
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Engedélyezett mAb készitmények szama

15 2020

2. abra. Az Eurépai Gy6gyszeriigynokség (EMA) és az Elelmiszer- és Gy6gyszerfeliigye-
let (FDA) altal engedélyezett mAb készitmények szdma (2020. augusztus 17.
allapot) [5].

A mAb-ok eldallitdsa és poszttranszlaciés médosulasa (pl. oxidacio, deamidacid,
glikozil4cid, fragmentécid) soran keletkez6 varidnsok kiilonbozd bioldgiai aktivitdssal,
hatékonysdggal, esetleg toxicitassal rendelkeznek. A kémiai médosuldsok koziil a sziali-
l4ci6 és a deamiddacio a savas karaktert varidnsok aranydnak novekedését okozza, mig a
C-termindlis lizineken torténd véltozas 1 vagy 2 pozitiv toltés kialakuldsdval, igy bazikus
karakter( varidnsok keletkezésével jar. A fehérjék glikozilacidja a szénhidratmolekulak
kovalens kotését jelenti és hatdssal van a készitmények stabilitdsara és a megfelel hatdsuk
kifejtésére. A glikozilacié mértéke, mint kritikus mindségi paraméter (Critical Quality Att-
ribute, CQA), meghatdrozott hatarértékkel, tartomannyal vagy eloszldssal rendelkezik [7].
A mAbD-ok toltésvaltozdssal jar6 modosuldsait az 1. tabl4zat tartalmazza [8].

Mivel a mAb-ok heterogén és dinamikus rendszereknek tekinthetSk, karakterizalasuk
komplex folyamat és szdmos analitikai mddszert igényel [9-15]. Ezen kiviil az originélis és
bioszimildris mintdk 0sszehasonlitdsa, illetve stabilitdsi vizsgdlatok elvégzése szempontji-
bol is sziikség van a megfeleld analitikai eszkoztdrra. A teljes karakterizalasi folyamatban a
fehérjék intakt formaban torténd analizise (Top Down analizis) mellett gyakran vizsgéljdk a
mAb-ok kiilonb6z6 bontasi médszerekkel kapott fragmenseit (Bottom Up mddszerek) [16].
Redukalas sordn (leggyakrabban ditiotritollal (DTT)) a diszulfid hidak bontdsdval kapjuk a

konnyt és a nehéz lancot (LC és HC), mig enzimes emésztéssel (pepszin, papain, vagy
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1. tablazat. A monoklondlis antitestek toltésvaridansok képzddésével jaré kémiai moédosu-

lasai [8].
Moébdosulas Hatas Keletkez6 varians
Szialilacid COOH addicié savas
Deamidacid COOH keletkezés savas
C-terminalis lizin hasadas NH, vesztés savas
L COOH keletkezés
Addukt képz6dés . savas
vagy NH, vesztés
Szukcinimid képzddés COOH vesztés bazikus
Metionin, cisztein, lizin, Lo, , L.
. ) ) ... ... konformacids valtozas bazikus
hisztidin, triptofan oxidacidja
Aszialilacié COOH vesztés bazikus
C-terminalis lizin NH; képz6dés ..
L . , bazikus
és glicin amidécid vagy COOH vesztés

IdeS) a nehéz lanc un. kapocs régidjaban torténik valtozas. Pepszinnel vagy IdeS enzimmel
torténd emésztéskor a molekula két részre, F(ab’), (~ 100 kDa) antigénkots egységre és
Fc kristalyosithat6 fragmensre bomlik, papainnal emésztve az Fc mellett két Fab egység
(~ 50-50 kDa) keletkezik. Az emésztésnek ezt a harom mdodszerét limitalt proteolizisnek
vagy részleges emésztésnek is nevezik. A fehérjék redukaldsi és emésztési utvonalait,

valamint a keletkez$ fragmenseket a 3. dbra szemlélteti.

A\

\O
Q@é@“G 2xL.C
2xHC
r aEam s I I \ \
Intakt mAb 2xFab
Fc

I S\

2xFc/2 F(ab’),
3. abra. Az antitestek redukalassal és emésztéssel keletkezd fragmensei.
A mAb-ok mellett széleskortien vizsgélt gydgyszerkészitménynek tekinthet6k az

antitest-gyogyszer konjugatumok (Antibody-Drug Conjugate, ADC) és a bispecifikus
antitestek. Az ADC-k egy antitestbdl és egy linkeren keresztiil hozzdjuk kapcsol6dé
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gyogyszermolekuldbdl (dltaldban valamilyen citotoxin) dllnak [17]. Legelterjedtebb al-
kalmazasi teriiletiik a daganatos megbetegedések kezelése, mivel a mAb képes felismerni
a rdkos sejteket és a citotoxin célba juttatdsaval a sejt elhaldsit okozza [18,19]. A bispe-
cifikus antitestek olyan fehérjék, amelyek két kiilonb6z6 immunglobulin Fab alegységét
tartalmazzdk. Ez egyrészt kialakithaté két immunglobulin protolizisével (peptidkotés
hasitdsa) szabadda valo két Fab alegység kémiai keresztkotésével. Az igy 1étrejovo antitest
egyik fele tumorspecifikus, a mésik fele pedig az effektor molekulat hordozza. Egy masik
mddszerrel adott immunglobulin egyik Fab szakasza kicserélhet6 egy masik fehérje Fab
fragmensével. Az igy kialakitott antitest hdromfunkcidsnak tekinthetd, hiszen a két kiilon-
bozb Fab fragmens mellett az Fc is alkalmas effektor molekula hordozaséra [20].

A terdpids fehérjék szerkezetének meghatdrozasdhoz és viselkedésiik megértéséhez

tobb folyadékkromatogréfids lehetdség all rendelkezésre:
* forditott fazisd kromatografia (RPLC)

* méretkizarasos kromatografia (SEC)

hidroféb kolesonhatast kromatografia (HIC)
* hidrofil kdlcsonhatdsu kromatografia (HILIC)
* ioncsere kromatografia (IEX)

A toltésvaridnsok elvdlasztdsara az IEX mddszerek mellett rendelkezésre dllnak elekt-
roforetikus technikak, péld4ul a kapillaris elektroforézis (Capillary Elecrophoresis, CZE)

€s a kapillaris izoelektromos fokuszdlds (Capillary Isoelectric Focusing, cIEF) [21,22].

1.2. Kromatografias alapfogalmak

A kromatogréfids elvdlasztdsok sordn a mintakomponensek kiilonboz6 fizikai és ké-
miai tulajdonsdgaik miatt eltérd sebességgel vandorolnak az oszlopon, majd kiilonb6zd
id6pontokban elhagyjdk azt. A komponensek oszlopon toltott idejét retencids idonek (zg)
nevezziik. Az oszlopon nem megkot6dé komponens retencids idejét a holtidd (1), az
eludldsdhoz sziikséges mozgofazis térfogatot a holttérfogat (Vp) jellemzi. Ha a komponen-
sek vandorlasi sebessége az elicid soran nem véltozik, akkor adott komponens retencids

tényezdbje (k) a retencids id6 és a holtidd ismeretében az aldbbi képletbdl szamithato:

k:tR—to )
fo
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Rs=0.5 Rs=1.0 Rs=1.5

4. abra. Csucsatlapolasok Rg = 0,5;1,0 és 1,5 felbontas esetén.

A komponensek megoszldsi hanyadosa (K) az 4116- és a mozgofazisbeli koncentracidjuk

aranyaként fejezheto ki:

K== 2)
974

ahol cg az éll6fazisbeli egyensulyi koncentracid, ¢y a mozgofazisbeli egyensulyi koncent-
racio.

A holtid6 (1y), a térfogatdram (F) és az oszlop hosszdnak (L) és atmér6jének (d,.)
ismeretében kiszamithaté a mozgdfazis linedris sebessége (ug) és az oszlop porozitdsa, ami

a mozgo6fazis teljes térkitoltési tényezbjeként is értelmezhetd (€7) az alabbi egyenletek

alapjan:
L
Uy = — 3)
Iy
4Ft
& = —— 4
1= PaL “4)

Két komponens elvdlaszthatdsdgdnak termodinamikai lehet6ségét az elvalasztdsi vagy

szelektivitasi tényezd értéke mutatja meg:

kp Kp IRB— 1
N7 Aty ®
ahol B az erdsebben, A a gyengébben kotddé komponenst jeloli. Akkor valésul meg
elvalasztas, ha o0 > 1 értékdi.

Két, egymads utan eludl6dé A és B csucs elvélasztasat a felbontdssal (Ry) jellemezziik,

ami az elvélasztds hatékonysiagédnak jellemzésére hasznélt paraméter:

IRB—IRA

—_ &b /A 6
%(WB—FWA) ©)

N

ahol Wy és Wp az A és a B komponens alapvonalon mért csucsszélessége. A felbontas
akkor tekinthetd megfeleldnek, ha meghaladja az Rg > 1,5 értéket (4. dbra).
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A kromatografids elvalasztds hatékonysdga az elméleti tinyérmagassaggal is megad-
hat6, ami az oszlophossz (L) és az elméleti tanyérszam (N), valamint a sdvszélesség (o)
ismeretében kifejezhetd:

2
yoL_o
N L

Az elméleti tinyérszdm meghatarozhaté a kromatografids csicsok retencios ideje és

(7

félértékszélessége segitségével, ha a komponensek vandorlasi sebessége nem valtozik az

eldcid soran:

12 1R\ 2 t \?
N=2 ~16 (i) ~ 5,55 <i> (8)
O; w W075

ahol a o; az id6ben kifejezett varianca, amit nehézkes meghatdrozdsa miatt gyakrabban a
kromatografids cstics alapvonali szélességébdl fejeznek ki (o; = W /4).

2

A sdvok szélesedésének leirdsa van Deemter nevéhez fliz6dik [23]. Az oszlopra
injektalt keskeny mintasdv az oszlopban torténd vandorldsa sordn Gauss-jellegii cstics
form4jaban jelenik meg a kromatogramon. A sdv szélesedésében a longitudindlis és
orvénydiffizid, az anyagatadasi gatlds, valamint oszlopon kiviili hatdsok (pl. késziilék
vezetékeinek térfogata, detektorcella térfogat) jatszanak szerepet, amiket az 5. abra szem-

1éltet.

A) Aramlasi (thossz kiilonbség

Savszélesség I

Oszlop elején Oszlop végén

B) Longitudinalis diffuzié
VB Vl V‘A

C) Anyagatadasi gatlas

5. abra. A kromatografias sav szélesedéséhez hozzdjaruld kinetikai tényezdk: orvénydif-
fizid (A), longitudindlis diffuzié (B), anyagatadasi gatlas (C).

A mozg6fazis sebességének novelésével az anyagdtadasi gitlds hatdsa feler6sodik, igy
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szélesebb savok kialakuldsa figyelhetd meg. A sdvszélesitd tényezdket a van Deemter
egyenlet foglalja magédba, ami az elvalasztasi hatékonysdgot az elméleti tinyérmagassdggal
(Height Equivalent to a Theoretical Plate, HETP) fejezi ki az eluens linedris dramlasi
sebességének (ug) fiiggvényében ((9) egyenlet). Az dramldsi sebesség fiiggvényében
kisérleti uton meghatarozott tinyérmagassag dbrdzolasabdl az optimadlis dramlési sebesség
meghatarozhato.

HETPzA—f—S—i—Cu )

A van Deemter egyenlet A tagja az orvénydiffuziét fejezi ki, ami a toltott oszlop szem-
cséi kozott dthaladds sordn megtett tthosszkiilonbségekbdl adédik és az A = 2Ad,, képlettel
frhat6 le, ahol A az oszloptoltetbSl eredd geometriai dllando és d), a toltet szemesemére-
te. A B/u tag a szemcsék kozotti axidlis diszperziét (longitudindlis diffizio) jellemzi és
B =2yD,,, ahol y a szemcsék kozotti tér kanyargdssagara utald obstrukcids (labirintus)
faktor és D,, a mintakomponensek diffizios dllanddja.

Az all6fazis szemceséinek porusait kitd1té eluens nem dramlik, azonban a komponensek
szamara diffizié révén hozzaférhetd. Minél tobb 1dot toltenek el a molekuldk a pérusokban,
anndl szélesebb sdavban fognak tovabbhaladni. A van Deemter egyenlet Cu tagja a kiils6é
anyagataddsi gétlast, a pérusdiffiziot és az adszorpcidt-deszorpceidt fogalja magéba [23].

A (9) egyenletbdl kovetkezik, hogy kis dramldsi sebességeknél a longitudindlis diffizié
(B/u), nagyobb sebességeknél az anyagdtadasi gatlds (Cu) domindl a sdvok szélesitésében.
A linedris dramlési sebesség figyelembe veszi a mozg6fazis térfogatdramat (F'), az oszlop

7z

porozitasait (€r) €s az oszlop dtmérdjét (d,):

4F
= 10
" Er Edcz ( )

A (9) egyenlet felirhaté olyan forméban is, hogy az egyes paraméterek analitikai

koriilményektdl valo fiiggése elhanyagolhat6 legyen:

b
h:a+;+cv (1)

ahol / a redukalt elméleti tinyérmagassag €s v a redukalt linedris dramlasi sebesség, amiket

az aldbbi egyenletek fejeznek ki:

H
a) (12)
udp
= — 1
V=D, (13)

A redukalt tdnyérmagassag ((12) egyenlet) és a redukalt linedris dramlési sebesség
(13) osszefiiggését a 6. dbra szemlélteti. Az dbra tartalmazza a redukalt linedris dramlasi
sebességeknek megfeleld u-tartomédnyokat jelolo tengelyeket kismolekula (benzol, Dy =

1,02-107° cm? /perc) és nagymolekula (humén IgG, Dy, = 4,4-1077 cm? /perc) esetében.
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40 1 *
204
30 i 3.0
- 200
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10 A
O 1 1 T T 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700
\
0 200 400 600 800
u (cm/perc) kismolekuldkra
0 5 10 15 20 25 30 35

u (cm/perc) nagymolekulékra

6. abra. A redukalt tainyérmagassag fiiggése a redukalt linedris dramlasi sebességtol kis-
molekuldk és nagymolekuldk esetében.

A 6. dbra tanulsdga, hogy a kromatografids elvadlasztasok soran alkalmazott mozgo6fazis
aramlési sebességnek (0,5-1 mL/perc) megfeleld linedris dramlési sebesség értékeknél
(L=10 cm hosszi, d=0,3 cm atmérdji, dp= 5 pm szemcseméretii oszlopon 12-25 cm/perc)
a kismolekuldk esetében jobb hatékonysagu elvélasztis érhets el (3 < h < 4,5), mig
nagymolekuldkra 20 </ < 30. A nem porézus szemcsék alkalmazdsaval a szemcséken
beliili diffuzio és anyagatadasi gétlas elhanyagolhaté. Ebbdl adéddan a csucsszélességre a
szemcseméret nincs direkt hatdssal (legfeljebb a toltés min6ségébdl és a kiilsd porozitdsbol

addéddan), de a masodlagos kolcsonhatasok csicsalakra gyakorolt hatdsdval szamolni kell.

Egy masik hatékonysdgi mérdszamnak tekinthetd a csucskapacitds (n.), ami a teljes
analizisidd alatt Ry = 1 felbontdssal megkiilonboztethetd csicsok szamat jeloli, és a gradi-
ens id0 (7;), a holtidd (7g) és a csucsszélesség (W) ismeretében a kovetkez6 Osszefiiggés

szerint szamithato ki:

ne=1+46_10 (14)
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1.3. A fehérjék analizisére leggyakrabban alkalmazott kromatografias

modszerek bemutatasa

A fehérjék elvalasztdsa sordn az elvalasztds alapjat jelentd tulajdonsag szerint kiillonbo-
z6 kromatografids modszerek dllnak rendelkezésiinkre. Ilyen tulajdonség lehet a kiillonb6z6

polaritds, molekulaméret és feliileti toltés.

1.3.1. Forditott fazisa folyadékkromatografia

A forditott fazisd kromatografia a mintakomponenseket polaritdsuk (hidrofébicitasuk)
alapjan vdlasztja el. A vizbdl és szerves olddszerbdl (4ltaldban metanol vagy acetonitril
(ACN)) all6 mozgofazis rendszer alkalmas gradiens képzésére, valamint tomegspektromet-
rids detektdlas alkalmazdsara. Ennél a technikdndl hatranyt jelent a gyorsabb anyagéatadds
érdekében, valamint a masodlagos kolcsonhatdsok csokkentése miatt sziikséges magas
homérséklet és a savas koriilmények, ami a fehérjék denaturicidjat okozhatja [24]. Az
eluensekhez ionparképzét (trifluor-ecetsav (TFA), hangyasav (FA), ecetsav, stb.) kis
mennyiségben (0,2-0,25 %) adva a mésodlagos kolcsonhatdsok és savszélesedés kikiiszo-
bolhetd, igy a csucsalak javithato [25].

Az RPLC koriilmények kozott lejatszodo retenciés mechanizmus lefrdsdra hdrom
elmélet terjedt el. Az egyik a Horvéth Csaba és mtsai altal 1980-ban leirt szolvoféb elmélet,
ami a mintakomponensek €s az all6fazis kozti hidroféb kolcsonhatdsokon alapul, és a
viz, mint retenciét szabdlyozé komponens szerepét magyardzza [26-28]. A masik elmélet
Martire és Boehm (1983) nevéhez flizddik, és figyelembe veszi a mozgo6fazis szerkezetét,
a mintakomponensek természetét és a hOmérsékletet egyarant [29]. Néhany évvel késobb
Dill megalkotta a particiondldsi elméletet, miszerint a molekuldk mozgdfazisbdl alléfazisba
val6 atjutdsat harom tényez6 befolydsolja: a mintakomponensek keverékének entrépidja,
a funkcids csoportot tartalmazé lancok konfiguracids entrdpidja, valamint az olddszer,
az alléfazis lancai és a mintakomponensek kozott fellépd kolcsonhatasok. A modell azt
feltételezi, hogy a mintakomponensek a ldncok kozé dgyazddnak be, és nem azok feliiletén
adszorbealddnak [30].

A hagyomanyos RPLC 4ll6fazis apolaris szénldanccal (C4-C18) boritott szilika szem-
csékbdl 4ll, amik a monoklondlis antitestek nem polaris aminosav csoportjaival tudnak
kolcsonhatasba 1€pni. A szerkezetiiket tekintve taldlhatok teljesen pordzus szemcséket
tartalmazo6 oszlopok, de a nagymolekuldk lassu difftizi6ja miatt elényosebbek a nem
teljesen pordzus toltetek, amikben a diffizids ut lerovidiil és gyorsabb az anyagatadas
(kisebb C konstans). Ezeket a héjszerkezetii tolteteket (Superficially Porous Particles,
SPPs) szamos kutatécsoport tanulmanyozta [31-34]. Az all6fazisok szempontjabdl a
szemcsék szerkezete mellett a masik fontos tényez6 a pérusok atmérdje. Kis molekuldk
elvélasztasa gyorsan és hatékonyan megvaldsithaté kis pérusméretii tolteteken (~ 90 A), de

a nagy molekulatomeg(i és nagy hidrodinamikai atmér6jt fehérjékhez nagy pérusatmérdji
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toltetek (>200A°) sziikségesek.

Az oszloptoltetek kiilon csoportjat alkotjadk a monolit toltetek, amiket 1989 6ta al-
kalmaznak HPLC elvélasztdsokhoz [35]. Ezek egy por6zus anyagbdl (polimetakrilat,
polisztirol-divinilbenzol vagy szilika alapu) képzett tombbdl allnak, és jo ateresztOké-
pességgel és hatékonysdggal rendelkeznek a makromolekulédk elvalasztdsahoz [36-38].
Az els6 szilikagél monolit oszlopokat 2000-ben a Merck és a Phenomenex bocséitotta
a piacra Chromolith, illetve Onyx néven. Ezek szerkezetiiket tekintve 2 um atmér6jd
makropoérusokat és 13 nm (130 fi) atmérdjli mezoporusokat tartalmaznak [39].

Forditott fazisu kromatogréfidban altalaban 70-90 °C homérsékletre fiitik fel az oszlo-
pot a fehérjék jobb visszanyerése c€ljabol, azonban ez a fehérjék denaturacidjat okozza
(kiilonosen hosszi analizisidd esetén) [40—42]. A molekuldk retencidjanak és a hdmérsék-
letnek a kapcsolatat a van’t Hoff egyenlet irja le:

AH® AS°

+— +Ing (15)

Ink = —
RT R

sz 2

ahol k a retencids tényezd, AH® és AS° a komponens mozgdfazisbdl dllofazisra torténd
atjutdsa soran fellépd entalpia-, illetve entropiavdltozds, R az egyetemes gazallandd, T az
abszolut hdmérséklet és ¢ az oszlopban levé all6- és mozgofazis térfogatardnya.

Alacsony homérsékleten a fehérjék roncsoldsa elkeriilhetd, azonban a megfelels elva-
lasztashoz és visszanyeréshez sziikséges hOmérsékletet tobb kutatocsoport is tanulményoz-
ta [41,43,44]. Fekete és mtsai négy, nagy porusméretti oszlopon (BEH300 C4, BEH300
C18, Aeris WP C4, Aeris WP C18) vizsgéltak a hdmérséklet hatdsat harom intakt és
emésztett monoklondlis antitest visszanyerésére. Azt tapasztaltdk, hogy a hdmérsékletet
40 °C-rdl 80 °C-ra emelve a monoklonélis antitestek visszanyerése jelentsen megnovek-
szik az adszorpcid/deszorpcid sebességének novekedése kovetkeztében [40].

Navas és mtsai az International Conference on Harmonization (ICH) irdnyelveknek
megfelel6 RPLC mddszert dolgoztak ki intakt rituximab meghatarozdsara. Az analizist
70 °C-on végezve a modszer alkalmas stabilités tesztek elvégzésre a mindségi ellendrzés
sordn, valamint a hosszutavu stabilitdsi vizsgalatokhoz [45]. Hasonl6an enyhe koriilmé-
nyeket dolgozott ki Bobaly és mtsai monoklonélis antitestek RPLC analiziséhez nagy
porusméretd és fenil-boritottsdgu héjszerkezetd tolteten. A hdmérsékletet intakt mAb-ok
esetében 75, alegységek esetében 65 °C-ra csokkentve > 90 % visszanyerés érhetd el [46].

A forditott fazisi kromatografids koriilmények és az alkalmazott illékony komponense-
ket tartalmazé mozgofazis lehetdvé teszik a direkt RPLC-MS csatoldst, ami eldnyt jelent

mas elvalasztdsi technikdkkal (pl. méretkizardsos vagy ioncsere-kromatogréfia) szemben.

1.3.2. Méretkizarasos kromatografia

Az irreverzibilisen aggregdlddott és reverzibilisen dsszekapcsolddott fehérjék hatassal

vannak az 6ket tartalmazé gyégyszerkészitmények hatékonysagara €s biztonsdgossagara.
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Az aggregatumok jelenléte kritikus mindségi tulajdonsdg, ezért ellendrzésiik kotelez [47].
A méretkizdrasos (vagy gélfiltracios) kromatografia a monoklondlis antitesteket, aggregétu-
maikat és fragmentumaikat hidrodinamikai atmér6jiik alapjan elvalasztd, nem denaturdld
mobdszer. Az alkalmazott enyhe koriilmények (pl. szobahdmérséklet, viz alapd mozgdfazis,
semleges pH, alacsony nyomads) és a sziikséges adalékok (NaCl, KCl) lehetové teszik
a mAb-ok intakt formédban torténé analizisét. A méretkizarason alapul6 elvalasztashoz
haszndlt oszlopok jol kontrolldlt méretii porusokkal és poérusméret eloszlassal rendelkeznek.
Idedlis esetben az elvalasztandé komponensek nem lépnek kdlcsonhatdsba az 4ll6fazissal,
a gyakorlatban azonban szamolni kell hidroféb, ioncserés vagy ionkizarasos kolcsonhata-
sokkal. A moédszer alkalmazhat6 gydgyszeripari kutatdsokban rutin €s validalt mérésekhez
egyarant [48]. A dimerek, trimerek és egyéb aggregdtumok vizsgdlatat tobb komponens
esetében elvégezték mar (pl. inzulin [49, 50], rekombindns humédn névekedési hormon
(rHGH) [51], mAb [52,53]).

A SEC mozgo6fazis fiziologias tulajdonsidgai nem denaturald koriilményeket biztosi-
tanak: pH~7 pufferoldat kis mennyiségli séval (pl. 100 mM foszfat vagy NaCl). Az
esetleges elektrosztatikus kdlcsonhatdsok kikiiszobolése érdekében az ionerdsség vagy
a s6koncentracié novelhetd. Kopaciewicz €s mtsai a 0,005-0,025 tartoméanyba esé ion-
erdsség esetén az elektrosztatikus kolcsonhatast elhanyagolhatonak taldltdk, ennél kisebb

ionerdsség esetén azonban szdmolni kell vele [54].

Meéretkizardsos kromatografia sordn a pérusokbdl kizarédé nagyméretli komponensek
a mozgo6fazis sebességével haladva hagyjak el az oszlopot, igy ezek retencidja az oszlop
méretének fliggvénye. A hagyomanyos méretkizdrasos analizis az oszlopok nagy mérete
(300 mm hossz, 6-8 mm belsd 4tmérd), az 5-10 um szemcseméret és a kis eluensdramlasi
sebesség miatt hosszu id6t vett igénybe (25-40 perc) [55]. Gyorsabb elvilasztas elérése
érdekében az oszlopméretet és a pérusméretet csokkenteni kellett. 2013-ban megjelentek a
150x4,6 mm hosszusagu, 1,7< d,, < 3 um szemcsemérett, 2004 porusokkal rendelkezd
oszlopok. Goyon és mtsai négy, kiilonbozd szemcseméretd (1,7-2,7 um) SEC oszlopot
vizsgélt. A kis szemcsékkel (1,7-2 um) toltott oszlopokon a hatékonysag 1,5-2-szer na-
gyobbnak bizonyult, mint a 2,7 um esetében [56].

Mig a hagyomanyos SEC oszlopokon a lassan araml6 eluens nem okozott héhatast
(sem hosszirdnyu, sem sugdrirdnyd hémérséklet gradienst), a finom szemcséket tartalmazé
oszlopokban ezzel szamolni kell. A magasabb hémérséklet elénye, hogy a mozgdfazis
viszkozitdsdnak csokkenése révén a nyomasesés kisebb lesz €s a térfogatdram novelhetd,
azonban a homérsékletre érzékeny fehérjék esetében aggregacio 1ép fel, ami megnovekedett
aggregatum mennyiséget eredményez az eredetileg jelenlevd aggregdtumok koncentraci-
6jahoz képest. A nyomadst 130 bar-r6l 470 bar-ra novelve az aggregatumok mennyisége
4,3-1r61 6,8 %-ra, mig a hdmérsékletet 30-r6l 60 °C-ra emelve 4-r61 10 %-ra nd a f6 csucs
tertiletének aranyaban [57].

Az éll6fazis és a komponensek kozotti kolcsonhatds vizsgélata alapjan megéllapitotték,
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hogy a fellépd hidroféb kolcsonhatds jelentdsebb, mint az elektrosztatikus kdlcsonhatds
[56]. Az allofazis fejlesztés mdsik vonala a szemcsék stabilitdsdnak javitasdra irdnyul,
amivel nagyobb dramlési sebesség €s nyomadsesés érhet6 el [58].

A SEC mdédszerek gyakran alkalmaznak arginint, mivel kiilonb6z6 funkcidkat betoltve
szerepet jatszik az elvdlasztas hatékonysdganak novelésében: csokkenti az elektrosztatikus
kolcsonhatast, részt vesz a fehérjék negyedleges (feltekeredett) szerkezetének megtartasa-
ban, javitja az oldhatdsagot és elGsegiti az aggregatumok fenntartasat [S9-62]. A proteinek
oldhatésdganak novelésére gyakran guanidin-hidrokloridot alkalmaznak, ami azonban

denaturaciot okoz [63].

1.3.3. Hidroféb kolcsonhatason alapulé kromatografia

A HIC a komponenseket a hidroféb tulajdonsédgiak alapjan elvélasztd, nem denatura-
16 médszer, ahol a gyenge masodlagos kolcsonhatds az 4ll6fazis immobilizalt hidroféb
ligandumai és a molekuldk nem poldris részei kozott jon 1étre. A forditott fazisu kromatog-
rafidhoz képest HIC esetében az 4llofazis kevésbé hidrofob karakteri €s az elvalasztashoz
alkalmazott koriilmények nem okozzdk a fehérjék denaturdcidjat. A hidroféb fehérjelancok
adszorpcidja nem spontdn folyamat, hanem un. kis6zast kell alkalmazni. A magas koz-
motrop sokoncentracioju (1,5-3 M) vizes mozgdfizisban a molekuldk hidroféb részei nem
szolvatdlédnak megfeleld mértékben, ami az all6fazishoz valé kotddésiiket eredményezi.

Az egyes ionok kis6z6 hatdsanak mértékét a Hofmeister-sor szerint a 7. dbra mutatja

be [64].

| 4

Ca* < Mg* < Li* < Na* < K" < NH}
SCN'<CIO,<NO," <CI< citrit<acetit<HPO > <SO >

7. abra. A kationok és anionok kis6zé hatdsa a Hofmeister-sor alapjan.

HIC elvalasztdsok sordn a komponensek oszloprdl torténd eludldsa a s6koncentracid
csokkentésével (negativ sdgradiens) érhetd el [65, 66]. Meredek gradienst alkalmazva
a gradiens program vége elbtt a kis s6koncentracional a retencids tényez6 novekedése
figyelhetd meg. Ennek oka a fehérjék djboli megkotddése, ami U-alaki gorbét eredményez
a retencids tényez6 sokoncentracid fliggvényében torténd abrazolasakor [67]. A HIC
modszerfejlesztés elméleti és gyakorlati megfontoldsait mAb-ok, ADC-k és bispecifikus
antitestek elvalasztasdra Fekete és mtsai foglaltdk 0ssze [68]. Részletezik az all6fazis, a
mozgdofazis 0sszetétel, az alkalmazott s6 mindsége €s mennyisége, a homérséklet, a pH és
a szerves modosito elvélasztasra gyakorolt hatdsat.

A hidroféb kolcsonhatason alapul6 kromatografia leggyakoribb alkalmazasi korét az

ADC-k karakterizdlasa és a fehérjék oxidacidjanak monitorozésa képezi. A HIC mddszer
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alkalmas ADC-k kiilonb6z6 szamu gydgyszermolekuldt hordozé varidnsainak elvélasztasa-
ra az eltér6 hidrofobicitdsuk kovetkeztében. A gydgyszermolekuldkat ciszteinen keresztiil
kotd brentuximab vedotin konjugdlt antitest kromatogramja esetében a f6 cstcs el6tt a
hidrofil, mig a f6 cstcs utdn a hidroféb varidnsok jelennek meg. Ezek segitségével az anti-
testek gyodgyszermolekuldkkal torténd boritottsaga €s a gydgyszermolekula/antitest ardnya
(drug-to-antibody ratio, DAR) kiszamithatok [69]. A HIC alkalmas lehet a rekombinéns
monoklondlis antitesteket tartalmazoé készitményekben megfigyelhetd heterogenitds okdnak
meghatarozdsara. Az IdeS enzimmel emésztett mAb eltérd hidrofébicitassal rendelkez6
fragmentumai HIC mddszerrel elvalaszthatdk, és MS detektaldssal azonosithatok (pl. az
F(ab’), fragmentumon bekovetkezs aszparaginat deamiddcid, ami a molekula gyengébb
kotddését eredményezi a specifikus antigénhez) [70].

Az er6sen hidrof6b karakteri komponensek oszloprdl val6 lemosdsa gyakran nehéz-
ségeket €s gyenge visszanyerést okoz. A szerves modositok jelentdsen befolydsoljak az
elvalasztds hatékonysdgat, de a pontos szerepiik a folyamatokban jelenleg nem tisztazott.
Egyes tanulmédnyok szerint a felbontds jelentdsen ndvelhetd veliik [71], masok a leginkdbb
hidroféb karakteri komponensek all6fazishoz valé kotédésének gyengitése miatt javasol-
jék az alkalmazdsukat [72]. Mddositoként 0-40 % aranyban protikus szerves olddszert
(pl. izoropil-alkohol (IPA)) vagy aprotikus ACN-t alkalmazva vizsgaltdk a denaturdciora
gyakorolt hatdst. IPA esetében a fehérjék jobban megdrizték természetes konformécidjukat,
amennyiben az IPA koncentracié a 10-15 % tartomanyba esett. Az elvalasztasi hdmérsék-
let tekintetében 40 °C, a pH vonatkozasiban ligos vagy semleges tartomany javasolt az
antitestek Y-alaku intakt szerkezetének megtartdsa érdekében [73].

A kiilonb6zé DAR-értékekkel rendelkezd ADC-k elvalasztasi hatékonysdganak no-
velése torténhet nem-linedris gradiens program alkalmazasdval is. Példaul logaritmikus
program szerinti mozg6féazis valtoztatds a szelektivitds novekedését és a gyogyszermoleku-

7 2

14t nem tartalmaz6 (DARO) komponens csicsdnak fokuszalasat teszi lehet6vé [74].

1.3.4. Hidrofil kolcsonhatason alapulé kromatografia

A hidrofil kolcsonhatdson alapuld kromatografids eljardst eredetileg olyan kismérett
poléris és ionizalt komponensek hidrofil jelleg alapjan torténd elvalasztdsara dolgoztak ki,
amelyek visszatartdsa RPLC koriilmények kozott nem valdsult meg. Ennek értelmében a
HILIC és az RPLC ortogonélis technikdknak tekinthet6k, mert a retencié két kiilonbozé
mechanizmus szerint zajlik le. Az RPLC-ben gyengén visszatartott s koelualodo, ezért
nehezen elvalaszthaté komponensekre a HILIC-ben alkalmazott koriilmények megoldast
nyujthatnak [75].

A HILIC elvélasztas val6jaban a komponensek megoszlasi egyenstlyan alapul a 60-
95 % aprotikus szerves oldészert tartalmaz6é mozgdfazis és az allofazis feliiletén kialakult
vizréteg kozott. A komponensek megkotddését a hidrofil megoszlas mellett a ionos kol-

csonhatdsok, hidrogénhid kotések és hidrofob kdlcsonhatdsok is befolydsolhatjak. A nagy
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molekuldk elvilasztasat a nagy porusd HILIC oszloptoltetek megjelenése tette lehetové.
A 3004 porust toltetek alkalmazasaval az intakt és az emésztett fehérjék elvalaszthatok,
mAb-ok glikozilaciés profilja és ADC-k DAR értékei meghatdarozhatok [76]. Mivel a
mAb-ok glikozildcidja kritikus min6ségi tulajdonsag, a glikdan-profil monitorozdsa a mAb
gyartds minden szakaszdban elvart. D’ Atri és mtsai a brentuximab vedotin gy6gyszermo-
lekuldkkal val6 telitettségét €s a glikozilacids varidnsok jelenlétét vizsgaltdk HILIC-MS
modszerrel. Az egyedi, in. middle-up eljarassal a kétféle molekula egyszerre vizsgalhaté

egy kromatografids analizis keretén beliil [77].

1.3.5. Protein A kromatografia

A Protein A (ProtA) olyan affinitds kromatografia, amelynek sordn az antitestek az
oszloptoltet feliiletén rogzitett protein A ligandumokhoz (antigének) kotddnek. A toltet
alapvdza lehet természetes agardz vagy celluldz, illetve szintetikus anyagok (polivinil-
éter, polisztirol-divinilbenzol, porézus liveg vagy polimetakrilat). A moédszer hatranyét a
koltségesen eldallitott, rovid életd toltetek jelentik, amik adszorpcids kapacitdsa gyakran
hamar lecsokken a ligandumok irreverzibilis elszennyezddése miatt. Az oszlop élettartama
NaOH, mint stabiliz4l6 adalék alkalmazasaval novelhetd, mivel alacsony hdmérsékleti
elvélasztasok sordn csokkenti a ligandumok hidrolizisét és szennyezddését [78].

A ligandumok egy Gram-pozitiv baktérium (Staphylococcus aureus) sejtfeliiletén
megtaldlhaté ~56 kDa méretli fehérjék, amik az 6t IgG-kotd doménjiik segitségével az
antitesteket a nehéz lancuk Fc fragmentuman keresztiil kotik meg [79]. A Protein A
kromatogréfia a gydgyszeriparban széles korben elterjedt tisztitasi eljaras a nagy kotési
affinitds és az elérhetd nagy tisztasdg miatt. Az antitesteket is tartalmazé sejtkultirat
semleges pH-viszonyok mellett az oszlopra juttatjdk, ahol a mAb-ok elvalaszthatdk a
a gazdasejt tobbi fehérjéjétdl. A mozgofazis pH-janak csokkentésével a komponensek

deszorbedlhatok az oszloprol, majd a toltet regenerdlhat6 [80].

1.3.6. Ioncsere-kromatografia

Az ioncsere-kromatogréfia, azon belill is a kationcsere-kromatografia egy gyakran
hasznalt, nem denatural6 médszer mAb-ok savas és bazikus formainak fécsucstdl torténd
elvalasztasdra. Az oszlop tipusdnak, valamint a mozg6fazis pH-janak és sokoncentracio-
janak megvalasztisa jelentds szerepet jatszik az egyes antitestek megfeleld elvalasztasi
koriilményeinek megvalasztasakor [21, 81-86]. loncsere-kromatogréfia sordn az elva-
lasztés alapja az ioncseréld toltet funkcids csoportjai és a fehérje elérhetd toltései kozott
fellépd kolcsonhatds. Anioncsere sordn a pozitiv toltésti funkcids csoportokkal (protonalt
aminocsoport, kvaterner amin) boritott all6fdzison a negativ toltésli komponensek va-
laszthatok el, mig kationcsere esetében a negativ toltéssel rendelkez6 tolteten (szulfonat-

vagy karboxilcsoport) a pozitiv toltésii ionokat valasztjuk el. A fehérjék allofazishoz valo
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kotédése az elérhetd feliileti toltésiik fliggvénye, igy az elicids pH fiigg a gradiens alakjatol
€s meredekségétol, az allofazis toltésétdl, az ionerdsségtdl és az eluens komponenseinek

oszlophoz vagy fehérjéhez val6 kot6désétdl [87, 88].

A kationcsere-kromatografia all6fazisai

Az ioncserél6 gyanta tipusatdl fiiggden erSs és gyenge kationcserél$ (strong cation
exchange (SCX) és weak cation exchange (WCX)) oszlopokrdl beszélhetiink. A gyenge
kationcseréld fazisok gyenge sav anionokat (pl. karboxilcsoport) tartalmaznak, amik az
1oncseréld kapacitasukat 6-14 kozotti pH értéken tudjak biztositani. Az SCX fézisok
tolteteit altalaban szulfonatcsoportok boritjdk, amelyek negativ toltéssel rendelkeznek
a pH~2 tartomdanyban is [9, 89]. Az éll6fazisok tipusait a 8. &dbra szemlélteti. Bar
kaphatok porézus szemcsékkel toltott oszlopok is, a nagyméretii bioldgiai molekuldk
toltésvariansainak elvalasztasara hasznalt CEX kolonndk 0j generdcidja nagyrészt nem-
pordzus toltettel rendelkezik. Ezekben hidrofil polimer gyongyok (polimetakrilat vagy
sztirol-divinilbenzol kopolimer) taldlhatdk toltetként, amik lehetGséget nydjtanak széles
pH-tartoményu (2 < pH < 12) és magas hémérsékletti (60 °C) elvalasztdsok megvald-
sitdsara. A szemcsék szerkezete €s morfoldgidja nagymértékben befolyésolja a fehérjék
elvalasztdsaban nyujtott hatékonysagat. Ennek oka, hogy a nagy fehérjék anyagatadasi

gétlds miatti lassu diffuzigjabol eredd savszélesedés igy csokkenthetd [89].

loncserelék
]
I ]
Kationcseréld Anioncserélo
| |
I ] I ]
Erés Gyenge Erés Gyenge
szulfonat- karboxil- kvaterner- ammonium-
csoport csoport ammonium csoport
csoport
-80, -COO -NR,* -NHR,*
SCX WCX SAX WAX
pH>2 6<pH<14 pH<12 pH<10

8. abra. Az ioncsere-kromatogréfia tipusainak csoportositasa az all6fazis funkcios cso-
portjai szerint.

A kationcsere-kromatografids oszlopok jellemzésére Fekete és mtsai 2015-ben dolgoz-
tak ki egy atfogé médszert. Ot kiilonboz6, korszerti CEX 4ll6f4zis retenciés tulajdonsagat,
szelektivitasat és felbontdsat vizsgaltdk mAb-ok elvdlasztdsara. A retencid vizsgélata-
hoz adott mozgo6tazis Osszetétel (pH- €s sdgradiens mddban is), hdmérséklet €s linearis
gradiensprogram alkalmazasaval mérték a komponensek retencids idejét, majd a latszéla-
gos retencids tényezdt (kqp, = (tr —t0)/10) egy referencia oszlopon (YMC BioPro SP-F)
mért retencids tényezd fiiggvényében dbrazoltdk. Igy az egyes oszlopok visszatartdsa

kozvetleniil 6sszehasonlithat6 a toltetek morfoldgiai eltéréseitdl fiiggetleniil. A fehérjék
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izoelektromos pontjainak fiiggvényében dbrazolva a k), értékeket az oszlopokon kapott
elticids ablak (a legeldszor €s a legutoljdra elualod6 komponens tdvolsdga idoben kifejezve)

7z

€s a szelektivitas vizsgalata valik lehetévé [10].

A Kkationcsere-kromatografias mozgofazisok fehérjék elvalasztasahoz
Kationcsere-kromatografia soran harom lehet6ség van az ionos komponensek eludlasa-

ra:

1. sogradiens: a s6koncentrdcid novelésével a mintakomponensek €s az all6fazis kozotti

1onos kolcsonhatéds gyengiil

2. pH-gradiens: alland6 ionerdsség mellett az eluens pH-janak novelésével a fehérjék

nettd felileti toltése csokken

3. szimultdn pH- és sdgradiens

Ségradiens

A kationcsere-kromatografids analizis sordn hasznalt hagyoményos elvélasztasi méd-
szer a sogradienssel torténd elicid. Ilyenkor az eluens sékoncentracidjanak novelésével
az adszorbedlt fehérjemolekuldk leszorithatok az oszlop kotShelyeirdl. Az dltalanos s6-
gradiens mdd az 4ll6fazis természetének, a mozgdfazis pH-janak és a gradiens profiljdnak
valtoztatasdval szabdlyozhatd. A gradiens meredeksége és alakja, valamint a lefedett pH-
tartomdny képezik a mAb elvélasztas optimalizdldsdnak f6 paramétereit. Farjami és mtsai
vizsgaltdk a s6koncentracio, ségradiens meredekség, mozgofazis pH, dramlasi sebesség és
hémérséklet hatdsit a cetuximab toltésvaridnsainak elvalasztasi hatékonysdgdra [90], mig
mdsok gyors, nemlinedris mddszert dolgoztak ki mAb-ok CEX elvalasztdsdra [91]. Soként

altalaban natrium-kloridot alkalmaznak.

pH-gradiens

Az elicié masik lehetdsége a mozgdfazis pH-janak dllandé ionerdsség melletti ndve-
l1ése. A pH-gradiens kialakitdsanak helye szerint két médszer kiillonboztetheté meg. Az
egyik a pH-gradienst az oszlopon beliil kialakité kromatofékuszalds, amikor egy nagy
pufferkapacitdsi matrixon egy specidlis pufferrendszerrel pH-gradienst hoznak 1étre az
oszlop hossza mentén. A fehérjék az izoelektromos pontjuknak megfeleld helyen fokusza-
l6dnak, majd az eleinte bazikus pH-ji matrixot lassan savas pH-jura cserélik, igy a fehérjék
J6 felbontdssal eludléddnak. A moédszer hatranya, hogy nagy mennyiségli, draga amfifil
polimer puffert igényel, tovidbbd a komponensek fizikai és kémiai tulajdonsidgaiban nagy
eltérés figyelhetd meg, ami gyenge reprodukalhatésagot eredményez [92, 93].

A maésik lehet6ség az eluensek oszlopon kiviili 0sszekeverése egy pumparendszer segit-

ségével, amivel jol definidlt pH-gradiens hozhat6 1étre széles pH-tartomdnyban. Ennél az
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9. abra. A komponensek nett6 toltésének valtozasa az eluens pH fiiggvényében (illusztra-
cio).
elicios médszernél a pozitiv toltésti komponensek a kezdeti alacsony pH-ju koriillmények
mellett megkotddnek az alléfazison. A gradiens program sordn a mozgdfazis pH-janak
novelésével a fehérjék netto feliileti toltése csokken. Amikor a mozgdfazis pH-ja meg-
egyezik adott protein izoelektromos pontjdval, akkor az ionos kdlcsonhatds megsziinése
kovetkeztében a komponens elhagyja az oszlopot (9. dbra). Ezt a mddszert nevezik gradi-
ens kromatofékuszaldsnak, illetve egyszertibben pH-gradiens elvélasztasnak [81,94,95].
A pH-gradiens elvélasztissal szemben elvaras, hogy a pH linedrisan valtozzon az
Osszetétel fliiggvényében. Idedlis esetben egy dlland6 gradiens meredekség érhetd el, igy
az elvélasztas szelektivitdsa biztosithat6. A meredek szakaszt tartalmaz6 gradiens program
gyenge elvdlasztist eredményez, mert az ezekbe a szakaszokba es6 izoelektromos pontui
komponensek nem vdlaszthatok el. A pH-gradiens elvélasztasokhoz leggyakrabban trisz-
(hidroximetil)-amino-metant (TRIS bazis), piperazint, imidazolt, trietanol-amint (TEA),
dietanol-amint (DEA) és ammonium-hidroxidot (NH4OH) haszndlnak pufferkomponens-
ként [95-97].

Szimultan pH- és ségradiens

Az elvdalasztds hatékonysdganak novelése érdekében a pH-gradiens egy enyhe s6-
gradienssel kombinalhat6 [97]. Az igy 1étrehozott szimultan pH- és sogradiens alkalmas
lehet mAb-ok szélesebb skdldjanak egyidejli analizisére [97]. A legtobb, B-eluens 6ssze-
tétel valtozasra linedris pH-valaszt biztosité pufferrendszer esetében az A- és B-eluens
ionerdssége kiilonbozd. A mAb-ok elvdlasztdsara haszndlatos, tobbféle ikerionos szulfon-

savat tartalmazo pufferek, példdaul a kereskedelmi forgalomba is kaphaté Thermo CX-1
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pH-gradiens puffer esetében a pH linedris novelése érdekében a teljes ionerdsség csokken-
tése sziikséges. A nagy pufferkoncentracidji mozgdéfazisok ionerdssége alacsony pH-n
magasabb, ami kationcserélé oszlopon a savas mAb-ok nem megfeleld retencidjat okozza.
Azt is érdemes figyelembe venni, hogy a bazikus komponensek elicids profilja magas
mozg6fizis pH-n nem optimadlis. Ennek oka, hogy a relativ alacsony ionerdsség csicsszé-
lesedést okoz, ami a felbontds csokkenését vonja maga utdn az ellenionok sdvkompresszios
hatdsdnak hidnya miatt. Ezért az ioner6sség moduléldsa és a megfelel$ gradiens elérése
érdekében sdgradiens alkalmazdsa is ajanlott a B-eluens alacsony ionerdsségének kompen-
zalasra.

Optimalizélt szimultdn pH-€s s6gradiens alkalmazhat6 6,2-9,4 pI-értékti mAb-ok elva-
lasztdsara. Zhang €s mtsai egyidejileg optimalizéltdk a puffer pH-jat és sokoncentracidjat,
majd egy széles pH-tartomanyd mddszert irtak le mAb varidnsok nagy felbontésu elvélasz-
tasara [97].

1.4. Tomegspektrometrias megoldasok a fehérjeanalitikaban

7 2z

A tomegspektrometria térhdditdsa lehetdvé tette a komplex mintdk gyors és érzékeny
analizisét. A lagy ionizdcids technikdk (elektrospray ioniz4cié (ESI), Métrix-segitett 1ézer
deszorpcid/ionizacié6 (MALDI)) megjelenésével megvaldsithatova valt az intakt antitestek
fragmentacio nélkiili, igynevezett nativ analizise és az MS analizatorok fejlesztésével
egyre nagyobb felbontds, tomegpontossag és érzékenység lett elérhetd. A transzlacid
utani médosuldsok azonositdsara kiilonféle tandem MS (MS/MS vagy MS?) technikak
allnak rendelkezésre. Az ESI egységben keletkezd, nagyszamu toltéssel rendelkezd io-
nok a toltésérzékeny orbitrap vagy a Fourier-transzformacids ion ciklotron rezonancia
tomegspektrométerekben detektdlhatok. A toltések szamanak novelésére és az ioniz4cid
fokozasara gyakran alkalmaznak denaturdld ionizdcios koriilményeket, ami azonban a fe-
hérje aktivitdsaval, szerkezetével és konformaciéjaval kapcsolatos informécidk elvesztését
okozza. A nanoelektrospray ionizdcids technika lehet6vé teszi az ionizdciét pufferdlt vizes

oldatban a fehérjék nativ szerkezetének megtartasaval [98].

1.4.1. Az RPLC és az MS kapcsolata

A forditott fazisu kromatografia sordn alkalmazott mozgéfazisok alkalmazhaték kozvet-
len MS detektéldsra, ami lehetdséget ad az egyéb kromatografids médszer MS-kapcsoldsara
kétdimenzidés (2D) elvdlasztasok formdjaban. Az RPLC-t a méretkizardsos vagy az
1oncsere-kromatografidaval 0sszekapcsolva a mAb-ok aggregdtumai vagy toltésvariansai
MS detektéldssal meghatdrozhatok [99]. Elektrospray ionizdcié alkalmazédsakor a TFA-t
hangyasavval kell helyettesiteni, mert a TFA visszaszoritja a komponensek ionizacio-
jat [25].

A kétdimenzids folyadékkromatografids csatoldsoknak két modja van: a komprehenziv
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(4tfogd vagy teljeskorti) médszerrel az elsé dimenziét ('D) elhagyé effluens teljes egé-
szét kis frakcidkba rendezve dtengedik a 2. dimenziéba (*D), mig az tin. heart-cutting
megoldassal csak az elsé dimenzi6é kromatografids csucsainak kivalasztott részletét (vagy
részleteit) analizdljdk a 2. dimenziéban. Utébbi mddszer "lelke" egy tobbfuratu szelep,
amelynek hurkai téroljak a 2. dimenzidban vizsgélni kivant frakcidkat (10.a) dbra), majd a

szelep forgatdsaval ezek a frakcidk a 2. oszlopra injektdlhatok (10.b) dbra) [100].

1. hurok

1. hurok

'D detektor \ ........ D¢

1

D oszlop

........ 2D pumpa e QOT0000 2D pumpa

A

2. hurok 2. hurok

. 2 2D oszlo|
Injektor DI oszlopl Injektor Hp
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10. abra. Az Agilent 1290 Infinity 2D-LC rendszer multiple heart-cutting szelepe a hurok
toltésekor (a) és a hurok tartalmanak 2. dimenzidba torténd iiritésekor (b) [100].

1.4.2. A SEC és az MS kapcsolata

A méretkizardsos kromatografia kozvetleniil alkalmassé tehetd tomegspektrometridval
torténd csatoldsra, ha a klasszikus, nem illékony mozg6fazis helyett kiilonbozd MS-
kompatibilis eluenseket haszndlunk. Goyon és mtsai 100 mM ammonium-acetit (pH=6,9)
tartalmu illékony pufferrendszer alkalmazasaval elérhetd csticsalakot hasonlitottak ossze
50 mM kélium-foszfatot €s 250 mM KCl-ot tartalmazé puffer (pH=6,5) esetében kapottal
24 mAb, 2 ADC-k és 4 Fc-fuzios fehérje elvélasztasa soran. Az ammonium-acetat tartalmu
mozgofazissal csak a savas karakter( terdpids fehérjék véilaszthatok el megfelel6 aszim-
metria faktorral (0,8< As <1,5) és megfeleld alapvonali felbontassal, a tobbi esetben kis
érzékenység (egységnyi koncentraciovaltozasra adott jelvédltozas a detektorban) és gyenge
visszanyerés tapasztalhat6. Ennek oka lehet az 4j genericids oszlopok nem megfelel
inertsége. A megfeleld hatékonysag eléréséhez a szerz6k magasabb pH-ju mozgdfazist
(pH~7,5-8) javasolnak [101].

Lazar és mtsai sO-mentes, szerves oldoszer tartalmu eluenst hasznaltak rekombinans
monoklondlis antitest és a kiillonbozé szamu gyogyszermolekulat tartalmazé immunokonju-
gatumdnak SEC elvdlasztisdhoz. Az ACN-t, TFA-t és hangyasavat kiilonb6z6 ardnyokban
tartalmazé mozgofazis esetében vizsgaltak az egyes OsszetevOk mennyiségének szerepét a

tomegspektrumra, €s azt allapitottdk meg, hogy 50 % ACN, 0,02 % TFA és 1 % hangyasav
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biztositja a legjobb eredményeket [102]. Ugyanezeket a mozgo6fizis osszetevoket alkalmaz-
va 0,2 mL/perc dramlasi sebesség €s kis ACN koncentraci6 mellett nagy felbontasu analizis
érhetd el. Az ACN tartalmat 0,02 %-161 0,1 %-ra névelve a mAb-ok konnyt és nehéz
lancéanak elvélasztdsa is megvaldsithatd, amire az idedlis, nem denaturdlé koriillmények
esetében nincs lehetdség [63]. Meg kell azonban jegyezni, hogy az ilyen modszereknél a
mdasodlagos kolcsonhatdsok domindlnak a retencié szempontjabdl, tovabba az aggrega-
tumok instabilld vdlnak, igy ezek elvalasztdsi hatékonysdga ilyen feltételek mellett nem
novelhetd.

A méretkizdrdsos oszlopokat gyakran haszndljdk puffercseréld 2. dimenzidként az MS-
hez torténd kapcsolés elbtt. A tomegspektrométer eltt bevezetett, ammonium-acetatot al-
kalmaz6 SEC elvdlasztds automatikus mintael6készitési folyamatnak tekinthet6 és nagyfel-
bontdsud (Rg >2000), valamint nagy tomegpontossdgi (<80 ppm) tomegspektrum érhetd el
vele, ami jelentSs elény a manudlis puffercseréld eljardsokhoz képest [103]. A SECxSEC
maodszer esetében a klasszikus pufferrel (50 mM foszfat puffer KCIl-dal, pH=6,8) a nagy
és kis molekulatomegili komponensek elvélaszthatok, majd a misodik dimenziéban al-
kalmazott 100 mM ammoénium-acetattal a foszfat tartalmu eluens illékony mozgofazisra
cserélhetd, igy az aggregatumok kozvetleniil analizalhaték MS-ben [104].

A hagyomdnyos, foszfat puffert alkalmaz6 méretkizarasos elvalasztas MS-kompatibi-
lissa tehetd egy SEC xRPLC kapcsoldssal is. Az antitest-gydgyszer konjugadtumok nagy
molekulaméretli komponensei az els6 oszlopon elvdlaszthaték a monomer ADC-tdl, vala-
mint a nagy molekuldk eliciéjat kovetden alkalmazott ACN-t tartalmazé gradienssel a kis
molekuldktol (szabad gyégyszermolekuldk és linkerek, valamint gydgyszer-linker moleku-
14k) is. A heart-cutting online kapcsoldssal az egyes csucsok kiilon-kiilon juttathatok be a
2. dimenzidként szolgdlé6 RPLC oszlopba, ahol a kismolekulds komponensek egy tdjabb
ACN-gradiens segitségével elvdlaszthatok [105]. Ehhez hasonlé SEC x RPLC kapcsolast
irtak le Li és mtsai. Az 1. dimenziéban hasznalt 80 % 0,1 M natrium-foszfat vizes oldatat
€s 20 % ACN-t tartalmaz6 mozgdéfazissal (pH=6,0) dolgoz6 izokratikus SEC elvalasztast
kovetden az RPLC dimenzi6 kezdeti eluense 0,05 % hangyasav, mig a B-eluens 100 %
ACN volt. A 2. dimenzidban az eluens 0sszetételét multilinedris gradiens program szerint
el6szor 25-60 % B-re emelték 10 perc alatt, majd 60-90 % B-re tovabbi 5 perc alatt [106].

A SECxRPLC/MS mddszer alkalmas lehet sz6jaliszt intakt fehérjéinek izolaldsara
€s MS analizisére. Az 0,3 M NaCl tartalmu 50 mM foszfat pufferrel (pH=6,8) végzett
méretkiilonbségen alapul6 elvalasztast kovetéen az egyes frakcidkat 0,1 % TFA tartalmu
vizzel moshatdk, majd a forditott fazisd dimenzidban ezek 0,1 % TFA tartalmi ACN-lel
tovabb szepardlhatok [107].

1.4.3. A HIC és az MS kapcsolata

A magas sOkoncentracidju mozgofazis miatt a HIC-MS csatolds nehézkes. Egyik

lehet6ség az offline-MS alkalmazas, amelynek sordn a HIC oszloprdl lejové frakcidk
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gy(jtését kovetden egy RPLC oszlopon a sétartalmu eluens cseréje torténik 0,1 % TFA
tartalmu ACN-re, majd innen torténik a kozvetlen injektélas az MS detektorba [70]. A moz-
gbfazisban soként leggyakrabban alkalmazott ammoénium-szulfatot ammaénium-acetatra
cserélve egy MS-kompatibilis eluenst kapunk, aminek illékonysdga és elicids er6ssége
szerves oldoszerek hozzdadasaval tovabb novelhetd. A hagyomanyos HIC oszlopok ilyen
koriilmények alkalmazasaval nem biztositanak megfeleld visszatartast, igy 4j tipusu, hibrid
HIC oszlopok fejlesztése keriilt el6térbe. Ezek az oszlopok kiilonbdzé hosszisagu szén-
lancot hordoz6 poliaszparaginsav toltetet tartalmaznak (polipentil-, polihexil-, poliheptil-,
polioctil-, polinonil- és polidecil-aszparaginat) 100 mm x 0,2 mm méretii kapilldris osz-
lopba toltve. Példaul az A-eluenst 1 M ammonium-acetat vizes oldatdnak, a B-eluenst
20 mM ammoénium-acetdt 50 % ACN-t tartalmaz6 vizes oldatdnak bedllitva a hagyoményos

oszlopoktdl eltérd retencidju és szelektivitasu elvalasztds érhetd el [108].

A HIC elvélasztds MS-kompatibilissé tételének masik utja az online kétdimenziés kap-
csolds, amivel példdul cisztein-konjugdlt ADC-k meghatdrozhaték. Az ammoénium-szulfat
és Na-foszfat tartalmu eluenssel dolgoz6 HIC elvalasztist kovetden az RPLC dimenzidban
alkalmazott eluens MS-kompatibilis. A komponensek az !D-t nativ formaban hagyjak
el, RPLC koriilmények kozott viszont a nem-kovalens kolcsonhatdsok felszakadnak, igy
lehet6ség nyilik a DAR kiszdmitasara €s a cys-ADC alegységek struktirdjanak meghataro-
zaséra [109]. A HIC-ben alkalmazott ammonium-szulfat oldatésagi problémakat okozhat,
amikor az RPLC szerves oldészerével elegyedik. Ezzel szemben az ammo&nium-acetat és

-formiat oldhatdsdga metanolban és ACN-ben is megfeleld.

Atfogd 2D-LC analizis végezhetd HIC és SEC kapcsoldsaval is. A HIC elvalasztishoz
haszndlt 2,5 M ammonium-acetat és 0,1 M natrium-hidrogén-foszfat (NaH,PO,) tartal-
mu A-eluens, valamint a 0,1 M NaH;PO, (NaOH-dal pH=7,0 értékre allitva) alkalmas
az ADC-k kiilonbozd DAR értékli varidnsainak elvalasztdsara. A HIC oszlopot kovetd
online SEC dimenzidban az eluens sétartalmanak (~100 Da) ADC-kt61 (~150 kDa) torté-
no elvalasztisa megvaldsithaté 100 mM ammonium-acetat eluenssel izokratikus elicids
moédban [110].

1.4.4. A HILIC és az MS kapcsolata

A HILIC mozg6fazis kozvetleniil alkalmas tomegspektrometrids detektdldshoz, hiszen
az eluens kezdeti 80-95 % szerves olddszertartalma (leggyakrabban ACN) egy gradiens
program szerint 40-60 %-ra csokken le. A retencios tényez0 dllandosdganak biztositasédra €s
az MS-beli ionizacié fokozdséra kis koncentraciéji puffer adhaté az eluensekhez, azonban
a nagy szerves olddszer tartalom miatt a pH eltoléddsdval szdmolni kell. A leggyakrabban
alkalmazott pufferkomponensek az ammonium-formidt/hangyasav vagy az ammonium-

acetat/ecetsav 5-10 mM koncentraciéban [75].
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1.4.5. Az IEX és az MS kapcsolata

Az IEX elvdlasztashoz dltaldnosan hasznalt pufferkomponensek és sok természetiiknél
fogva nem alkalmasak kozvetlen MS detektdldshoz. A komponensek tomegspektrométerrel
torténd azonositdsa somentesitd egység (pl. RP oszlop) vagy illékony pufferrendszerek
haszndlatat koveteli meg. Alvarez és mtsai az IEX oszloprdl eludlédé csicsokat hat,
forditott fazisu toltetet tartalmazéd egységen csapdaztak. Az egyes frakcidkat 95 % A-
eluenssel (0,1% TFA vizben) 5-10 percig mostdk, majd 65 % B-eluensig (0,1 % TFA
ACN-ben) terjed6 gradiens programmal eludltdk. Az RP-csapdédkat elhagyé effluens
kozvetleniil a tomegspektrométerbe vezethetd. Az IEX oszlopon gyengén elvalasztott
komponensek €s a kis csticsok a 2. dimenzidban koncentralhatok az injektalds tobbszori
megismétlésével [99].

A két dimenzi6 kozti kapcsolds a forditott fazisd kromatografidnal bemutatott heart-
cutting mddszerrel is megoldhaté. Stoll és mtsai intakt rituximab kationcsere-kromatografids
csucsdt ot darab, egyenként 2,75 perc hosszu frakcidra osztottak (11.A) dbra). A ki-
valasztott frakciot (zold keretben) a forditott fazist oszlopra injektalva két dimenzids
kromatogram (11.C) dbra) és az egyes pontjaihoz tartozé tomegspektrumok (11.E) és
F) 4dbra) kaphatok. A CEX mérés 5-szori megismétlésével, a frakciokat egyesével a 2.
dimenzidba injektalva szelektiv kétdimenzids elvalasztas érhetd el az informacidvesztés
elkeriilésével [111].
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11. abra. Szelektiv LCxLC mddszer intakt rituximab analizisére [111].

A CEX effluensébdl torténd off-line frakcidgydjtést vagy az automatizalt on-line
kapcsolast kovetd RPLC elemzés hatranya az idGigényesség és a nehézkesség. Ezért
is van igény a kozvetlen CEX-MS analizisre, aminek azonban feltétele a konnyen g6z-
fazisba vihetd pufferkomponensek alkalmazdsa. Az illékony komponenseket kis kon-
centraciéban tartalmaz6 pufferek alkalmasak a mAb-ok kozvetlen IEX-MS analizisére
széles pH-tartomdnyban (5,3 < pH < 10,2). Ilyen eluens komponensek a kiilonb6z6
aminok (pl. ammonium-acetat, ammonium-formidt, ammoénium-hidroxid, ammonium-

karbondt/bikarbonat vagy trietil-ammoénium) vagy az illékony savak (pl. hangyasav, ecet-
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sav). Intakt és toltésvaridnsok keletkezésével jaré kémiai médosuldson dtesett mAb-ok
kozvetlen szerkezeti analizisét teszi lehetévé a 20 mM ammoénium-formiatot alkalmazé
pH-gradiens CEX-MS elvalasztas [112]. Ehhez hasonlé, 50 mM ammoénium-formiatot
és hangyasavat tartalmaz6 A-eluens (pH=3,9) és 500 mM ammoénium-acetat tartalmu
B-eluens (pH=7,4) alkalmazhat6 enzimesen emésztett mAb fragmensek IEX-MS vizsgéla-
tara [113].

Konermann kétségbe vonta az ammodnium-acetat "semleges pH-ju puffer” elnevezését,
mivel sem az ammonium-ion, sem az acetat-ion pKa értéke nem esik a semleges pH
tartoményba (pK. A =9,25 és pKacy,coo-=4.75). Ennek ellenére alkalmas az ESI-MS
detektdlashoz mozgofazis eluensként, de pozitiv médu elektrospray ionizacié esetén sza-
mitani kell az eredetileg semleges pH-ju oldat savas tartomanyba (pH=4,75 £ 1) t6rténd
elmozdulasara [114]. Ammonium-acetatot SO mM koncentracidban tartalmazo A-eluens
(pH=6,6), valamint az A-eluenst és a pH noveléséhez ammonium-hidroxidot tartalma-
z6 B-eluens (pH=10,1) alkalmazasaval mAb-ok IEX-MS analizise végezhetd el széles
pl-tartomanyban [115]. A B-eluenst 140 mM ammoénium-acetat és 10 mM ammo&nium-
karbondt elegyére cserélve nagy felbontdsd IEX elvélasztds és ultraérzékeny MS detektalds
érhet6 el [116]. Az ammonium-acetat és ammonium-karbonét (vagy -bikarbonét) puffer-
rendszer nagy pufferkapacitést €s kozel linedris pH-vélaszt biztosit sz€éles pH tartomanyban,

igy robusztus és reprodukalhaté mddszerfejlesztésére ad lehetdséget.

Fiissl és mtsai 25 mM ammonium-bikarbonatot és 30 mM ecetsavat tartalmaz6 pH=5,3
A-eluenst és 10 mM ammoénium-hidroxidot tartalmazé 2 mM ecetsavbdl 4116 B-eluens
(pH=10,18) alkalmazasat vizsgaltak antitestek toltésvaridnsainak elvdlasztasara. A rendszer
alkalmazhat6 mAb-ok MS-kompatibilis analizisének mddszerfejlesztésére €s a kiilonbozo
glikozilacids profili varidnsok atfogd jellemzésére nagy felbontdsu orbitrap MS detek-
tdlassal. Ugyanez a mozgd6fazis rendszer alkalmazhaté hét mAb esetében az optimélis
elvélasztasi koriilmények meghatarozasara. A kezdeti atfogé gradiens program (0-100 % B
10 perc alatt) antitestenként torténd optimalizaldsaval a savas €s bazikus varidansok megfe-
leld szelektivitdssal elvdlaszthatok. Példdul az adalimumab esetében a C-termindlis lizinen

torténd modosulasok kovetkeztében kialakulé toltésvaridnsok meghatdrozhatok [84, 117].

A bikarbondt alapti mozgéfazisok ESI-MS detektalashoz torténd alkalmazhatosagét
egyes kutatocsoportok megkérddjelezték az ESI-ben kialakul6 cseppekben feltehetSleg
keletkez6 CO; 1égbuborékok miatt. Az ESI-ben alkalmazott magas fesziiltség és hdmér-
séklet mellett a bikarbonat a fehérjék kiillonboz6 toltésvaridnsainak kialakuldsét idézi eld,
ami a molekuldk Osszetekeredett szerkezetének megvéltoztatdsaval jar [98]. A mioglo-
bin esetében a kiilonbdzd koncentracidju acetat és bikarbonat tartalmu eluenssel kapott
ESI-MS profilok a 12. abran lathaték. A kis koncentracidkndl domindl6 9+ toltéssel
rendelkezd nativ komponens mellett nagyobb koncentracidk esetén megjelennek az ESI
cseppekben CO; hatdsara kialakuld, nagyszamu tolt€ssel rendelkezd ionok (22+). A t6l-

tésdllapotok nagymértékli megvaltozasa az MS-sel kapott teljes iondram kromatogram



A KATIONCSERE-KROMATOGRAFIABAN KIALAKULO PH-VALASZ VIZSGALATA 25

acetate bicarbonate acetate + bicarbonate
A 9+ D O+ G 9+
0.01M
>
:Z. I L L L#LL 1 LLig | I
£ B 9+ E 9+ H
w
=
7]
w
o
(i)
N
g ololo] o o
Z . c 9+

1000 1500 2000 1000 1500 2000 1000 1500 2000
m/z m/z m/z

12. abra. A mioglobin ESI-MS profiljai kiillonb6z6 koncentracidju acetét és bikarbonat
eluens esetében [118].

€s az UV-detektaldssal kapott kromatogram eltérését okozza, ami a csucsok azonositdsat
nehézkessé teszi. A jelenség elkeriilhet6 acetat tartalmu eluens nativ ESI-MS analizishez
torténd alkalmazdsaval [118]. A Hofmeister-sort vizsgalva is hasonl6 kovetkeztetésre
juthatunk. A kozmotrdp bikarbondt és formiat kevésbé alkalmas MS detektalashoz, mint a
kaotrop acetat [98].

A Waters vallalat 2019-ben hozta forgalomba az lonHance elnevezésti MS-kompatibilis
pH/ionerdsség gradiens pufferrendszert mAb-ok €s alegységeinek IEX-MS elvalasztdsdhoz.
A koncentratumok tizszeres higitdsaval 50 mM ammoénium-acetdtot, 2 % ACN-t és a pH
beédllitdsdhoz alkalmazott ecetsavat tartalmazé A-eluens (pH=5,0), valamint 160 mM
ammonium-acetat, 2 % ACN és a pH bedllitdshoz sziikséges mennyiségli ammonium-
hidroxid tartalmu B-eluens alakithato ki. A 2,1 x50 mm méretli Waters BioResolve SCX
mADb oszlopon hatékony elvélasztas és tiszta MS spektrum érhet6 el 30 perces gradiens
program alkalmazdsdval [119].

Az ioncserés elvdlasztasokhoz alkalmazott tomegspektrométer-kompatibilis mozgdfa-

zis rendszerek a 2. tablazatban keriiltek 6sszefoglalésra.

1.5. A kationcsere-kromatografiaban kialakulé pH-valasz vizsgalata

Az oszlopon beliili pH-valaszt tobb kutatdcsoport vizsgalta. A Fiissl és mtsai altal ki-
fejlesztett, illékony komponenseket (ammodnium-bikarbonat, esetsav, ammoénium-hidroxid)
tartalmaz6 pufferrendszerrel egy konvex pH-gradiens programot alakitottak ki cetuximab
alegységeinek elvalasztasira. Az oszloprol lejové effluens pH-janak online monitoroza-

saval megallapitottak, hogy erds kationcseréld oszlop esetében a mért pH-vélasz eltér a
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2. tablazat. A kiilonb6z6 kutatécsoportok éltal alkalmazott CEX-MS mozgé6fazisok 6ssze-
foglalasa

Mozgoéfazis-Osszetétel Hivatkozas

A: 20 mM ammoénium-formiét (pH=6,5)

: 20 mM ammonium-formiat (pH=8,6) Sankaran és mtsai [112]

: 50 mM ammoénium-formidt+FA (pH=3,9)

: 500 mM amménium-acetdt (pH=7,4) LeBlanc és mtsai [113]

: 50 mM ammoénium-acetit (pH=6,6)

50 mM amménium-acetdt + ammonium-hidroxid (pH=10.1) Sa1ey € misai [115]

: 20 mM ammoénium-acetdt+20 mM ecetsav (pH=5,6)

140 mM ammoénium-acetat+10 mM ammonium-bikarbonat Yan és mtsai [116]

: 25 mM ammoénium-bikarbonédt+30 mM ecetsav (pH=5,3)

: 2 mM ecetsav+10 mM ammoénium-hidroxid (pH=10,8) Fussl és mtsai [117]

: 25 mM ammoénium-bikarbonédt+30 mM ecetsav (pH=5,3)

: 10 mM ammoénium-hidroxid (pH=10,9) Fussl és mtsai [84]

: 50 mM ammoénium-acetdt + 2% ACN (pH=5)
: 160 mM ammonium-acetat + 2% ACN (pH=8,5)

> wewewe> W w W

Ippoliti és mtsai [119]

gradiens programtdl. Ugyanezekbdl a komponensekbdl osszedllitott azonos pH-ju, de
kiillonb6z6 koncentracidju eluensekkel megismételve a mérést, a kapott pH-véalasz eltér
az elméletileg varhat6tol. A jelenséget a mozg6fizis és az allofazis funkcids csoportjai
ardnydnak valtozdsaval magyardzzdk. Az eluensek ellenionjainak a nagy pufferkapacitdsu
all6fazison torténd megkotddésével a mozgofazisba keriild oxéniumion (H3O™) és hid-
roxidion (OH™) a pH megvaltozasat okozza [117]. Helfferich, valamint Ghose és mtsai
vizsgéltdk a pH-eltolodast kiillonbozo pufferkomponensek, sokoncentracio és alléfazisok
esetében. Azok az all6fazisok, amelyek polimetakrilat vazon gyenge kationcseréld kar-
boxilcsoportot tartalmaznak, nagyobb pH-eltol6dast mutatnak [120, 121]. Az oszlopot
adott koncentracidju és pH-ju eluenssel ekvilibrdlva, majd azonos pH-ju, de kiilonb6z6
koncentricidju eluenst &ramoltatva az osszetételbeli valtozds az oszlopon hullamként terjed
végig. A hulldmoknak két form4ja van: az elsd hullam egy gyors Nat-hulldm, ami utdn
az oszlop a kezdeti egyenstlyban marad, majd a masodik, ioncsere hulldim utédn keriil

egyensulyba az 1j eluenssel [120].

Jansen és mtsai azt talaltdk, hogy magasabb pH esetén az effluensben a gyenge sav
koncentracidja megnd annak ellenére is, hogy a mozgdfazisbeli koncentracidja allandé volt.
Magasabb koncentrécié esetén ez a jelenség erdteljesebb, valdszintileg a nem disszocialt
komponensek oszlophoz val6 kétédése miatt [122]. A kiillonb6zd kutatdécsoportok ered-
ményeibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a mozgé6fazisban mérheté pH-valasz nem csak a

mozgo6fazis természetétdl €s koncentracidjatdl fiigg, hanem az oszlop is befolydsolja.

A kiilonb6z6 ioncseréld rendszerek leirdsa érdekében tobb kutatéesoport is tanulma-
nyozta az ioncseréld gyantdk tulajdonsagait és termodinamikdjat [123, 124]. Sziiletett

ioncsere egyenstlyokat leiré elmélet is, amiben az ioncseréld alléfazist, mint puffert, illetve
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mint nagy mennyiségii iont tartalmaz6é komponenst vesznek szamitasba, ami igy jelentds
szerepet jatszik a sav-bazis egyensuly kialakuldsdban [125]. Azt is megfigyelték, hogy nem
csak az alléfazisrol szairmazoé ionok koncentracidja, hanem a feliileten levé ellenionokhoz
képesti ardnyuk is fontos [120,126]. Az ionok adszorpcidja vagy deszorpcidja az egyensuly
Gijra bedllasdig a pH eltolédésat okozza. Ez a jelenség a H vagy az OH™ ionok, illetve a
puffer ellenionjai (pl. Na* vagy K™ kationcsere, C1~ anioncsere esetében) all6- és mozgo-
fazis kozti megoszldsdval magyardzhat6 [121]. A szimultdn pH- és ségradienst alkalmazé
gradiens esetében az 4llofazist eldszor egy kis sétartalmu eluenssel ekvilibraljuk, majd
a s6koncentricié novelésével a kationok lelokik az 4llofazis HT ionjait. A mozgéfazis
pufferkomponensei €és a benne levd s6 dinamikus rendszert alkotnak, ami befolydsolja
a pH-t. Ebbdl adéddan széles pK, értékii pufferkomponenseket és kis ionerdsségii sot
vélasztva a pH eltolédds mérsékelhetd.

A mintaoldat pH-ja és Osszetétele is hatdssal lehet az oszlopon atdramlé mozgdéfazis
pH-jéara és igy a fehérjék megkotddésére. Ha a minta pH-ja magasabb az eluens aktudlis pH-
janal, akkor az oszlopon beliil egy magasabb pH-ji zéna alakul ki. Ennek kovetkeztében
kationcsere-kromatogréfia sordn a mintakomponens adszorpcidja nem teljes és az oszlopon
beliili vandorldsa miatt retencidja a vértndl kisebb lesz. Ebbdl adéddan az injektalt térfogat
befolydsolja a mintakomponensek migraciéjét és ezaltal a cstcsalakot.

Lathat6, hogy a mozgdéfazis IEX oszlopon beliili pH-eltolédéasa tobb okbdl is beko-
vetkezhet. A pH-eltolddést Helfferich és mtsai a tobbkomponensii egyensulyi rendszerek
hullamelméletével irtdk le, ahol a hulldmokat, mint mozgé koncentricié blokkokat irtak
le [120]. A hullam haladési sebessége a kovetkezd differencidlis tomegmérleg-egyenletbdl
(egyensulyi-diszperziv modell) vezethetd le, ami kikoti, hogy az adott helyen az i kompo-
nens koncentracidjanak véltozdsa kizarélag az oda bemend €s onnan kimend komponensek
kovetkezménye, kémiai reakcié nem 1ép fel [127].

dCs; dCy i d%Cy;

dCuy.i
MJ—}—F + ug Z7 =Dy ; . (16)

ot ot

ahol Cy; az i komponens koncentracidja az mozgofazisban, Cs; az i komponens kon-

centrdcidja az alléfazison (ioncsere kapacitas), F = Vs /Vy, a fazisardny, ug a mozgdfazis
lokalis dramlasi sebessége, Dy ; a mozgofazisbeli axidlis diffuzids koefficiens. Egy C;
koncentracidji mintét tartalmazo hulldm egységnyi id6 alatt megtett uthossza (uc;), ha az i
komponens se nem képzddik, se nem bomlik le a hulldmban:

Jz Uo
= = = 17
Ha <8t)CM_’i 1+ (9Cs,i/ ICumi)z n

ahol ug a folyadéktomb dramldsi sebessége (m/s). A (dCs,;/dCu ;). hanyados a K
termodinamikai megoszlasi hanyadosként is jellemezhetd.
A (17) egyenlet csak azokra a komponensekre értelmezhetd, amelyek nem vesznek

részt kémiai reakcioban. A hullam sebességének koncentraciotol valo fiiggése alapjan a
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hulldmok hdrom csoportba sorolhaték. A nem élesité hullim esetében a sebesség a hulldim
elején nagyobb, mint a végén, ami a diffizié6 megndvekedése révén széles hulldmokat
eredményez. Elesitd hullimrdl beszélhetiink, ha a hullim végén nagyobb a sebesség,
mint az elején, ami a hulldmok élesedését okozza. A hulldmot indifferens nevezziik, ha a
hulldm sebessége nem fiigg a koncentraciotdl, igy a hulldm szélesedése csak a perturbacidok
kovetkeztében alakulhat ki.
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2. Eszkozok és anyagok

2.1. Eszkozok és szoftverek

A mozgéfizis-fejlesztéshez kapcsol6dé méréseket egy Acquity UPLC ™ I-Class (Wa-
ters, Milford, MA, USA) rendszeren végeztem, ami binaris pumpaval, 15 uL térfogata
atfolyétis (flow-through-needle, FTN) automata mintavevé injektorral és 2 uLL térfogati
aramlasi celldju fluoreszcens detektorral (FL) dolgozik. Az injektort és az oszlopot Ossze-
kotd vezeték aktiv elofiitd egységet tartalmaz, belsé atmérdje 0,13 mm, az oszlop és a
detektor kozti vezetéké 0,10 mm. A teljes oszlopon kiviili térfogat 8 ulL.-nek adddott, mig

a holttérfogat 100 uL volt.

A kromatogrifids oszlopokon kialakulé pH-vélasz méréséhez egy Acquity UPLC™
H-Class Bio rendszert (Waters) hasznédltam, ami kvaterner pumpdval, atfolyotis injektorral,
FL detektorral és egy pH/C-900 tipusu online pH-mérével (Amersham Pharmacia Biotech),
valamint pH elektréddal (General Electric, Baden, Svéjc) van felszerelve. A pH-t az oszlo-
pot elhagy6 effluens d4gban mértem. Az online pH-mérések sordn a detektort eltdvolitottam
a rendszerbdl a nyomads okozta karosodds megel6zésére (a detektorcelldn a megengedhetd
maximaélis nyomds 5 bar). A gradiens késési id6 (az az id6tartam, amig a pH-gradiens
eléri az elektrédot) 0,6 perc, ami 0,8 mL/perc térfogatdram esetén 0,48 mL gradiens késési
térfogatot jelent. A kromatogramok felvételéhez haszndlt fluoreszcens detektdlashoz a
gerjesztési hullimhosszot 280 nm-re, az emisszids hulliamhosszot 350 nm-re éllitottam be
mindkét késziiléken. Az Acquity késziilékeken az adatok kiértékeléséhez és a rendszer
mikodtetéséhez Empower Pro 3 szoftvert (Waters) hasznéltam.

A tomegspektrométer kompatibilis mddszerfejlesztést egy Agilent 1290 Infinity ultra-
nagyhatékonysdgu folyadékkromatografias rendszeren végeztem. A rendszer ultranagy
nyomdsud pumpdt, automata mintainjektalét, flithetd kolonnateret és diddasoros UV detek-
tort tartalmaz. A berendezés miikodtetését és a kromatogramok kiértékelését a ChemStation
program segitségével végeztem.

A tomegspektrometrids mérésekhez egy Shimadzu Prominence UFLC késziiléket
hasznéltam, ami gradiens pumpat, automata injektort, flithetd oszlopteret, valamint UV/Vis
és egyszeres kvadrupdl tomegspektrométer detektort tartalmaz (Per-Form Hungaria Kft.,
Budapest). Az ESI ionforrdssal 2000 m/z tomegtartomdanyig detektdlhatok a komponensek.
A detektor fesziiltséget 3,6 kV, az ionforrds hdmérsékletét 275 °C értékre allitottam be
pozitiv polaritds méd alkalmazasaval.

A mozgoétazis pH-janak mérésé€hez és beillitasdhoz egy Seven-Multi S40 tipusu pH
mérdt (Mettler Toledo, Greifensee, Svdjc) hasznédltam. A retencié modellezése és a
médszer optimalizdldsa DryLab®4 kromatografids modellezd program segitségével tortént
(Molnar-Institute, Berlin, Németorszdg). A kiilonbo6z6 pufferrendszerek pH-jat BATE
pH Calculator 1.0.3.15 programmal (ChemBuddy), valamint a Pythonban irt programmal
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szamitottam. A szdmitdsokhoz és az adatok feldolgozasdhoz Excel sablonokat, valamint
a Python programnyelv (v. 3.7, Anaconda Python Distribution, https://anaconda.com)

NumPy csomagjat hasznaltam.

2.2. Vegyszerek

A gradiens tisztasdgu viz, a kdlium-hidroxid (KOH) és a piperazin a Fisher Scientific
(Dublin, frorszég), a citromsav, a 2-(N-morfolino)-etanszulfonsav (MES) monohidrat,
a ditiotreitol (DTT), az 1,3-diamino-2-propanol (DAP), a citromsav, a natrium-klorid
(NaCl), a 2-ciklohexilamino-etanszulfonsav (CHES), az imidazol, a tris-hidroximetil-
aminometédn hidroklorid (TRIS-HCI), az ammonium-hidroxid oldat (28 % NH, vizes
oldata) és az ammonium-acetat a Sigma-Aldrich Kft.-t61 (Buchs, Svdjc) szarmazik. A
natrium-hidroxidot (NaOH) a VWR Scientifictdl (Radnor, PA, USA), az ecetsavat a
Biosolvtdl (Dieuze, Franciaorszag) vasaroltuk. Az IdeS enzim (FabRICATOR ®, art
A0-FR1-050) forgalmazdja a Genovis AB (Lund, Svédorszag).

A CX-1 pH-gradiens puffereket (pHa=5,6 és pHp=10,2) a Thermo Fisher Scientifictdl
(Waltham, MA, USA) szereztiik be. Ez a pufferrendszer ikerionos pufferkomponenseket
(2-(N-morfolino)etdnszulfonsav, 3-(N-morfolino)propanszulfonsav, N-[Tris(hidroximetil)-
metil]-3-aminopropanszulfonsav és 3-ciklohexilamino-2-hidroxi-1-propdnszulfonsav), va-
lamint NaCl-ot és NaOH-ot tartalmaz.

A BioResolve CX pH-gradiens pufferrendszer a mérések elvégzésekor referencia
eluens volt, amiket a Waters biztositott. Ez a rendszer borostydnkdsavat, BIS-TRIS
propant, trietanolamint és N-ciklohexil-3-aminopropdnszulfonsavat tartalmaz.

A tomegspektrometrids modszerfejlesztéshez haszndlt ammonium-acetét, esetsav és

ammonium-karbonat a Sigma-Aldrich Kft. termékei.

2.3. Mintak

Az Eurdpai Unio éltal gydgyszerészeti mindséglinek besorolt terdpids IgG monoklona-
lis antitesteket (bevacizumab, cetuximab, daratumumab, eculizumab, infliximab, obinutu-
zumab, panitumumab, pembrolizumab, pertuzumab, ramucirumab, reslizumab, rituximab,
trastuzumab) az illetékes gyartoktol, a szarvasmarha hasnyalmirigybdl szdrmaz6 inzulint a
Sigma Aldrich Kft.-t6] szereztem be. A NIST mAb referencia komponens forgalmazdja
a National Institute of Standards and Technology (NIST, Gaithersburg, MD, USA). A
mérések sordn alkalmazott antitestek €s kapilldris izoelektromos fokuszaldssal mért izo-
elektromos pontjaik (pI) a 3. tdbldzatban taldlhatok [83].

A mérésekhez intakt monoklondlis antitestek vizben val6 higitdasaval 1 mg/mL koncent-
raci6ji mintaoldatokat készitettem (lasd Filiggelék 1. tdbldzat). A mAb-ok redukdlasdhoz
az 1 mg/mL oldatokhoz 10 %-ban 1 M koncentraciéju DTT oldatot adtam, mig az emész-

téshez az IdeS-t gydrilag tartalmazé Eppendorf csébe 10 L 100 mM koncentracioban
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3. tablazat. Az alkalmazott antitestek és izoelektromos pontjaik [83]. *A daratumumab pl
értékét a Pannon Egyetemen m{ikodd Transzlacios Glikomika Kutatélaboratd-
rium hatdrozta 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 94
Trastuzumab 9.1

TRIS-HCI oldatot és 1 mg/mL koncentrdcioban mAb-ot mértem be, majd a térfogatot
100 pL-re allitottam be nagytisztasagu vizzel. Az emésztéshez és a redukélashoz sziiksé-
ges 38 °C hdmérsékletet inkubdétorral biztositottam 30 percen keresztiil. A mintdk végsé
térfogata 100 uL volt, amibdl kis térfogatu mintatarto segitségével kozvetleniil tortént az

injektalds. Az injektéalasi térfogatot 2 pul-re allitottam be.

A tomegspektrométer limitalt tomegtartomanya miatt az MS mérésekhez szarvasmarha
hasnyalmirigybdl izolalt inzulint (Sigma-Aldrich Kft.) hasznédltam.

2.4. Oszlopok

Az elvélasztasokhoz hasznalt Supelco Antibodix WCX-NP3 gyenge kationcseréld
oszlopot a Sigma-Aldrich, a ProPac Elite gyenge kationcseréld oszlopokat a Thermo
Fisher Scientific, a BioZen WCX oszlopot a Phenomenex Inc. (Torrance, CA, USA),
a BioPro SP-F er6s kationcserél6 oszlopot a YMC (Kioto, Japan), a BioResolve SCX
mAD oszlopot és a Protein-Pak Hi Res SP oszlopot a Waters forgalmazza. Az oszlopok

tulajdonsagait a 4. tdblazat tartalmazza.

Az oszlopok vizsgalatakor altalanos gradiens (0-100 % B) programot vdlasztottam az
oszlopok térfogatat figyelembe véve. A 100x4,6 mm oszlopok esetében 0,8 mL/perc térfo-
gatdramot €s 15 perc gradiens id6t, mig a 150 x4 mm ProPac Elite oszlopon 0,6 mL/perc és

22,5 perc paramétereket alkalmaztam. Az oszlop hémérséklete minden esetben 25 °C volt.
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4. tablazat. Az alkalmazott oszlopok tulajdonsdgai: oszlophossz (L), belsd atmérd (ID),
szemcseméret (D), funkcids csoport, porozitds €s holttérfogat (Vj)

L 1D dp Funkciés Porozitis V)

(mm) (mm) (um) 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 Szulfonat 0,35 0,58
Waters BioResolve SCX mAb 100 4,6 3 Szulfonat 0,30 0,50
Waters Protein-Pak Hi Res SP 100 4,6 7 Szulfonat 0,36 0,60

2.5. Mozgofazis elokészités és az alkalmazott gradiens programok

A pH-gradiens elvédlasztasokhoz MES, DAP, citromsav és CHES 10, 20 és 50 mM
koncentréacigju, valamint imidazol és piperazin 10 mM koncentraciéju vizes oldatét készi-
tettem el. Az eluens pH-janak 0sszetételt6l valo fiiggését a savas €s bazikus komponensbdl
0:10 és 10:0 tartomanyban képzett eluensparok pH-jdnak mérésével hataroztam meg. A
vizsgélt eluensparok a (1) MES/piperazin, (2) citromsav/DAP, (3) MES/DAP, (4) citrom-
sav/imidazol, (5) MES/imidazol és (6) citromsav/CHES voltak. Az ammodnium-acetat
alapi mozgdéfazishoz 50 mM koncentricidju oldatot készitettem, aminek pH-jat ecetsavval
6-ra allitottam be (A-eluens), mig a B-eluens 50 mM ammonium-acetét volt, melynek
pH-jat ammonium-hidroxiddal 10-re emeltem.

A Kklasszikus sogradienshez 10 mM MES (pH=6) oldatot készitettem (A-eluens), a
B-eluens 10 mM MES és 0,25-0,4 M NaCl oldata volt. A pH-gradiens mérésekhez a
kereskedelmi forgalomban kaphaté CX-1 pH-gradiens puffer esetében a B-eluens ardnyat
0 %-r6l 100 %-ra noveltem, ami 5,6-10,2 kozti pH-t jelent. A szimultdn pH- és sogradiens
elvalasztasokhoz a pH-gradiensnél leirt pufferrendszereket alkalmaztam azzal a kiilonb-
séggel, hogy a B-eluenshez NaCl-ot adtam kiillonb6z6 koncentracidkban (20, 60, 100
és 150 mM). A Thermo CX-1 és Waters BioResolve CX puffereket a koncentratumok
tizszeres vizes higitdsaval allitottam elG.

Az oszlopok teszteléséhez négy mozgofazis rendszert valasztottam: a kereskedelmi
forgalomban kaphaté Thermo CX-1 és a Waters BioResolve CX pufferrendszereket, a
klasszikus MES-alapu sogradienst, valamint az dltalunk kifejlesztett MES/DAP szimultidn
pH- és sdgradienst. A klasszikus s6gradiens A-eluense 10 mM MES (pH=6,0), a B-eluens
10 mM MES és 0,25 M NaCl (pH=6,0) vizes oldata. Szimultdn pH- és s6gradiens esetében
az A-eluens 20 mM MES és 20 mM DAP 90:10 ardnyu keveréke volt (pH=5,6), mig a
B-eluens 30:70 ardnyban tartalmazta a két osszetevét, valamint 30 mM NaCl-ot (pH=9,9).

A pH-valasz online vizsgalatdhoz a kereskedelmi forgalomban kaphat6 puffereket,
az oszlopok teszteléséhez is haszndlt MES/DAP rendszert és a citromsav/CHES+NaOH
mozgofazist valasztottam. Utdbbi esetben az A-eluens 10 mM citromsavat, 10 mM CHES-
t és 12,5 mM NaOH-ot vagy KOH-ot tartalmazott, mig 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 lineéris O-
100 % B volt kiilonbozd gradiens idokkel (g = 10,20,30 perc). A gradiens program elott
az oszlopot az A-eluenssel 3 percig mostam, majd a program végén a B-eluens aranyat
3 percig 100 %-on tartottam. Az alkalmazott gradiens program a 10 perces gradiens id6
esetében az 5. tdbl4zatban lathato.

A tomegspektrométer kompatibilis mozgo6fazis fejlesztéshez az alacsony ionerdsségii
A-eluens 10 mM ammonium-acetat €s 10 mM esetsav keveréke (pH~5,2), mig a B-eluens
ammonium-acetit és ammonium-karbonat kiilonb6zd koncentraciéju (az egyes Osszete-
vékre 10 mM, 25 mM, 50 mM és 100 mM) elegye, igy Osszesen tizenhat pufferdsszetétel

kombindaciét vizsgaltam.

5. tablazat. Az alkalmazott gradiens program 10 perc gradiens id6 esetében.

Id6 (perc) A-eluens % B-eluens %

0 100 0
3 100 0
13 0 100
16 0 100
17 100 0

A pH-vilaszt 1épcsdzetes gradiens esetén is vizsgéltuk 3 perc hosszu izokratikus szeg-
mensekkel 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 és 100 % B-eluens Osszetételnél, az egyes
1épések kozott 0,01 perces gradiens 1épcsdket alkalmazva. A térfogataram 0,8 mL/perc
volt. A pH-vélasz gorbék dbrazoldsakor figyelembe vettem az oszlopok holttérfogatat és a

gradiens késési térfogatot.
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3. Eredmények

3.1. Mozgoéfazis fejlesztés
3.1.1. A mozgofazisok pH-valaszai

A kationcsere-kromatografia sordn kialakitott pH-gradiens hatdsara a mAb-ok nett6
toltése a funkcids csoportok deprotondléddsa miatt valtozik. Mivel a fehérjék pl értéke
sz€les tartomanyt fed le, fontos, hogy az alkalmazott pH-gradiens is széles tartomdnyban
valtozzon. Munkam soran olyan egyszer, két komponensbdl all6 alternativ pufferrend-
szereket dolgoztam ki, amelyek az elvalasztashoz sziikséges pH-tartomanyt biztositani
tudjak. A pH-vélasz kezdeti vizsgélataihoz olyan komponenseket valasztottam, amelyek
bioldgiai és gydgyszeripari gyakorlatban elterjedtek. A komponensek koncentracioi, a
pufferrendszerekkel elérhetd pH-tartomany és pH-védlasz az aldbbi egyensilyok figyelembe
vételével kiszamithatd. A mozgoéfazisban az n szamu pozitiv toltéssel rendelkezé B" bazis
dltal torténd hidrogénion (H™) felvételével az aldbbi protondloddsi egyensiilyok alakulnak
ki:

K

B+H' =BH' (18)
K

BH" +H* = BH3" (19)

Ha a rendszer a kétértékd bazis mellett egyértéki savat (HA) is tartalmaz, akkor a
toltésegyensuly értelmében a mozgdfazisbeli pozitiv és negativ toltések mennyiségének
meg kell egyeznie:

n ) m—1 )
+ . + _ — . —
[HY]+ ) i [BH;"] = [OH"] + ) (m— j)[H;A™] (20)
i=1 j=0
ahol n és m a bazis, illetve a sav 4ltal maximélisan felvehetd protonok szdma.

A hidroxidion koncentréci6 kifejezhetd a vizionszorzat és a hidrogénion koncentracio
hanyadosaként:

K,

(OH] = 5 @1

A (20) egyenletet a hidrogénion koncentraciora megoldva a pH kiszamithatd. Az
el6zetesen meghatarozott pH-valasz alapjan kivalasztott legalkalmasabb puffereket ké-
szitettem el €s a bazikus tag ardnyat 0-100 % kozott 10 %-onként valtoztatva felvettem
a rendszer pH-vélaszat. A 20-20 mM koncentréacidju pufferrendszerek (MES/piperazin,
citromsav/DAP, MES/DAP, citromsav/imidazol, MES/imidazol, citromsav/CHES+NaOH),



MOZGOFAZIS FEJLESZTES 35

MES/Piperazin /
Citromsav/DAP )

MES/DAP ./'/
10 4 — citromsav/Imidazol

MES/Imidazol

Citromsav/CHES+NaOH

Ammonium-acetat

8 - BioResolve CX
Thermo CX-1
T
o
6 -
4 -

0 20 40 60 80 100
%B

13. abra. A kiilonboz6 pufferrendszerek pH-vdlasza a bazikus eluens térfogataranydnak
fiiggvényében (folytonos vonal: szadmitott értékek; pontok: mért értékek).

az 50 mM koncentracidji ammodnium-acetat rendszer és a két kereskedelmi forgalomban
kaphaté pH-gradiens mozg6fazis rendszer szamitott €és mért pH-vélaszai a 13. 4brdn
lathatok.

A 13. édbra alapjan elmondhat6, hogy a szamitott pH-valaszok j6 illeszkedést mutatnak
a mért értékekkel, ami a jovObeli modszerfejlesztések sordn megkonnyitheti a megfeleld
pufferkomponensek kivalasztisat.

A MES/piperazin rendszerben a MES egy gyakran hasznélt pufferkomponens a CEX
elvalasztidsokhoz ségradiens modban €s a mozgo6fazis pH-janak 6-ra torténd beallitasa-
kiindulasi puffereként. A piperazin szintén egy gyakori pufferkomponens pH-gradiens
kialakitasakor (pK;=9,73). Ezzel a pufferrendszerrel 4,5-11 kozti pH-tartoméanyt lehet
kialakitani, azonban a pH-valasz nem lineéris: pH=6,5 (40 % piperazin) és pH=9,5 (60 %
piperazin) kozott egy meredek emelkedd szakasz figyelhetd meg.

A MES/imidazol rendszerben az imidazol amfoter karakter( vegyiilet (pK, ~7,0 és
14,5), CEX elvalasztasok sordn gyakran hasznalt mozgdfazis osszetevd. A kereskedelmi
forgalomban kaphat6 CX-1 puffer (Thermo) is tartalmaz imidazolt, ennek ellenére a
MES és imidazol kombinécidjat még nem alkalmaztak mozgoétazisként. A rendszer a
5 < pH < 8 tartomanyban linedris vélaszt ad, ami f6leg a kevésbé bazikus karaktert
mADb-ok elvélasztasakor jelenthet elonyt.

Az imidazol a pH-tartomdany kib&vitése érdekében kombindlhat6 egyéb savakkal is,
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példaul citromsavval. A citromsav egy 3 funkcids szerves sav, pK, értékei 3,13; 4,76 és
6,40. A két vegyiilet parositdsaval a 2,5 < pH < 9,4 tartomanyban folytonos, konvex
pH-valaszt lehet eldéllitani, ami megfeleld elvéalasztast biztosithat a savasabb antitestek (pl.
panitumumab) és savas fizids fehérjék (pl. abatacept) esetében.

Citromsav/CHES: a CHES (pK;=9,3) szintén egy gyakran haszndlt pufferkomponens
fehérjék ioncserés és elektroforetikus elvélasztisahoz. A citromsav/imidazol rendszerhez
hasonl6 pH-vélaszt biztosit. A CHES-t tartalmazé B-eluenshez natrium-hidroxidot adva a
pH-tartomény felsd hatdra megemelhetd (2,5 < pH < 10).

Citromsav/DAP: a DAP fehérjék elvalasztasahoz ritkan hasznalt komponens, de a CEX
elvalasztasok hatékonysagat novelheti. A DAP egy kétfogu diamin, 7,9 és 9,7 pk, érté-
kekkel rendelkezik, valamint megfeleld pufferkapacitdssal a 7 < pH < 10,5 tartomédnyban.
Citromsavval valé kombindlasa széles pH-tartoményt (2,5 < pH < 11) lefed j6 pufferka-
pacitdssal. Ezen tulajdonsagai alapjan alkalmas jelolt lehet egy dltalanos puffernek CEX
elvalasztdsok esetében. A gyakorlatban a pH-vélasza az Osszetétel fliggvényében egy
enyhe szigmoid gorbét ad, aminek pH~7-nél inflexids pontja van.

MES/DAP: a mAb-ok elvélasztdsakor gyakran a sziik pH-tartomany a célravezetSbb,
ezért vizsgéltuk citromsav helyett a MES és a DAP kombindciéjat. A MES/DAP rendszer
pH-vélasza enyhén konkdv a 4,4 <pH < 11 tartoményban.

Az illékony pufferek koziil az ammoénium-acetatot teszteltiik, ami alkalmas CEX
elvalasztasokat kovetd kozvetlen MS detektdldshoz [115]. A rendszer pH-valasza egy

szigmoid gorbe, melynek inflexios pontja pH~7-nél taldlhato.

3.1.2. A kiilonb6z6 mozgofazis rendszerek kromatografias vizsgalata

A csucsalakok és az elicids ablak tanulmanyozasa érdekében intakt mAb-ok (dara-
tumumab, bevacizumab, panitumumab, pertuzumab és rituximab) retencids viselkedését
vizsgéltam hét kiilonb6z6 pufferrendszer esetében pH-gradiens €s szimultan pH- és s6-
gradiens alkalmazdsaval (2.5. fejezet). A pufferek 10, 20 és 50 mM koncentracidban
tartalmaztdk a komponenseket, szimultdn pH- €és ségradiens esetben 150 mM NaCl-ot
adtam a B-eluenshez. A kezdeti mérések soran dltaldnos linedris gradienst alkalmaztam
(0-t61 100 % B 10 perc alatt), 0,8 mL/perc aramlési sebesség és 25 °C oszlophdmérséklet
mellett. A mérésekhez a YMC BioPro SP-F (100x4,6 mm, 5 um) oszlopot hasznéltam.

A vizsgdlt mozgo6fazisok koziil a MES/DAP, citromsav/CHES és az ammonium-acetat
adott elfogadhat6 cstcsalakot, a tobbi esetben hasadt vagy torzult csicsok figyelhetdk
meg. Néhany esetben a mAb-ok a gradiens program legvégén eludlédtak annak ellenére,
hogy pl-jiik kisebb, mint a mozgé6fazis végsd pH-ja (feltételezhetden a nem megfeleld
pufferkapacitds miatt). A 14. dbrdn a bevacizumab kromatogramjai lathatok MES/DAP,
citromsav/CHES és ammodnium-acetat, valamint 0sszehasonlitds céljabol standard so- és
pH-gradiens pufferrendszerekkel. Az 4ltalam vizsgélt mozgdéfazisok szimultdn pH- és

sOgradienssel felvett kromatogramjait is feltiintettem (150 mM NaCl a B-eluensben).
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14. abra. Az intakt bevacizumab kationcsere kromatogramjai a kiilonb6z6 pufferrendsze-
rekkel a YMC BioPro SP-F oszlopon.

Ahogy a 14. dbran lathatd, a vizsgalt pufferrendszerek hasonlé retenciét és cstcsalakot
biztositanak, mint a hagyomanyosan hasznélt s6- és pH-gradiens pufferek, kiilonbség
csak a savas (f0 csucs elotti) csucsok szelektivitdsdban van. Ugyan a MES/DAP rendszer
esetében nagyobb a retencid €s szélesebbek a cstcsok, de a szelektivitdsa jobb, igy néhany
bazikus forma is elvalaszthat6 (ellentétben a klasszikus pufferekkel). A NaCl MES/DAP
rendszerbe torténd adagoldsaval a novekvd kation koncentracié miatt fokuszalo hatas 1ép
fel, ami a csucsalak javuldsat €s a retencio csokkenését okozza. Az igy kapott elvélasztas
nagyon hasonl6 a klasszikus pufferekkel kapottakhoz, igy ez a rendszer j6 alternativa lehet
mAb-ok kationcserés elvalasztasdhoz.

A citromsav/CHES rendszer jelent0s visszatartdst és gyenge szelektivitdst mutat. A kon-
centracio 20 mM-r6l 50 mM-ra vald novelésével a retencié csokkenthetd, de a szelektivitas
nem javul (a savas és bazikus csicsok nem valaszthatdk el). A B-eluens NaCl-tartalmanak
folyamatos novelésével mar 20 mM koncentréacié esetében is javul a savas és bazikus
formdk elvélasztdsdnak szelektivitdsa, valamint a retencid is csokkenthet6. Ennek megfele-
16en a citromsav/CHES rendszer is alkalmas lehet mAb-ok elvalasztdsdhoz szimultdn pH-
és sdgradiens modban.

Az ammoOnium-acetat rendszerrel ilyen Osszetétel esetében sem sogradiens nélkiil, sem
sOgradiens alkalmazasdval nem valdsithatd meg a savas €s bazikus varidnsok elvalasztdsa
a f6 komponenst6l, azonban tomegspektrométer-kompatibilitdsa miatt szerepe lehet a
monoklondlis antitestek karakterizalasaban.

A megfeleld pH-tartomany kialakitdsa érdekében a pH-valasz figyelembe vételével

meghataroztam az A- és a B-eluens sziikséges Osszetételét 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 aranyban (pH~6,2), mig a B-eluens MES/DAP=20/80 (pH~10,2).
Citromsav és CHES esetében az A-eluens 30:70 aranyban tartalmazta a két komponenst
(pH~10). Az ammoénium-acetat rendszer A-eluense 50 mM ammo&nium-acetit mellett
ecetsavat (pH~35,5), mig a B-eluens 50 mM ammo&nium-acetatot és a pH~10-re torténd

emelése miatt NaOH-ot tartalmazott.

A kovetkezdkben vizsgdltam a harom kivalasztott pufferrendszer (MES/DAP pH-
gradiens, MES/DAP szimultan pH- és s6gradiens €s citromsav/CHES szimultan pH- és
abra).

Az egyes monoklondlis antitestek a pl-jiknek megfeleld sorrendben eludlodtak a
Thermo, a MES/DAP pH-gradiens és a citromsav/CHES szimultdn pH- és ségradiens puf-
ferekkel torténd eliicid esetében. Ezek koziil a MES/DAP pH-gradiens mddszerrel érhetd
el a legjobb szelektivitas €s a legszélesebb elicids ablak. Ez a viselkedés érthetd, hiszen
ez az egyetlen olyan rendszer a vizsgaltak koziil, amely kizarélag pH-gradienst alkalmaz.
Fontos megjegyezni, hogy ugyan a kereskedelmi forgalomban kaphaté pH-gradiens puffer
(Thermo CX-1) linedris pH-gradienst biztosit, tartalmaz NaCl-ot és NaOH-ot is, amik kat-
ioncseréld folyamatban ellenionokként vesznek részt az elvalasztasi folyamatban. A 15.c)
és d) abrat (tiszta pH és szimultan pH- és ségradiens MES/DAP rendszerrel) 6sszehason-
litva lathatd, hogy s6 hozzdadasaval a szelektivitas drasztikus csokkenése €s az elicids
sorrend megvéltozasa érhetd el. Mivel a szimultan pH- és sdgradiens alkalmazasaval tagul
a vizsgalhat6 koriilmények kore, igy tobb lehetdség nyilik a szelektivitds €s a felbontas
javitaséra.

Bar a kationcsere-kromatografids elvdlasztas sordn a fehérjék tobbé-kevésbé az izoelekt-
romos pontjaiknak megfelel6 sorrendben eludlédnak, kordbbi tanulmédnyok azt mutatjak,
hogy az elucids sorrend nem koveti szigordan a pl-értékeket [81]. Hozz4a kell tenni azonban,
hogy a pIl meghatarozdsa aminosav sorrenden vagy kapilldris izoelektromos fékuszaldsos
(cIEF) méréseken alapul denatural6 koriilményeket alkalmazva. Igy a nem denaturald,
intakt fehérjéket vizsgdlé CEX elvdlasztds koriilményein megfigyelhetd retencié nem
feltétleniil korreldl a mért pl értékekkel. Ebben az esetben a latszélagos pl kifejezés jobban
helytéll6. Fontos tovdbb4 megjegyezni, hogy a pl elvileg megegyezik a mozgé6fazis elicids
pH-jdval, de a fehérje ilyenkor még hordozhat pozitiv €s negativ toltéseket, még ha a nettd
toltése nulla is. Ennek megfelelGen vonzé €s taszitd kdlcsonhatés is kialakulhat az al16fa-
zissal, ami a retencié novekedését, illetve csokkenését okozza. Masik fontos kiilonbség,
hogy elektroforetikus médszereket alkalmazva a feliileten levd és a nem hozzaférhetd
toltések is befolydsoljak az elektromos erStérben vald vandorlds sebességét, addig az
ioncsere-kromatografidban csak a feliileti toltések jatszanak szerepet a retenciéban. Utébbi
esetben mdsodlagos hidrofil kdlcsonhatdsok is befolydsolhatjdk a fehérjék megkt6dését.

A fehérjék feliileti toltéseloszldsa magyardzatul szolgalhat a pl és az eliciés pH kozti
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15. abra. Az intakt mAb-ok kationcserés kromatogramjai a klasszikus s6-gradienssel (a),
valamint a Thermo pH-gradiens (b), MES/DAP pH-gradiens (c), MES/DAP
szimultdn pH- és ségradiens (d) és citromsav/CHES szimultdn pH- és sdgradiens

(e) pufferekkel.

kiilonbségre [128].

A kationcserés elvalasztasok sordn sziikség van kozel linedris pH-gradiensre a fehérjék

toltésallapotdnak folyamatos valtoztatdsdhoz. Ennek a kovetelménynek a MES/DAP puf-

ferrendszer megfelelni latszik. A mozg6fazis rendszer masik eldnye, hogy a nagy kihivast

jelentd, savas panitumumab (pI = 6,8) esetén is jO szelektivitds érhetS el. A 15. dbrdn az is
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lathatd, hogy a kiilonb6z6 pufferrendszerekkel eltérd szelektivitas €s elicids sorrend ta-
pasztalhatd, ezért alkalmasak lehetnek a kezdeti modszer-feltérképezések sordn kiillonbozo
koriilmények tesztelésére. A mAb-ok természetétdl fiiggben a MES/DAP és a citrom-
sav/CHES rendszer is jobb szelektivitdst biztosit, mint a gyakran haszndlt pufferek. Példaul
rituximab bazikus formdi ezen pufferrendszerek szimultin pH- és sdgradiens verzidjaval
jobban elvélaszthatok. Megallapithat6 tehat, hogy a MES/DAP és a citromsav/CHES
megfeleld alternativ puffernek bizonyul mAb-ok CEX elvélasztasdhoz, mivel mindkettd

éles csucsokat €s jO szelektivitdst mutat.

3.1.3. Retencié modellezése és moédszer optimalizalas

Egy 4dltaldnos moédszerfejlesztési folyamat sordn a szelektivitds szempontjabdl leg-
fontosabb paraméterek hatasdnak egyidejii vizsgalata torténik az el6zetesen kivalasztott
analitikai oszlopon. Kovetkez6 1épésként a kivalasztott MES/DAP rendszer kationcse-
rés elvélasztasban val6 alkalmazhat6sdgat vizsgédltam. Intakt mAb-ok (obinutuzumab,
daratumumab és rituximab) esetében tanulmédnyoztam a B-eluens s6koncentracidjanak
(cs), a gradiens meredekségének (gradiens ido, tg) és a mozgdfazis hémérsékletének (7')
hatdsat a retencids tulajdonsdgokra. Az egyes paraméterek hatdsdnak vizsgalatdhoz 6t
gradiens 1d6 (8, 12, 16, 20 és 24 perc), 6t s6koncentracié (0, 20, 60, 100 és 150 mM) és 6t
mozgo6fazis hdmérséklet (25, 30, 35, 40 és 45 °C) értéknél hatdroztam meg az antitestek
retencios idejét. Az A-eluens Osszetétele 90 % 20 mM MES és 10 % 20 mM DAP, mig
a B-eluensé 30 % 20mM MES és 70 % 20 mM DAP. Az igy kialakitott pH-gradiens az
5,6-9,9 pH-tartomdnyt fedte le. Méréseim soran csak a gyakorlati szempontbol hasznos
tartomanyt vizsgaltam, ahol a koriilmények alkalmasak lehetnek mind az intakt fehérjék,
mind az alegységek eludldsira. Az egyes paraméterek hatdsanak vizsgdlatara létrehoztam
a retencids id6 vs. gradiens idd, retencids 1d6 vs. sOkoncentracié €s retencids tényezd vs.
hémérséklet abrakat.

A gradiens meredekség (a gradiens id6 (¢g) reciproka) hatdsanak vizsgalatat intakt anti-
testek retencios idejének mérésével végeztem 25 °C homérséklet €s 20 mM sdkoncentracid
esetén (16. dbra). A B-eluens hdmérsékletétdl és sokoncentracidjatdl fiiggetleniil a reten-
cids id6 és a gradiens id6 kozott mindig linedris kapcsolat (szaggatott vonal) figyelhet6
meg (linedris gradiens profil mellett), igy ezt a paramétert médszertervezéskor elegendd
2 értéken vizsgdlni. Ez a trend eldrevetiti a gyakran haszndlt linedris oldészer erésségi
modell (Linear Solvent Strength, LSS) alkalmazhatésagat. Fekete és mtsai mar kordbban
publikéltak hasonlé viselkedést pH- vagy sdgradienst alkalmazd kationcserés elvalasztdsok
soran [81, 89, 129].

A retenciés idoket a B-eluens sétartalmanak fiiggvényében (adott ¢ mellett) dbrazolva
(17. abra) a pontokra hiperbolikus gorbe illeszthetd (szaggatott vonalak), igy ezt a para-
métert harom ponton sziikséges vizsgdlni mddszerfejlesztéskor. A megfigyelt gorbe egy

gyakran el6fordul6 jelenséget igazol az ioncserés elvélasztdsok sordn, valamint normalfa-
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16. abra. Retencids id6 valtozasa a gradiens 1d6 fiiggvényében (T =25 °C, cnact =20 mM.)

zist és HILIC elvalasztdsok esetében is. A szakirodalomban adszorpcids, vagy log-log
modellként is emlegetik [130, 131], illetve gyakran helyteleniil linearis olddszer erdsségi
modellnek nevezik [132]. A B-eluens sékoncentracidja nagy szerepet jatszik a fehérjék
retencidjdban, esetenként az elicids sorrend valtozasa is megfigyelhetd. Feltehetdleg minél
nagyobb a sékoncentracio retenciora gyakorolt hatdsa, anndl nagyobb a mAb toltése adott

koriilmények kozott.
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17. abra. A retencids id6 a B-eluens sétartalmanak fiiggvényében (T =25°C, tg = 16 perc).

A 18. dbra a latsz6lagos retencids tényezdt (kapp) dbrazolja a hOmérséklet fiiggvé-
nyében a vizsgalt harom antitest esetében. Linedris 0sszefiiggés figyelhetd meg, bér az
alkalmazott hdmérséklet tartomdny a fehérjék hdmérsékletre vald érzékenysége miatt szik
volt. Ugyanakkor megéllapithat6 az is, hogy a hdmérsékletnek nincs jelentSs hatdsa sem
a szelektivitdsra, sem a csucsszélességre. Ez arra utal, hogy az ioncsere mellett nem 1ép
fel hdmérséklet fiiggd kolcsonhatas, pl. adszorpcid. A hdmérséklet novelésével a kompo-

nensek kinetikus energidja nd, ezért a deszorpcid sebessége nagyobb lesz. loncsere sordn
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18. abra. A latszdlagos retencids tényezd a hdmérséklet fiiggvényében daratumumab,
obinutuzumab és rituximab esetében (tg =24 perc, cnac) = 20mM).

azonban az oszlopot elhagy6 ion helyét azonnal betdlti egy masik ion, igy az egyensuly
eredéen nem tolddik el.

A harom intakt antitest elvdlasztdsdra épitett S1g X 5T X 5 ¢ kisérletbdl 4116 mérésso-
rozat eredményei azt mutatjak, hogy a h6mérsékletnek nincs hatdsa a szelektivitdsra és a
felbontdsra, ezért dllando, alacsony értéken valo tartasa ajanlott (pl. 25 °C) a nem dena-
turdl6 koriilmények fenntartdsa érdekében. A s6koncentracié és a gradiens meredekség
fontos tényez8k a retencid €s a szelektivitds optimalizdldsaban. Megallapithatd, hogy adott
homérsékleten limitalt szamu mérés (pl. 6 futtatds: 2tg x 3 ¢5) elegendd a retencio kelld
pontossagu modellezéséhez (a retencids id6 becslésének atlagos hibdja <~5 %-ndl).

A szimultdn pH- és sdgradiens eliciés mddszerrdl elmondhatd, hogy a két gradiens
tipus Osszevondsdval lehetdségiink nyilik a szelektivitds valtoztatdsra és csticsfokuszald
hatds elérésére. A kombindlt médban az eldcié alapja egyrészt a s6 kiszorité hatdsa,
masrészt a vizsgalandé molekula toltéséallapotanak megvaltoztatasa.

Az elbzetes kisérletek alapjin a tg €s cg bizonyult a leglényegesebb valtozoknak a
szelektivitds novelése és a felbontds optimalizéldsa tekintetében mAb-ok szimultan pH-
és sogradienst alkalmaz6 elvdlasztasa esetében. A s6koncentracio szelektivitdsra €s eld-
cids sorrendre gyakorolt hatdsidt daratumumab, obinutuzumab és rituximab esetében a
tg=24perc, T=25 °C, cg1 =20mM, ¢y =60mM, cg3 = 100mM paraméterek alkalmazasa
mellett 19. abra szemlélteti. Kis sokoncentracio ((19.a) abra) esetén a daratumumab
(1. csdcs) eludlddott elsd6ként, majd az obinutuzumab (2. csics) kovette, mig a sékon-
centraci6 novelésével ((a 19.b) dbra) a két cstics koelucidja figyelhetd meg, végiil nagy
sokoncentraciokndl a két cstics elicids sorrendje megvaltozott ((19.c) dbra).

A sziikséges szamu koriilmény meghatdrozdsat kovetden vizsgdltam az emésztett
cetuximab és daratumumab alegységeinek elvalasztasat. A mddszer optimalizdldshoz 6

kezdeti mérésbol indultam ki, amelyeket a 20. dbra szemléltet. A hat mérés sordn a gradiens
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19. abra. A sékoncentraci6 hatdsa a szelektivitasra és az intakt mAb-ok elticids sorrendjére
a YMC BioPro SP-F (100x4,6mm, Sum) oszlopon c¢s;=20mM (a), c(,=60mM

(b), c;3=100mM (c) esetében. Csticsok: daratumumab (1), obinutuzumab (2) és
rituximab (3).
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20. abra. A médszeroptimalizdlds sordn alkalmazott hat kezdeti paraméter.

1d6t 2 szinten (tg) = 8 perc és tgy =24 perc), mig a sOkoncentracidt 3 szinten (cg; =20 mM,
cs2 =60 mM és cg3 = 100 mM) véltoztattam. Az igy kapott eredményekbdl a (6) egyenlet
alapjan szdmitottam ki a felbontédstérképet az LSS retenciés modell felhasznédldsaval, ahol
az alkalmazott modell paramétereit a kezdeti kisérletekbdl illesztéssel hatdroztam meg. A
felbontastérkép segitségével az elvilasztando csticsok kritikus felbontdsa optimalizalhato
és tovabbi mérésekkel ellendrizhetd.

A kidolgozott dltalanos koriilményekkel a legtobb terdpids fehérje €s alegysége eludlha-
t6, még a savas antitestek (pl. panitumumab) is. Ezeket a bedllitdsokat haszndlva a mAb-ok
elucids sorrendje varhatéan megegyezik a pl értékeik szerinti sorrendjiikkel. Tovabba,
az enyhe ségradiensnek koszonhetéen csicsfokuszalas figyelhetd meg, igy mind savas,
mind bazikus mAb-ok esetében keskeny csticsok tapasztalhatok (pH-gradiens esetén ez
nem figyelhetd meg [97]). A meghatarozott optimalis paraméterek elvalasztasra gyakorolt
hatdsét daratumumab és cetuximab F(ab’), és Fc alegységeinek, illetve toltésvaridnsai ese-
tében vizsgédltam. A mérések sordn az A-eluens 90 % 20mM MES-t és 10 % 20mM DAP-t,
mig a B-eluens 30 % 20 mM MES-t és 70 % 20 mM DAP-t, valamint kiillonb6z6 koncentra-
cidkban NaCl-ot tartalmazott, igy a pH ~5,6 és ~9,9 kozott valtozott. A mérések sordan
0,8 mL/perc térfogataramot és 25 °C oszlophdmérsékletet alkalmaztam. Az injektéalasi

térfogat daratumumab esetében 1 L., cetuximab esetében 2 uL volt.

Daratumumab alegységek és toltésvariansainak elvalasztasa

A hat kezdeti mérésre alapozva kétdimenzids felbontéastérkép vehet6 fel (21. dbra),
amin a meleg szinek (piros) azokat a koriilményeket jelolik, ahol nagy felbontas érhet6 el,
mig a hideg szinek (kék) esetén gyenge felbontés vagy koelici6 figyelheté meg. Ennek
megfelelden két igéretes tartomdny jelolhetd ki: az egyik ~60 mM sékoncentracié és
>30 perc gradiens 1donél (OPT7), mig a masik ~30 mM sékoncentraciondl és 10 perc
<tg < 15 perc gradiens idénél (OPT5).
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21. abra. Kétdimenzids felbontastérkép (g X c¢s) daratumumab alegységek elvalasztasara
a YMC BioPro SP-F oszlopon MES/DAP szimultdn pH- és s6gradiens alkalma-
zasaval. Az optimdlis koriilményeknek megfelel6 munkateriileteket az OPT; és
OPT, tartoményok jelolik.

A 22. 4bra a részlegesen emésztett daratumumab alegységek kromatogramjat mutatja
az optimalizlt koriilményeken (OPT,: tg =13 perc, cs=30mM). A szimultin pH- és
sogradiens elénye a szimmetrikus, éles csicsokban nyilvanul meg. A gyakorlati csicska-
pacitas (n., (14) egyenlet) 83-nak adddott (a g — #( elticiés ablakban), ami 0sszemérhetd
a forditott fazisu elvédlasztasok sordn elérhetd értékkel. Kijelenthetd, hogy a MES/DAP
pufferrendszer szimultdn pH- és sdgradiens médban megfeleld elvélasztast biztosit a mo-

noklondlis antitestek meghatarozédsa soran.

F(ab')2
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22. abra. Emésztett daratumumab kromatogramja a MES/DAP pH- és sogradiens
rendszer optimalizalt koriilményei kozott (OPT,) a YMC BioPro SP-
F oszlopon. A-eluens: 90 % 20mM MES + 10 % 20 mM DAP, B-eluens:
30 % 20 mM MES + 70 % 20 mM DAP + 30mM NaCl
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Cetuximab alegységek és variansainak elvalasztasa

Az el6z6ekhez hasonldan cetuximab esetében is felépitettem a kétdimenzids felbontas-
térképet hat kezdeti mérésre alapozva (23. dbra). Az dbrardl leolvashatd, hogy az optimadlis
elvalasztashoz kis sokoncentracid, valamint rovid analizisidé (kis fg) tarsithaté. Fontos
kiemelni, hogy nagy sékoncentracional is éles csucsok jelentkeznek, de a szelektivitds
rosszabb, mint a kisebb értékeknél. Kiilonb6z6 kezdeti és végsd mozgofizis dsszetétele-
ket szimulédcidval vizsgaltam a DryLab szoftver segitségével (¢ =20 mM és 1 = 8 perc),
majd a legigéretesebbeket vizsgdltam kromatografids elvélasztasokban. Az optimalizalasi
folyamat sordn az emésztett cetuximab csuicsai koziil csak a hat legintenzivebbet vettem
figyelembe. A kezdeti B 0sszetétel 15 % folé torténd emelése nem jar tovabbi el6nyokkel,
ugyanakkor a végsd osszetétel 70 % ala torténd csokkentésével az utoljara eludlédé csi-
csok szelektivitdsa csokken. Megfeleld elvalasztas érhet6 el 20 mM NaCl-koncentrécio
és 8 perces gradiens alkalmazéasaval 15-70 %B gradiens programmal (OPT). A 24. 4bra
az ezekkel a paraméterekkel elérhet6 kromatogramot mutatja be. A hat f6 toltésvarians
mellett néhdny kevésbé jelentds forma is elvdlaszthatd. A retencids id6 becslésének atlagos
hibdja 5 % koriilinek adédott.

5 10 15 20 25 30 35 40
tc (perc)

23. abra. Kétdimenzids felbontastérkép (zg x cs) cetuximab alegységek elvalasztdsara a
YMC BioPro SP-F oszlopon.
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24. abra. Emésztett cetuximab kromatogramja optimalizalt koriilmények kozott (OPT).

3.1.4. Gradiens program tervezése linearis pH-valasz Kialakitasahoz

Ioncsere-kromatografia soran az idedlisnak tartott mozgofazis-rendszer linearis pH-
valaszt biztosit. Az dltalam vizsgélt eluensek koziil a MES/DAP és a citromsav/CHES +
NaOH esetében az empirikus pH-valaszok ismeretében linearis pH-vélaszt nyujt6 gradiens
programot dolgoztam ki. A MES/DAP rendszer 0sszetétel-pH gorbéjére (25. dbra) polinom
illesztéssel kapott egyenletbdl kiszdmithat6 az adott pH-k kialakitdsdhoz sziikséges eluens

Osszetétel.

11 A X )

10 @

pH
\

20 40 60 80 100
%B

25. abra. A MES/DAP eluens rendszer pH-vdlasza az osszetétel fiiggvényében (pontok)
¢és a pontokra illesztett 6todfoku polinom (szaggatott vonal).

Az illesztett 6todfoku polinom egyenlete:

y=28,157-107x° —2,018 - 10 x* + 1721 - 107*x*> — 6,251 - 10 3x% + 0, 1734x + 4,415
(22)
A (22) egyenletet felhasznalva a 4,5 < pH <11 tartomanyban 0,5 pH-egységenként
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26. abra. Linedris pH-gradiens kialakitasdhoz sziikséges eluens Osszetételek az id6 fiigg-

vényében (fekete pont) és az egyes Osszetételekhez tartoz6 pH értékek (piros) a
MES/DAP rendszer esetében.
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27. abra. A citromsav/CHES + NaOH eluens rendszer pH-vélasza az 6sszetétel fiiggvé-
nyében (pontok) és a pontokra illesztett polinom (szaggatott vonal).

kiszamithatok az eluens Osszetételek, amikbdl 0-100 % B Osszetételig terjedd 13 perces
gradiens program alakithat6 ki. A linedris gradiens programot (eluens dsszetétel az 1d6

fliggvényében), és az egyes id6pontokhoz tartoz6 pH-t a 26. dbra mutatja be.

A citromsav/CHES + NaOH rendszer esetében hasonloképpen jartunk el. A mért
pH-valasz pontokra 6tdodfoku polinomot illesztettiink (27. abra).

Az illesztett polinom egyenlete:

y=—1,736-10"3x> +3,944- 10 %* —2,933- 10 *x*+
+8,728-1073x% —7,333- 10 2x+ 2,527 (23)
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28. abra. Linedris pH-gradiens kialakitasdhoz sziikséges eluens Osszetételek az id6 fiigg-
vényében (fekete pont) és az egyes Osszetételekhez tartozé pH értékek (piros) a
citromsav/CHES + NaOH rendszer esetében.

A (23) egyenletet felhasznalva 2,5 < pH < 10 pH-tartomdnyban 0,5 pH értékenként
kiszamitottam az egyes pH értékekhez tartozé eluens osszetételt, ami alapjan egy 15 perces
gradiens programot allitottam fel. A gradiens programban eltelt id6khoz tartozo6 eluens
Osszetételt és pH-t a 28. abra szemlélteti.

A 26. és a 28. dbrdkon lathatd, hogy az igy kialakitott mdédszerrel linedris pH-vélaszt
eredményez0 gradiens program alakithaté ki. A médszer elvileg barmelyik pufferrendszer-

re alkalmazhatd, ennek igazoldsa tovabbi vizsgélatokat igényel.

3.2. Illékony pufferrendszer az MS detektalashoz

A monoklondlis antitestek karakterizdlasa gyakran tomegspektrometrids csucsazonosi-
tast igényel. Az ioncsere-kromatogréfia soran hasznalt hagyomédnyos pH- és s6gradiens
modszerek mozgofazisai azonban nem kompatibilisek az MS detektdldssal. Ammonium-
acetat és ammonium-karbonét alapi mozg6fazis rendszereket a kozelmultban alkalmaztak
IEX-MS mérésekhez, de az eluens Osszetételének csucsalakra és retencidra gyakorolt
hatdsdnak szisztematikus vizsgalatdt nem tanulmanyoztak [116]. Munkdm ezen részének
célja az ioner6sség, pufferkapacitds és pH-valasz vizsgdlata a retencids tulajdonsagok és a
csucsalak tekintetében.

3.2.1. Az optimalis illékony puffer Gsszetétel meghatarozasa mAb-ok elvalasztasahoz

A szakirodalomban kiilonb6z6 eredményeket olvashatunk a pH, ioner6sség, pufferka-
pacitds és vezetOképesség-valasz vizsgélatara néhdny illékony mozgéfazis (pl. ammoénium-
acetatot, ecetsavat, ammonium-bikarbonatot és ammoénium-hidroxidot tartalmazo6 rendsze-

rek) médszerfejlesztése kapcsdn. A méréseket megel6zben insilico szamitdsokat végeztem
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az ammonium-acetat, ecetsav és ammonium-karbonat tartalmu rendszer pufferkapacita-
sdnak és pH-valaszanak becslésére. A pufferkapacitds és a pH-valasz szamolasat min-
den puffer Osszetétel esetében a savas és bazikus alkotok anyag- és toltésmérlegének
((20) egyenlet) figyelembe vételével az dltalunk irt Python programmal végeztem. Szami-
tasaim sordn az A-eluens 10 mM ammonium-acetat és 10 mM ecetsav, a B-eluens 50 mM
ammonium-acetat €¢s 50 mM ammoénium-karbondt volt. A B-eluens dsszetételének fiigg-
vényében kapott pH-valasz és pufferkapacitds gorbék a 29. dbran lathatok. A pH-vélasz
egy kisebb torésponttdl eltekintve kozel linedrisnak tekinthetd, mig a pufferkapacitas
csak 20 % B-eluens Osszetételnél csokken le némileg, ettdl eltekintve kozel dllandénak
mondhaté. Ezek alapjdn az ammonium-acetat/ammoénium-karbondt megfelelé mozgbfazis

rendszernek bizonyul a pH-gradiens elvalasztdsokhoz.
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29. abra. Az ammoénium-acetat/ammonium-karbonat rendszer pH-vélasza (kék) és puftfer-
kapacitdsa (narancssarga) a B-eluens 0sszetételének fiiggvényében.

A tovadbbiakban az A-eluens Osszetételélének dlland6saga mellett (10 mM ammoénium-
acetat és 10 mM ecetsav) a B-eluensben az ammoénium-acetat és az ammonium-karbonat
koncentracigjat 10 mM és 100 mM tartomdnyban valtoztattam. Az igy kialakitott 16 puffer
osszetétellel kapott retenciot, szelektivitast és csucsalakot harom intakt mAb (bevacizumab,
daratumumab és rituximab) injektdldsaval vizsgaltam. A méréseket az 50x2 mm Thermo
ProPac Elite WCX gyenge kationcserél§ oszlopon végeztem. Atfogé gradiens programot
alkalmaztam (0-100 % B) 10 perces gradiens id6 mellett. Az ioner8sség retenciéra gya-
korolt hatdsdnak jellemzéséhez a bevacizumab latszolagos retencids tényezdjét (kypp) a
B-eluens ammoénium-acetit és ammoénium-karbonét koncentracidja fiiggvényében dbrazol-
tam (30. abra) a gradiens késési 1d0 figyelembe vételével.

A varakozasoknak megfeleléen az ammonium-karbonat koncentracidja jobban be-
folyasolja a retenciét, mint az ammonium-acetaté. A karbonat (CO?) kétszer annyi,
ellenionként viselked6 ammonium-iont tartalmaz, mint az acetat (CH3COO™). Példaul a

10 mM ammoénium-acetat €s 100 mM ammonium-karbonat dsszetételti B-eluens esetében
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30. abra. A bevacizumab latszélagos retencids tényezgje a B-eluens ammonium-acetat és
az ammoénium-karbonét koncentraciéjanak fiiggvényében.

a kapp=12,6, mig 100 mM ammonium-acetét €s 10 mM ammonium-karbonat dsszetételnél
csaknem kétszer akkora, kypp=24,1 €rt€ket kapunk. Ugyanakkor az ammonium-karbonat
sziikséges a kelléen magas pH eléréséhez, az ammonium-acetat pedig a kozel lineéris
pH-vélaszért és a megfeleléen magas pufferkapacitasért felelds.

A retencids id6k (Isd. Fiiggelék 2. tablazat) alapjan kiszdmitottam a bevacizumab-
daratumumab €és a daratumumab-rituximab parok szelektivitdsat az alabbi egyenleteknek
megfelel6en, majd dbrdzoltam Sket a B-eluens Osszetételének fiiggvényében (31. és
32. abra)

Ldaratumumab — 10, Thevacizumab — 10
o = / (24)
) fo
Yrituximab — 10, Ydaratumumab — 10
o = / (25)
o o

A 31. és 32. abrdk alapjan megallapithatd, hogy a bevacizumab és a daratumumab
kisebb koncentrécid tartomédnyban vélaszthaté el megfelels szelektivitdssal, mig a daratu-
mumab és a rituximab esetében a magasabb tartomanyok a kedvezébbek. A szelektivitast
az ammonium-karbonat koncentracié mindkét antitest par esetében jobban befolyasolja,
mint az ammonium-acetit koncentracid. A tomegspektrometria-kompatibilitds érdekében
az ionkoncentraciét érdemes minél alacsonyabb értéknek megvalasztani.

Az ammonium-karbonét csticsfokuszald hatdsanak koszonhetden lehetdséget nytjt a
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31. abra. A bevacizumab és a daratumumab elvalasztasi szelektivitisa az ammonium-
acetat és az ammonium-karbonat koncentracio fiiggvényében.
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32. abra. A daratumumab €s a rituximab elvalasztési szelektivitdsa az ammonium-acetat
€s az ammonium-karbondt koncentracio fiiggvényében.
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33. abra. A bevacizumab kationcsere-kromatogramjai kiilonb6z6 osszetételi B-eluens
alkalmazdsakor.

szelektivitds véltoztatdsara a szimultdn pH- €s sdgradiens rendszerben. Az elucidt igy két
folyamat véltja ki: a komponens oszloprol torténd leszoritasa a sOkoncentracio novelésével,
valamint a fehérjék toltésének csokkentése a pH novelése altal. Az ammonium-karbonét
koncentracio retencidra gyakorolt hatdsat a 33. dbra kromatogramjai szemléltetik.

A 33. 4bra alapjan elmondhatd, hogy a s6koncentraci6é nem csak a retencidra, hanem
a szelektivitasra és a csucsteriiletre is hatdssal van. A B-eluensbe 10 mM ammo&nium-
karbonétot rakva kis teriiletd, éles csticsot kapunk, mert a mozg6féazis ionerdssége nem
elég nagy a komponensek eludldsdhoz (1asd 34. dbra). A {6 cstics mellett a savas €s bazikus
varidnsok nem kiilonboztethet6k meg. A sOkoncentracid novelésével a csics mérete
(magassdga és teriilete) nd, szép csucsalakot kapunk, ami utdn bazikus komponensek
taldlhatok. A legjobb szelektivitist az S0 mM ammonium-acetat €s 50 mM ammonium-
karbonat tartalmd mozgo6fazissal érhetd el.

A meghatarozott optimadlis koriilményeket felhasznalva tomegspektrometrids méréseket
végeztem. Erre a célra a késziilékiink korlatozott érzékenysége (<2000 m/z) miatt inzulint
hasznéltam mintakomponensnek, ami detektdlhatésaga mellett alkalmas az esetleg keletke-
706, nagyfoku toltéssel rendelkezd ionok kimutatasdra. A mérésekhez a Thermo ProPac
Elite WCX 150x4 mm méretl oszlopot hasznadltam. A gradiens program 10-100 % B
kozott véltozott, az alkalmazott gradiens id6 10 perc volt. Az ezekkel a bedllitdsokkal
teljes iondram moédban kapott kromatogram (TIC) a 35. abrén lathato, a g = 4,7 percnél

kapott tomegspektrum pedig a 36. dbran.
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34. abra. A bevacizumab kiilonb6z6 B-eluens 6sszetételeknél mért elicids ionerGssége.

Az inzulin méltomege (M =5733,49 g/mol) és a tomegspektrum alapjan lathatd, hogy
a két legnagyobb intenzitdsu toltésdllapot az inzulin [I] 4 és 5 hidrogénion felvételével
keletkezd [1+4 H]* az m/z= 1434 értéknél és [1+5H T az m/z= 1147 értéknél. Ezek
mellett jelen van a 6 és 7 hidrogéniont hordozé [1+ 6 H1%" az m /2=956 értéknél és az
[1+7H]"* az m/z =820 értéknél, valamint kis intenzitassal az[I+3 H]** az m/z=1911
értéknél. A hiromndl kevesebb t6ltést hordoz6 molekula detektédldsara a késziilék érzé-
kenysége miatt nincs lehetdség, hétnél nagyobb t61tésti komponensek nincsenek jelen a
tomegspektrumon. Ez alapjan azt mondhatjuk, hogy az ammoénium-karbonét tartalmu
eluens nem okozza a nagyszamu toltésédllapot kialakuldsat (szemben a bikarbondtot tartal-
mazoé rendszerrel [118]).
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35. abra. Az inzulin teljes ionaram detektalds modban kapott kromatogramja (TIC).
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36. abra. Az inzulin tomegspektruma tg =4,7 percnél.
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3.3. Alléfazis tesztelés

A mozgdfazisok vizsgalatat kovetden tanulmanyoztam a legijabb kationcserés allofazi-
sokat retencids tulajdonsdguk és hatékonysaguk tekintetében. A kereskedelmi forgalomban
kaphat6 kationcseréld oszlopok szilikagél vagy striin keresztkotott vinil-aromds polimer
szemcsék, amik feliiletén hidrofil polimer réteg taldlhatd. A szemcsék nem pordzusak,
igy az anyagataddsi folyamatok miatt kialakul6 savszélesedés kikiiszobolhetd, valamint
a hidrofil réteg 4dltal a fehérjék kizarhatok az allofazis feliileti rétegébdl (a masodlagos
kolcsonhatdsok minimalizélhatok). A 2015-ben forgalomban levé oszlopok tulajdonsigait
Fekete és mtsai tanulmédnyoztak [10]. 2018-2019-ben harom oszlop jelent meg a piacon
(BioZen WCX, ProPac Elite WCX és BioResolve SCX mAb), melyek tulajdonsagait a
mozgofazis fejlesztéshez hasznilt, j61 bevalt BioPro SP-F oszlopéval vetettem 0ssze. Az
oszlopok tulajdonsagait a 4. tablazat tartalmazza. Eluensként a Thermo CX-1, Waters
BioResolve CX és az dltalam kidolgozott MES/DAP pufferrendszereket valasztottam, és
vizsgaltam nyolc intakt mAb €s hdrom IdeS emésztett mAb alegységeinek retencigjat

sz€les pl-tartoményban.

3.3.1. A retencios tulajdonsagok vizsgalata

Az egyes oszlopok visszatartdsdnak tanulmanyozdsdhoz meghatdroztam a vizsgélat an-
titestek latszolagos retencids tényezdjét (kapp) az egyes oszlopokon €s dsszehasonlitottam
a BioPro SP-F oszlopon kapottakkal. Igy az oszlopok tipusa (er6s vagy gyenge kation-
cseréld) osszefiiggésbe hozhaté a mAb-ok és alegységeinek megkotddésével, valamint
lehet6ség adddik az oszlopok kozvetlen 6sszehasonlitaséra.

A 37.4bra alapjan elmondhat6, hogy a vizsgalt oszlopok koziil az erds kationcseréld
BioResolve SCX mAb mutatja a legnagyobb visszatartdst mind a négy pufferrendszerrel, a
gyenge kationcseréld BioZen és ProPac Elite WCX oszlopok visszatartdsa a referencia
oszlopéndl kisebb. A tendencia 0sszefliggésbe hozhat6 a szemcsemérettel is. Ugyan mind-
egyik oszlop nem pordzus szemcséket tartalmaz, a legkisebb szemcsékkel (3 pm) toltott
BioResolve SCX mAb nagyobb fajlagos feliilettel rendelkezik, amint az azt kovetd YMC
BioPro SP-F és Thermo ProPac Elite WCX (5 um). A legkisebb retencié a legnagyobb
szemcséket (6 um) tartalmazo BioZen oszlopon figyelhetdé meg. A gomb fajlagos feliilete
forditottan ardnyos a gomb sugaraval (As gmb = 3/7gmb), gy @ 6 um szemcsék fajlagos
feliilete a 5/3-szor nagyobb, mint az 5 um nagysagu szemcséké. Az oszlopok feliilete és a
komponensek retencidja forditottan ardnyos az oszlop teljes porozitasdval [133]. Ennek
megfelelen a legnagyobb szemcsével toltott BioZen oszlop porozitdsa a legnagyobb, és
ezen tapasztalhat6 a legkisebb retenci6 is. Ha azonos visszatartdst szeretnénk elérni a
kiillonb6z6 kolonndkon, akkor a kis retencidju oszlopok esetében érdemes a mozgo6fizis

erdsségét (pH vagy sétartalom) novelni, nagy retencié esetén pedig csokkenteni.
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37. abra. A terdpids mAb-ok latszélagos retencids tényez§jének osszehasonlitasa sogra-
diens (a), pH-gradiens (b, c) és MES/DAP szimultian pH- és sogradiens (d)
alkalmazdsaval.
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A YMC BioPro SP-F oszlopot alapul véve meghataroztam a relativ retencié (rr)
értékeket a 14 csucsra kapott latszolagos retenciok atlagolasaval. Az igy kapott rr értékeket
a 6. tdblazat tartalmazza. A ségradiens €s a Thermo CX-1 puffer hasonl6 relativ retenciét
ad az egyes oszlopokkal. A BioResolve CX és a MES/DAP rendszer esetében jelentds
csokkenés figyelhetd meg az rr értékekben, kiillondsen a BioZen és a ProPac oszlopokon.
Ebbdl is adodik, hogy mddszerfejlesztéskor az all6- €s mozgdfazist egyiitt kell figyelembe

venni.

6. tablazat. A vizsgalt oszlopok relativ retencidja a referencia oszlophoz viszonyitva.

Oszlop Soégradiens 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 relativ szelektivitas vizsgalata

Az oszlopok relativ szelektivitdsat vizsgélhatjuk, ha a latszélagos retencids tényezoket
a mAb-ok eludcidjakor mérhetd mozgéfazis pH fiiggvényében (eliciés pH) dbrazoljuk. Az
eliciés pH-t az el6zetesen felvett eluens Osszetétel szerinti pH-valaszokbdl hatdroztam
meg. Az alkalmazott gradiens id6 és gradiens program ismeretében az 0sszetétel szerinti
véltozds dtszamithato iddbeli véltozasra. Az igy kapott pH vs. id6 gorbékre illesztett mé-
sodfoku egyenlet segitségével az adott retencids id6khoz tartozé elicids pH kiszamithato.
A l4atszolagos retencids tényezdk az elicids pH fiiggvényében a 38. dbrdn lathaték. A
gorbékre illesztett lineéris trendvonal meredeksége (s) az egységnyi pH-véltozdsra jutd
retencids ablakot jelenti, igy nagyobb s értékek nagyobb szelektivitasra, felbontasra és
sz€lesebb retencids ablakra utalnak.

Megiéllapithato, hogy altalanos linedris gradiensprogram alkalmazdsakor a legnagyobb
s értékek a BioResolve oszlopon érhet6k el. A MES/DAP rendszer a legkorabban elual6dé
csucsok esetén is viszonylag nagy retenciét mutat, ami a kis kezdeti ioner6sséggel magya-

razhato.
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38. abra. A latszdlagos retencids tényezd az eliciés pH fiiggvényében kiilonb6z6 mozgo-
fazisokkal (CX-1 (kék), BioResolve CX (narancssarga) és MES/DAP (z6ld)) 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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39. abra. A mAb-ok izoelektromos pontja (pl) az eldciés pH fiiggvényében kiilonb6z6
mozgofazisokkal (CX-1 (kék), BioResolve CX (narancssarga) és MES/DAP
(zold)) 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 elicidos pH kapcsolata az izoelektromos ponttal

e

Ahogy el6z6leg mar emlitettem, a kapilldris elektroforézissel meghatarozott izoelekt-
romos pont szerinti sorrend nem felel meg a kationcsere-kromatogréfidval kapott elicids
sorrendnek. A kationcsere-kromatografia relativ pI meghatarozashoz val6 alkalmazha-
tésdgat a mAb-ok nomindlis pl-jének eliciés pH fiiggvényében torténd dbrazolasaval
vizsgalhatjuk. Az eldcids pH és a mAb-ok pl értékei kozotti korreldciét mutatja a 39. dbra.

Az idedlis viselkedés akkor valosulna meg, ha pontokra illesztett egyenesek meredek-
sége és az R? értéke 1, a tengelymetszeté pedig 0 lenne. A legjobb meredekség és R? a két
gyenge kationcseréld oszlop, a BioZen és a ProPac Elite esetében érhetdk el (s=1,04, illetve
1,10 és R?=0,856, illetve=0,898), igy ennél a két oszlopndl a tengelymetszetbdl ered a pl

és az elicids pH kozti kiillonbség. A jelenségbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az all6fazis
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és a fehérjék kozott a mozgodfizis pH-jatol fiiggetleniil dllandé kdlcsonhatasok 1épnek
fel. Az erds kationcseréld oszlopok kisebb meredekséget és nagyobb tengelymetszetet
mutatnak. A 0,80-as meredekség érték pH-fliggd kolcsonhatdsokra €s retencidra utal, amit
a masodlagos kolcsonhatdsok befolyasolhatnak, hiszen az er6s kationcseréld csoportok
széles pH-tartomdnyban megtartjdk negativ toltésiiket.

Az egyes oszlopokat megvizsgdltam ugy is, hogy nem mozgdéfazisonként, hanem
az 0sszes pontra egyiitt illesztettem egyenest. Az illesztési paramétereket a 7. tabl4zat

tartalmazza.

7. tablazat. Az 6sszes mérési pontot magaba foglalé egyenes illesztés paraméterei a
kiilonboz6 oszlopok esetében.

Oszlop Tengelymetszet Meredekség — R?

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 all6- és mozgofazis egyiittes figyelembe vételének fontossagat a 40. abréan lathato
kromatogramok mutatjak. Ot intakt antitest (daratumumab, bevacizumab, trastuzumab,
NIST mAb és rituximab) kromatogramja lathat6 ugyanazon az oszlopon (Thermo ProPac
Elite WCX) kiilonb6z6 eluensekkel: klasszikus s6gradiens (a) és MES/DAP szimultdn
pH- és sogradiens (b), valamint ugyanazzal az eluenssel (MES/DAP szimultan pH- és
sogradiens) kiilonb6zd oszlopokon (Thermo ProPac Elite WCX (b) és Waters BioResolve
SCX mAb (c)). A 40.a) és b) dbra kromatogramjai a retenciés sorrendben és a retencids
ablak szélességében is lényegesen kiillonboznek, bizonyitva, hogy az elicié modja és
az eluens Osszetétele is befolydsolja a CEX elvdlasztdsokat. A retenciés sorrend és
szelektivitas valtoztathat6 akkor is, ha ugyanazt a mozg6fézis kiilonbozd oszlopokkal
kombindljuk (40.b) és c) abra).



62 ALLOFAZIS TESZTELES

Thermo ProPac Elite WCX, ségradiens

—— Bevacizumab
——— Daratumumab
Rituximab
Trastuzumab
—— NIST mAb

"

C

6 8 10 12 14
Kapp

(a) ProPac Elite WCX - Klasszikus sogradiens

Thermo ProPac Elite WCX, MES/DAP puffer

—— Bevacizumab
——— Daratumumab
Rituximab
Trastuzumab
—— NIST mAb

I

6 8 10 12 14
Kapp

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

Waters BioResolve SCX mAb, MES/DAP puffer

—— Bevacizumab
——— Daratumumab
—— Rituximab
—— Trastuzumab
—— NIST mAb

5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0
Kapp

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

40. abra. Intakt mAb-ok kromatogramja a ProPac Elite WCX oszlopon ségradiens (a)
€s MES/DAP szimultan pH- €s ségradiens médban (b), valamint a BioResolve
SCX mAb oszlopon MES/DAP szimultan pH- és sdgradiens modban (c).
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3.3.4. Az alléfazisok hatékonysaganak osszehasonlitasa

A kiilonb6z6 oszlopokon a (14) egyenlet felhasznaldsdval kapott dtlagos csticskapacitds
értékeket az intakt és emésztett mAb-ok esetében a sdgradiens és MES/DAP szimultan
pH- és ségradiens alkalmazdsaval a 41. abra mutatja be. A meghatdrozott értékeket a
Fiiggelék 3. tablazata tartalmazza. A csucsszélesség meghatdrozasiat megneheziti a csu-
csok vallasoddsa, ami f6leg a savasabb mAb-ok (pl. panitumumab, reslizumab) jelentSs
heterogenitdsa kovetkeztében a csicsok részleges felbontdsa miatt jelentkezik. Az egyes
mozgo6- és allofazis parokon elért dtlagos csticskapacités tekintetében elmondhatd, hogy
a legnagyobb érték a két erds kationcseréld oszlop (BioPro SP-F és BioResolve SCX
mADbD) esetében érhet6 el. Ugyanakkor jelentGs eltérések vannak az egyes mAb-ok esetében
a kiilonb6z6 eluens-oszlop péarokkal elérhet6 csicskapacitdsokban: a legnagyobb érték
altalaban kb. kétszerese a legkisebb értéknek. Ennek oka lehet a mAb-ok fizikai-kémiai,
valamint molekuldris tulajdonsdgainak €s az oszloptoltetek egyedi geometridjanak kapcso-
lata. Egyes esetekben relativ kis hatékonysag €s csics megnytlds (tailing) figyelhetd meg,
ami a nem kivanatos masodlagos kolcsonhatdsok jelenlétére utal. Mindezeket figyelembe
véve megallapithatd, hogy a csiicskapacitds nemcsak az all6- és a mozgdfazistdl fiigg,

hanem az elvdlasztani kivant komponensektdl is.

200 A B Ségradiens

175 - I MES/DAP pH- és ségradiens

150 -

125 -

100 -

75 A

Cslcskapacitas

50 A

BioPro SP-F BioZen BioResolve ProPac Elite

41. abra. A kiilonb6z6 oszlopokon elérhetd atlagos cstcskapacitas klasszikus ségradiens
(kék) és MES/DAP szimultan pH- és sdgradiens (narancssarga) alkalmazésdval.

3.3.5. Toltésvariansok gyors elvalasztasa rovid kationcserélé oszlopon

Az utébbi id6ben kereskedelmi forgalomba keriild révid (50 mm) kationcseréld osz-
lopok alkalmasak gydgyszerészeti fejlesztésekben a toltésvaridnsok meghatarozasara so-
gradiens és a Thermo CX-1 pH-gradiens puffer alkalmazédsival [134]. A MES/DAP
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mozg6fazis rendszer optimalis, gyors elvédlasztidshoz sziikséges koriilményeinek meghaté-
rozéasahoz emésztett infliximab és NIST mAb mintéakat vizsgdltam. Méréseimhez a Thermo
ProPac Elite WCX (50 x 2 mm) oszlopot hasznéltam, amin 0,3 mL/perc térfogataramot
alkalmaztam. A MES/DAP rendszert szimultan pH- és ségradiens médban alkalmazva a
gradiens 1d6t két pontban (fg; =4 perc €s tg = 10 perc), a sokoncentraciét harom pontban
(cs1 =15mM, ¢y =30mM és cg3 =45 mM) vizsgdltam. A hat kezdeti mérésbdl feldllitott
felbontastérkép alapjdn meghatdroztam az intakt és emésztett infliximab és NIST mAb op-

timalis elvdlasztasi paramétereit. A felbontdstérkép infliximab és NIST mAb alegységekre
a 42.a és b dbrakon lathatok.
0.00 G (perc)

(b)

42. abra. Emésztett infliximab (a) és NIST mAb (b) felbontastérképe két gradiens id6n
(4 és 10perc) és harom sdékoncentracion (10, 30 és 45 mM) alapuld kezdeti
mérésekbdl a ProPac Elite WCX 50 x 2 mm oszlopon.

1G (perc)

y T T T
4 6 8 10 12

Az optimdlis elvdlasztasi koriilmények meghatdrozasara a DryLab program lehet&séget
nyujt, a gradiens program megtervezhetd a kivant elvdlasztas eléréséhez. A két emésztett
mAb (infliximab (a) €és NIST mAbD (b)) esetében beallitott gradiens programot €s a szoftver
altal josolt kromatogramot a 43. dbra mutatja be.

A gyors elvélasztis elérése érdekében NIST mAb esetében az dramlasi sebességet
0,6 mL/percnek, a sbkoncentraciét 30 mM-nak vélasztottam meg. A gradiens két linedris
szegmenst tartalmazo program szerint véltozott (9-20 % B 0,9 perc alatt, majd 20-85 % B a
2,5. percre), ami nagy felbontdsu elvdlasztdst eredményezett 4 perc analizisid alatt.

Infliximab elvélasztdsakor 0,45 mL/perc aramlasi sebességet valasztottam, mivel ennél
gyorsabb dramlds a csicsok szélesedését és a felbontds csokkenését okozta. A sékon-
centraciot 15 mM-nak vdlasztva, 5 perc alatt 5-42 %B-re véltoztatva az eluens Osszetételt

//////

alkalmazasaval mért kromatogramok a 44. dbran lathatok.
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43. abra. Emésztett infliximab (a) és NIST mAb (b) kivalasztott gradiens programja és a
josolt kromatogramok a ProPac Elite WCX 50 x 2 mm oszlopon.

N
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44. abra. Emésztett infliximab (a) és NIST mAb (b) optimalizélt gyors elvalasztdsi kroma-
togramja a ProPac Elite WCX 50 x 2 mm oszlopon.

Szimultan pH- és sdgradiens kialakitdsakor a s6 nemcsak a szelektivitast, hanem a
csucsalakot és a csucsszélességet is javitja, amit a fehérje és a s6 oszlopon torténd kicseréld-
dése miatti csicsfokuszald hatds magyardz. A kiilonboz6 sékoncentracidk csicsszélességre
gyakorolt hatdsit az emésztett NIST mAb alegységeinek (Fc és F(ab’),) esetében 10 perces
gradiens alkalmazdsdval a 45. dbra szemlélteti.

A 45. édbrén lathatd, hogy a NIST mAb F(ab’), alegysége esetében az alkalmazott
sokoncentracidonak jelentds hatdsa van a cstcsszélességre. A 15 mM koncentracidji NaCl-
ot tartalmaz6 B-eluenssel a F(ab’), csdcsanak szélessége kb. 1 perc, mig 30 és 45 mM
NaCl alkalmazasdval 0,4, illetve 0,3 percre csokkenthetd. Ugyanakkor a s6koncentracid

novelésével az Fc elott elual6do cstcsok alakja torzul, ezért érdemes a koztes, 30 mM-os
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45. abra. Az eluens sétartalmanak csicsszélessére gyakorolt hatdsa szimultan pH- és
sogradiens moédban emésztett NIST mAb alegységeinek esetében ProPac Elite
WCX 50 x 2 mm oszlopon. Az alkalmazott sékoncentracidk a B-eluensben:
15mM (a), 30 mM (b) és 45 mM (c), gradiens program: 0-100 % B 10 perc alatt.
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sOkoncentraciot valasztani. Hagyomédnyos méret oszlopokat alkalmazva az analizishez
sziikséges 1d0 jellemzden 15 és 45 perc kozé esik. Az 50 x 2 mm méretli oszlopot haszndlva
a szisztematikus optimalizélési folyamat két ora alatt elvégezhetd, az optimalis elvalasztasi
koriilményeket alkalmazva az analizisidd 4, illetve 6 percre csokkenthetd az emésztett
NIST mAb és az infliximab esetében.

A kationcseréld alléfazisok szisztematikus Osszehasonlitdsaval igazoltam, hogy az
all6- és mozgofazisok kiilonbozd kombindcidja kiillonbozd retenciot, szelektivitdst és
hatékonysagot eredményez. Ennek megfelelden a mddszerfejlesztéskor mind az allo-,
mind a mozgd6fazis tulajdonsagait figyelembe kell venni, valamint azt is, hogy az egyes
monoklondlis antitestek egyedi retencids viselkedése miatt mindegyikre kiilon-kiilon
optimalizdlasi folyamat sziikséges.

A vizsgalt oszlopok visszatartdsa, hatékonysdga €s szelektivitdsa elég kiilonbozének
adddott és erdsen fliggott az elicié maodjatdl (pl. s6-gradiens, pH-gradiens vagy szimultan
pH- és ségradiens). Az egyes oszlopokon kapott eredmények alapjan az javasolhato,
hogy toltésvaridnsok elvalasztdsara irdnyulé mdédszerfejlesztéskor tobb oszlop is édlljon
rendelkezésiinkre. Lathatjuk tovabb4, hogy a rovid, kis atmérdjli oszlopok hasznélata 4-6
perc alatt biztositja intakt és részlegesen emésztett antitestek elvalasztasat.

A kiilonb6z6 oszlopokat 6sszehasonlitva megéllapithatd, hogy Waters Protein-Pak
Hi Res SP oszlopon mérhetdk a linearitds szempontjabol legmegfelelébb pH-vélaszok,
mig 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 kombinéci6 lehet. Ha a
ApH/ACYV értéket 0,5 alatt tartjuk (lapos gradiens), akkor a BioResolve SCX mAb oszlop
CX BioResolve pufferrel val6 alkalmazasa is megfeleld eredményeket biztosit. Ezekkel
ellentétben a Protein-Pak €s a ProPac oszlopok citromsavas eluenssel torténd parositdsa
nem javasolt, ahogy a BioPro SP-F oszlop MES/DAP mozgdfazissal val6 alkalmazasa sem.
Utébbi esetekben ugyanis a monoklondlis antitestek izoelektromos pontjanak megfeleld
pH-tartomédnyban meredek emelkedd szakasz figyelhetd meg a pH-valaszban, ami nem

megfeleld szelektivitdst és felbontast eredményez.
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3.4. Az oszlopokon kialakulé pH-valasz vizsgalata

Ahogy azt a munkdm eddigi eredményei alapjan lthatjuk, a mozgdéfazis pH-valasza
nem csak az eluens természetétdl, koncentraci6jatdl, ionerdsségétdl és pufferkapacitdsitol
fligg, hanem kialakitdsdban az alkalmazott all6fazis is jelentSs szerepet jatszik. Emellett
nagy injektalasi térfogat esetén a mintdban taldlhat6 oldészer miatti higuldssal is szdmolni
kell. Munkam tovéabbi részében az erls €s gyenge ioncseréld oszlopok hatdsat vizsgéltam
a kialakul6 pH-valasz tekintetében. Az oszloprol tavozé effluens pH-janak online moni-
torozédsdval négy pufferrendszert tanulményoztam, amik az eddigi eredményeim alapjan
kozel linedris pH-valaszt biztositanak az eluens Osszetétel fiiggvényében. Az oszlopok
jelenlétében kapott pH-valaszokat 6sszehasonlitottam az oszlop nélkiili rendszer esetében
mérhetével. Az egyes mozg6fazis rendszerekkel a kiilonb6zd oszlopokon 10 perc gradiens
1d6t alkalmazva kapott pH-vélaszt a 46. a-f) abrak szemléltetik.

Oszlop nélkiill a MES/DAP, CX-1 és a CX BioResolve puffer biztositanak linearis pH-
vélaszt, a citromsav/CHES+NaOH rendszer esetében "S"-alakd gorbét kapunk (46.a) dbra).
Az oszlop nélkiili esethez képest a Supelco Antibodix oszlopon a citromsavas és a Thermo
CX-1 pufterekkel kapott pH-vdlasz csak kicsit valtozott, mig a MES/DAP és a Waters
BioResolve CX pufferek jelentds eltérést mutattak (46.b) dbra). A MES/DAP esetében 5,5-
7,3 pH-tartomdnyban figyelhetd meg 1épcsdszert ugrds, mig a Waters pufferrel a 5,5-7,3
€s 8,5-9,5 pH értékek kozott is. Ezekben a tartomdnyokban az elvélasztas szelektivitasa

gyenge lehet.

A Thermo ProPac Elite oszlop kozel linedris pH-valaszt mutat a MES/DAP, CX-1 és
a CX BioResolve pufferekkel (46.c) dbra). A citromsav/CHES rendszerrel egy erételjes
meredek emelkedés figyelhet6 meg az 5,9-8,9 pH-tartomanyban, ami nemcsak ezen az
oszlopon figyelhetd meg. Ebben a pH-tartomdnyban limitdlt szelektivitds érhets el. A
citromsav pK, értéke (pK,3 = 6,40) az emelkedd szakaszra esik, ami arra enged kovetkez-

tetni, hogy a mozgofazis pufferkapacitdsa ebben a pH-tartomanyban nem megfeleld.

A Waters BioResolve oszloppal (46.d) dbra) a citromsavas mozg6fazis linedris pH-
vélaszt ad pH = 6,8 értékig, majd egy 1€pcsdszerli ugrdssal éri el a 9-es pH-t. A CX-1 puffer
"S"-alaku gorbét mutat, mig a MES/DAP és a CX BioResolve pufferek alkalmazéasaval
nagy szamu toréspont figyelhetd meg.

A Waters ProteinPak oszlop (46.e) dbra) harom pufferrendszerrel is kozel lineéris pH-
valaszt nytdjt (MES/DAP, Thermo CX-1 és CX BioResolve), de a citromsav/CHES/NaOH
eluens esetében ezen az oszlopon is meredek emelkedd szakasz van a 6-8,5 pH-tartomanyban.

A YMC BioPro oszlopon (46.f) dbra) a CX-1 puffer a teljes pH-tartomanyban linedris
véalaszt ad. Megfigyelhetd még linedris szakasz a CX BioResolve eluenssel pH=7,9-ig,
ahonnan egy meredek 1épcsdvel érjiik el a pH = 8,6 értéket. A MES/DAP mozgéfazissal
6,8 és 9,5 pH kozott figyelhetd meg ugras, mig a citromsavas rendszerben tobb toréspont

van, és csak a 6,0 <pH < 6,8 tartomany tekinthetd hasznosnak a varhaté szelektivitas
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(e) Waters Protein-Pak Hi Res SP (f) YMC BioPro SP-F

46. abra. A mért pH-valasz linedris gradiens alkalmazdsaval oszlop nélkiil (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 (narancssarga), Thermo
CX-1 (zold) és Waters BioResolve CX (piros) pufferrendszerek alkalmazasaval.
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tekintetében.

A 46. 4abra alapjan ismételten elmondhato, hogy a pH-vélaszt nem a mozgofazis
¢és az alléfazis kiilon-kiilon befolydsolja, hanem a ketté kombindcidja, igy pH-gradiens
modszer fejlesztésekor ezeket egyiittesen kell figyelembe venni. Egyes pH-tartomanyokban
néhany oszlop-eluens par magas szelektivitast (kozel lineéris pH-vdlasz) tud biztositani,
szemben a meredek emelkedd szakaszokat tartalmazé gorbék esetében josolhaté gyenge
szelektivitdssal. Az oszlopok viselkedése nem kothet6 er6s vagy gyenge kationcseréld
jellemiikhoz, a pH-valasz kialakuldsara a fajlagos feliiletiik, valamint az all6fazis ionjainak
és a mozgofazis ellenionjainak ardnya is hatassal lehet. Az oszlop ioncsere kapacitésa fiigg

a feliilet kémiai tulajdonségaitol, a feliileti boritottsagtol és az oszloptérfogattdl is.

3.4.1. A pH-eltol6das természetének vizsgalata

Mivel a mozgé- és alloéfazisok bizonyos kombindcidjakor felvett pH-valaszokban
toréspontok és 1épcsdszert ugrasok figyelhet6k meg, érdekesnek tlint a jelenség termé-
szetének vizsgdlata. A tovdbbiakban tanulmanyoztam, hogy az eltoléddsok id6fiiggbek-e
(gyors vagy lassu dinamika), vagy fliggetlenek att6l a citromsav/CHES+NaOH mozgéfazis
esetében. Els6 1épésként a gradiens id6t valtoztattam a ProPac Elite WCX, valamint a
BioResolve SCX mAb oszlopok alkalmazasakor, mivel ezekkel a parositasokkal kaptam a
legmeredekebb pH-vélaszokat és toréspontokat. A 10, 20 és 30 perc gradiens id6 esetében
kapott pH-vélasz gorbék a 47. dbran lathatok.
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47. abra. A mért pH-valaszok tg = 10 perc (pontozott vonal), g = 20 perc (szaggatott vo-
nal) és tg =30 perc (pontvonal) gradiens id6 alkalmazasdval a Thermo ProPac
Elite WCX (piros) és a Waters BioResolve SCX mAb (kék) oszlopokon.

A 47. abra alapjan elmondhat6, hogy a meredeken emelkedd szakasz minden esetben

egy adott mozgofazis Osszetételnél kovetkezik be. Ez a viselkedés az egyensulyi rendszer-
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ben bekovetkezd hirtelen valtozasra utal. A pH-ugrast a gradiens meredeksége csak kis mér-
tékben befolyasolja, a 10 perces gradiens 1d6 esetében némileg jelentdsebb, mint 7g = 20,
illetve tg = 30 perc alkalmazéasakor. A legmeredekebb gradiensprogram (¢g = 10 perc) ese-
tében a meredek szakasz a 6,1 < pH < 9.4 tartoményba esik (ApH =3,3) a ProPac Elite
oszlopon és 6,8 <pH <9,2 (ApH=2,4) a BioResolve SCX mAb oszlopon. Enyhébb
gradiens meredekség (tg =30 perc) esetén a ProPac oszlopon 6,4-8,8 pH-tartoményban
(ApH=2,4), a BioResolve oszlopon 6,8-8,7 pH kozott (ApH = 1,9) figyelhetd meg az ugras
a pH-valaszban. Ez a jelenség igazolja, hogy a mozg6fazis pufferkapacitdsa a citromsav
egyik savi disszociacids dllanddjanak (pK,3 = 6,40) kozelében ezen a két oszlopon nem
megfeleld.

A gradiens i1d6 valtoztatasa mellett vizsgdltam a 1épcsdzetes gradiens program ered-
ményeként kialakul6 pH-valasz gorbéket. A 48. dbran a meredek emelked6 szakaszok az
el6z6ekhez hasonléan megtaldlhatok a 6,0-8,7 pH-tartomdnyban. A 1épcsbzetes gradiens
programmal kapott eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ha a pH a citromsav
ellendllast mutat a pH-véltozasra, mint a BioResolve oszlop (a piros gorbe lassabban éri el
a kovetkezd pH értéket). A toréspont utan (pH > 6,4) azonban a BioResolve oszlop mutat
nagyobb pufferkapacitist és igényel tobb id6t az 1) egyenstlyi helyzet elérése (a kék vonal

a piros alatt helyezkedik el).

Oszlop nélkal
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48. abra. A mért pH-valaszok 1épcsézetes gradiens program alkalmazasaval oszlop nélkiili
(narancssarga), a ProPac Elite (piros) és a BioResolve SCX mAb (kék) oszlopot
tartalmaz6 rendszerekben.

A bemutatott adatok azt mutatjdk, hogy a pH-kontroll jelentds kihivast jelent a relativ
hosszu oszlopok viszonylag meredek gradiens programmal torténd hasznélata esetén. A

pH jobban szabdlyozhat6, ha toreksziink a megfelel6 mozg6fazis kivalasztisara és/vagy
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49. abra. A pH-beallitashoz hasznalt bazis természetének (NaOH vagy KOH) szerepe
a mért pH-valaszra a citromsav/CHES mozgoéfazis esetében oszlop nélkiili
(narancssarga), a ProPac Elite (piros) és a BioResolve SCX mAb (kék) oszlopot
tartalmazo rendszerekben 20 perc gradiens idé mellett. A folytonos vonal a
NaOH-ot, a pontvonal a KOH-ot alkalmazé rendszert jeloli.

kisebb térfogatu oszlopokat alkalmazunk.

A pH-vdlasz tovabbi vizsgalatat a natriumion ioncsere folyamatokban betoltott szere-
pének tanulméinyozdasdval folytattam. Erre a célra a pH beallitdsidhoz hasznalt NaOH-ot
KOH-ra cseréltem a citromsav/CHES mozg6fazis rendszerben, mivel a K*-ion nagyobb
kotési affinitdst mutat a CEX 4ll6fazisokhoz, mint a Na™-ion [135]. A NaOH és a KOH
koncentracidjat az A- és a B-eluensben is 1,25- 10~2 M értékre allitottam be, mig a H"-ion
koncentréciéja a pH-gradiens végén ennél tobb nagysagrenddel kisebb, ~ 1072 M volt.
A Na' és a K ionok ugyanolyan médon, de eltérd mértékben kotddnek az allofazis
ioncseréld csoportjaihoz, mint a H-ionok. A 49. 4bra a ProPac Elite és a BioResolve SCX
mAb, valamint az oszlopot nem tartalmaz6 rendszerben a citromsav/CHES mozgéfazissal
NaOH, illetve KOH jelenlétében kapott pH-valasz gorbéket abrazolja 20 perces gradiens
1d6 alkalmazasakor.

P4

A natrium-hidroxid kdlium-hidroxiddal torténé helyettesitésekor az oszlop nélkiili
esetben is figyelhetd meg véltozds. A pH-valasz gorbe KOH esetében nagyobb kezdeti
meredekséget mutat €s a toréspont valamivel nagyobb B-eluens 6sszetételnél jelentkezik.
Az oszlopot is tartalmazo6 rendszerekben a gorbék meredeksége nem valtozott a bazis
lecserélésével, de a pH-ugrashoz tartozé % B értéke KOH esetében magasabb tartomanyba
tolddott el.
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3.4.2. A pH-eltolodas kromatografias szelektivitasra gyakorolt hatasa

Az el8z0 fejezetek alapjan lathatd, hogy a monoklondlis antitestek tobbé-kevésbé az
izoelektromos pontjuknak megfelel6 sorrendben hagyjak el az oszlopot. A tovdbbiakban a
pH-vélaszban tapasztalhaté meredeken emelked6 szakaszokra es6 pl értékd antitestek el-
véalasztasi nehézségeit vizsgaltam. Széles izoelektromos pont tartomédnyban (6,1 <pI<9,1)
intakt mAb-okat injektdltam a ProPac Elite WCX oszlopra, és az elticidhoz olyan mozg6-
fazist alkalmaztam, amelyek ebben a pH-tartomanyban meredek emelkedd szakaszt mutat.
Az igy kivélasztott citromsav/CHES+NaOH eluenssel kapott kromatogramokat dssze-
hasonlitottam a MES/DAP pH-gradiens esetében kapottakkal (kozel linearis pH-valasz).

Az 50. és az 51. dbran a két eluenssel kapott kromatogramok lathatok.

10
-9
-8
h _7 IQ
n
pl=8.3 J L °
pl=6.7 \
pl=7.1 B
pl=6.1
T T T T T T T T 4
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
1d6 (perc)
—— Eculizumab —— Pembrolizumab Cetuximab
—— Reslizumab —— Bevacizumab Ramucirumab

50. abra. A Thermo ProPac oszlopon citromsav/CHES+NAOH mozg6fazissal kapott
kromatogramok széles pl-tartomdanyt lefed6 mAb-ok esetében.

Az 50. dbran a kiilonb6z6 mAb-ok azonos retenciés id6 utdn hagyjéak el az oszlopot.
Az ehhez a retenciés id6hoz tartozé 6,8 és 9 érték kozotti pH-valtozas megegyezik a
mADb-ok 4ltal lefedett pI-tartomannyal, és a komponensek nem vélaszthatok el egymastol.
Emellett a csticsok alakja sem megfeleld, kiilondsen a legkisebb pl értékkel rendelkez6
eculizumab esetében.

Pozitiv ellenpéldaként az 51. dbran a kozel linedris pH-vélaszt biztosité MES/DAP
mozgoéfazissal elért elvalasztasrol megéllapithatd, hogy a mAb-ok a pI-értékeiknek megfe-
lel6 sorrendben eludlédnak. A csicsalakok megfelelonek bizonyultak, egyes esetekben (pl.

trastuzumab) kiilonboz6 toltésvaridnsok is megkiilonboztethetk. Az egymashoz nagyon
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51. abra. A Thermo ProPac oszlopon MES/DAP pH-gradienssel kapott kromatogramok
sz€les pl-tartomanyt lefedd mAb-ok esetében.

kozel els6 pl-ji komponensek megfeleld felbontasu elvalasztdsa azonban nem valdsult
meg.

Lathatd, hogy az ioncserél$ oszlopnak jelent6s szerepe van a pH-vélasz kialakitdsaban
és az egyes mozgdbfazis rendszerek eltéré pH-valaszt alakitanak ki a kiilonb6z6 oszlopokon.
A gradiens id6 novelésével és a so cseréjével a pH-gorbén tapasztalhaté meredeken emelke-
d6 szakaszok és toréspontok nem kiiszobolhetdk ki, az ezekhez tartozé pH-tartomanyokban

a mAb-ok elvdlasztdsa nem valdsithaté meg.
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4. Osszefoglalas

Munkdm célja olyan kationcsere-kromatografidhoz (CEX) haszndlhat6 pufferrendsze-
rek kifejlesztése volt, amelyek a kereskedelmi forgalomban kaphat6 sé- vagy pH-gradienst
alkalmazo eluensek alternativdjaként megfeleld szelektivitast, csicsalakot és hatékony-
sdgot biztositanak elfogadhaté dron. Kiilonbozd, két komponensii pufferrendszereket
vizsgaltam, amelyek koziil a MES/DAP és a citromsav/CHES bizonyult a legjobbnak
monoklondlis antitestek toltésvaridnsainak elvalasztdsaban, kiilondsen kis koncentracidju
s6-gradienssel kiegészitve. CEX médban a MES/DAP rendszer 5 < pH < 10 tartoményban
ad linedris pH-vélaszt, mig a citromsav/CHES rendszer kisebb, 3 < pH <9 tartomanyban
hasznalhat6 annak ellenére, hogy pH-vélasza nem linearis. Megallapithat6 tovabb4, hogy
szimultan pH- és s6gradienssel dolgozva a médszerfejlesztés lehet6ségeinek tarhaza bovit-
hetd a csak s6-, vagy csak pH-gradienshez képest. A szimultdn pH- és s6gradiens mdodszer
két legjelent6sebb valtozodja a gradiens meredeksége (a gradiens id6 () reciproka) és a
B-eluens sétartalma (cg). Két kiilonbozé gradiens meredekség és harom sékoncentracid
esetén vizsgéltam a retencids id6 alakuldsat, amibdl ¢g és cg egyidejlileg optimalizdlhat6
6 kezdeti futtatdssal (21 X 3 ¢g5). A modell alkalmazasdval a mért s szamolt retencids
adatok jo egyezést mutatnak. Ha egy pufferrendszer a B-eluens ardnyénak fiiggvényében
nem linedris pH-vdlaszt ad (pl. citromsav/CHES), akkor a 7g-t ajanlott 3 szinten vizsgdlni,
amivel a modell pontossaga javithato és a becslés hibdja csokkenthetd. Az ilyen esetekben
kilenc kezdeti futtatas sziikséges (371G X 3 ¢5). Az optimalizdlt MES/DAP szimultan pH- és
sogradiens pufferrendszert sikeresen alkalmaztam daratumumab és cetuximab alegységei-
nek elvdlasztdsdra, majd az empirikusan meghatarozott pH-vélaszok ismeretében linedris

pH-vélaszt biztosit6 gradiens programot dolgoztam Kki.

A tomegspektrométer-kompatibilitds érdekében illékony komponenseket tartalmazo
1oncserés pufferrendszert dolgoztam ki monoklonadlis antitestek toltésvaridnsainak elva-
lasztasara. A legjobb elvélasztds a 10 mM ammonium-acetdt és 10 mM ecetsav Osszetételd
A-eluens és 50 mM ammonium-acetat és 50 mM ammonium-karbondt dsszetételd B-eluens
alkalmazdasaval érhetd el. Ezeket a koriilményeket sikeresen alkalmaztam mAb-ok elva-

lasztasara sz€les pl-tartomanyban (6,1 < pl <9,4) és mAb keverékekhez is.

7 7

A kationcserél6 all6fazisok szisztematikus dsszehasonlitdsaval igazoltam, hogy az 4l16-
€s mozgofazisok kiillonbozd kombindcidja eltérd retencidt, szelektivitast és hatékonysagot
eredményez. Ennek megfelelden a modszertejlesztéskor mind az 4ll6-, mind a mozgofazis
tulajdonségait figyelembe kell venni, valamint azt is, hogy az egyes monoklondlis antites-
tek egyedi retencids viselkedése miatt mindegyikre kiilon-kiilon optimalizalasi folyamat
sziikséges.

A vizsgélt oszlopok elvdlasztasi tulajdonsdgait az elicié mdédja jelentdsen befolydsolja
(pl. s6gradiens, pH-gradiens vagy szimultdn pH- és sdgradiens). Az oszlopok eltérd visel-

kedése miatt ajanlott, hogy toltésvariansok elvalasztasara irdnyul6 modszerfejlesztéskor
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tobb oszlop is dlljon rendelkezésiinkre. Kisméretli oszlopok alkalmazdsaval az analizis id6
4-6 percre csokkenthetd intakt és részlegesen emésztett antitestek elvalasztisa esetén.
Munkam sordn bemutattam, hogy a kationcsere-kromatografidban az ioncseréld oszlop-
nak jelentds szerepe van a kialakulé pH-védlasz szempontjabdl, ha pH-gradiens elvilasztast
végziink. A linedris pH-vélaszt biztosito rendszerek alkalmasabbnak bizonyultak a széles
pl-tartomanyt lefed6 monoklondlis antitestek elvalasztdsa szempontjabol. Az éaltalam
kifejlesztett MES/DAP rendszerrel a mAb-ok széles eliicios ablakban eludlhaték. Az

Uj mddszerek tervezésénél fontos szempont, hogy kiilonbozé allo- és mozgdfazisokat

egylittesen vizsgaljuk.
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TEZISPONTOK 1

Tézispontok

1. A kereskedelmi forgalomban kaphaté pH-gradiens pufferrendszerek alternativa-
jaként 2-(N-morfolino)-etanszulfonsav (MES) és 1,3-diamino-2-propanol (DAP),
valamint a citromsav, 2-ciklohexilamino-etanszulfonsav (CHES) és natrium-hidroxid
(NaOH) tartalmu mozgd6fazis rendszert dolgoztam ki monoklondlis antitestek (mAb-
ok) kationcserés elvédlasztasara. A pH-gradienst sogradienssel kiegészitve az optima-

lizélhat6 paraméterek korét kibdvitettem és meghatdroztam a megfeleld koriilménye-

ket daratumumab és cetuximab alegységeinek elvalasztisahoz.

2. Ammoénium-acetat és ammonium-karbondt alapd mozgdfazis rendszert fejlesztettem
ki és optimalizdltam tomegspektrométer-kompatibilis kationcserés elvélasztdsokhoz.
A legjobb elvidlasztds 10 mM ammonium-acetat és 10 mM ecetsav tartalmu A-eluens
€s 50mM ammoénium-acetit és 50 mM ammonium-karbonét tartalma B-eluens
esetén érhetd el. A kidolgozott eluens rendszer alkalmazhatésdgat inzulin ioncsere-

kromatografidval kapcsolt tomegspektrometrids (IEX-MES) analizisével igazoltam.

3. A kationcseréld oszlopok szisztematikus Osszehasonlitdsaval értékeltem a keres-
kedelmi forgalomban kaphaté kationcseréld oszlopok retencids tulajdonsagat és
hatékonysdagat. Megadllapitottam, hogy a mdédszer kidolgozasakor az 4ll6- és a
mozg6fizis egyiittes vizsgalata sziikkséges az optimalis koriilmények kialakitdsahoz.
Ezek figyelembevételével gyors (< 4 perc) analizist dolgoztam ki emésztett mAb-ok

toltésvariansainak elvalasztasara.

4. Az allo- és mozgdfazisok kiilonboz6 kombindcidja sordn az oszlopot elhagyo effluens
pH-jdnak online monitorozdsaval megallapitottam, hogy a mozg6fizis mellett az
allofazis is jelentds szerepet jatszik a pH-vdlasz kialakitdsdban. A citromsav/CHES
alapi mozgoéfazis esetében igazoltam, hogy a pH-valasz fiiggvényen tapasztalhat6
meredeken emelkedd szakaszokon az ebbe a tartoméanyba esd izoelektromos ponti
fehérjék elvdlasztdsa nem valdsithaté meg. A linedris pH-valaszt nydjt6 MES/DAP

eluens rendszer alkalmazdsdval a mAb-ok j6 szelektivitdssal elvdlaszthatok.



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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ce, 10 (2016) 1752-1760, DOI: 10.1093/chromsci/bmw133, 1F:0.984

Evelin Farsang, Violetta Gaal, Otté Horvéath, Erzsébet Bardos, Krisztidn Horvéth:
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
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IV. Az értekezés témateriiletét érint6é konferencia eloadasok és poszte-

rek

Nemzetkozi konferencian bemutatott elbadasok és poszterek

1. Evelin Farsang, Szabolcs Horvath, Krisztian Horvath: Study of retention behavior
of bioactive macromolecules in ultrahigh pressure liquid chromatography (poster
presentation), 47th International symposium on high performance liquid phase
separations and related techniques (HPLC 2017), Praga, Csehorszag, 2017. junius
18-22.

2. Evelin Farsang, Abhijit Tarafder, Miklos Surguta, Krisztian Horvath, Fabrice Gritti:
Estimation of axial variation of eluent properties using isenthalpic plots (poster
presentation), 47th International symposium on high performance liquid phase
separations and related techniques (HPLC 2017), Praga, Csehorszag, 2017. junius
18-22.

3. Evelin Farsang, Abhijit Tarafder, Mikl6s Surguta, Krisztidn Horvéth, Fabrice Gritti:
Effect of pressure-generated axial temperature gradient on the eluent properties in

chromatography (poster presentation), 24th International Symposium on Separation
Sciences (ISSS 2018), Jasna, Szlovékia, 2018. jinius 17 - 20.

4. Evelin Farsang, Szabolcs Horvith, Krisztidn Horvath: The effect of axial tempera-
ture and pressure gradients on the separation efficiencies of macromolecules (poster
presentation), 24th International Symposium on Separation Sciences (ISSS 2018),
Jasna, Szlovakia, 2018. junius 17 - 20.

5. Evelin Farsang, Szabolcs Horvith, Regina Torocsik, Marton Szigeti, Andras Gutt-
man, and Krisztidn Horvath: Development of HILIC Method for Liquid Chroma-
tographic Separation of Maltodextrins with UV Detection (poster presentation),
Ninth International Symposium on the Separation and Characterization of Natural
and Synthetic Macromolecules (SCM-9), Amsterdam, Hollandia, 2019. januar 30.
februdr 1.

6. Szabolcs Horvith, Evelin Farsang, Krisztidn Horvath: Theoretical study of the
efficiency of HPLC columns with particle size gradient (poster presentation), 48th
International Symposium on High-Performance Liquid PhaseSeparations and Rela-
ted Techniques (HPLC-2019), Milano, Olaszorszig, 2019. janius 16-20.

7. Evelin Farsang, Krisztidn Horvath, Szabolcs Fekete: Possibilities of Cation-Exchange

Chromatography in Separation of Monoclonal Antibodies (oral presentation), /2th
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Balaton Symposium on High-Performance Separation Methods 2019, Siéfok, 2019.
szeptember 11-13.

Hazai konferencian bemutatott eldadasok és poszterek

1. Horviath Krisztidn, Horvéth Szabolcs, Farsang Evelin, Surguta Miklés, Lukdcs Dia-

na: Axidlis h6mérséklet gradiens hatdsa kromatogréfias elvdlasztdsok hatékonysaga-
ra (poszter), Elvdlasztdstudomdnyi Vindorgyiilés 2016, Kecskemét, 2016. november
O-11.

. Horvath Krisztidn, Szakdcs Mété, Farsang Evelin: Numerikus mddszer fejlesztése

folyadékkromatografids izoterma meghatdrozdsara inverz modszer alkalmazasdval
(poszter), Elvdlasztdstudomdnyi Vdndorgyiilés 2016, Kecskemét, 2016. november
O-11.

. Farsang Evelin, Horvath Krisztidn: A mozg6fazis fizikai-kémiai tulajdonsagainak

meghatdrozasa folyadékkromatografids oszlopokban (poszter), Elvdlasztdstudomd-
nyi Vdandorgyiilés 2018, Tapolca, 2018. november 8-10.

. Farsang Evelin: Nemionos feliiletaktiv anyagok vizsgdlata UHPLC-MS mdédszerrel

(szobeli eldadas), XIV. Kornyezetvédelmi Analitikai és Technologiai Konferencia
2019, Balatonszarszd, 2019. november 11-13.



FUGGELEK VII

Fiiggelék

1. tablazat. Az 1 mg/mL intakt mAb mintak elkészitése 100 uL térfogathoz

Konc. Viar Vo

Kereskedelmi név (mg/mL) uL  uL

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 Cingaero 10 10 90
Rituximab MabThera 10 10 90

Trastuzumab Herceptin 21 4,7 95,3
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2. tablazat. A mAb-ok retenciés ideje a B-eluens Osszetételének fiiggvényében az
ammonium-acetat/ammonium-karbonat rendszer alkalmazasaval.

Ammon} um- Ammoum Bevacizumab | Daratumumab | Rituximab
acetat karbonat

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. tablazat. Az intakt és emésztett mAb-ok sogradiens és szimultan pH- és ségradiens
modban torténd elvalasztasakor kapott csiucskapacitds értékek a kiillonb6z6

oszlopokon.
BioPro SP-F BioZen WCX  BioResolve SCX ProPac Elite WCX

Komponens ) MES/ . MES/ . MES/ . MES/

Soégrad DAP Soégrad DAP Ségrad DAP Ségrad DAP
Bevacizumab 153 94 108 103 124 147 105 143
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
Atlag 137 92 91 74 133 115 104 99




KOSZONETNYILVANITAS X

Koszonetnyilvanitas

Gyakori jelenségnek tiinik, hogy a doktoranduszok vért izzadva jutnak el a disszertaci-
6juk benyujtasdig. Koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Horvath Krisztiannak,
hogy nekem ezt nem kellett 4télnem. Kdszondm neki, hogy anno felhivott, hogy jelentkez-

zek a PhD képzésre, és hogy szakmailag és emberileg timogatdst nyujt azota is.

Ko6szonom Dr. Fekete Szabolcsnak, hogy bevezetett a monoklondlis antitestek vilaga-

ba és hogy a Genfben t6ltott honapok alatt mindenben szamithattam a segitségére.

Koszonettel tartozom kollégaimnak, Dr. Lukacs Diananak és Dr. Simon J6zsefnek
a szakmai kérdésekben nytjtott segitségiikért. Koszonom Gaal Violettanak a Tritonos

méréseket, valamint hogy mindig meghallgatta a panaszaimat.

K6szonom édesapamnak, Farsang Rébertnek, hogy mindig mindenben tdmogatott
és hogy biztos hattérrel konnyiti meg mindennapjaimat, valamint piromnak, Téth And-
rasnak, hogy elvisel, szeret és van kihez hazamenni. K&6szonom 6csémnek, Farsang
Rébertnek a szakmai beszélgetéseket és hogy lehet menni hozza tarhdlni, ha valami kell.

Ko6sz6nom anyukdm, Kamondy Renéta lelkes tdimogatdsat.

Koszonom Toéthné Stupian Anikonak a belém vetett rendiiletlen bizalmat és hogy

megtestesiti az "er6s nd" mintaképét az életemben.

Koszonom a Mékuscsoportnak a sok kalandot és a toretlen lelkesedést. Kiilon szeret-

ném megkoszonni Felsoeori-Nagy Péternek a folyamatos energiautanpétlast, valamint

Vétek Bencének a villamgyorsan megirt olasz nyelvi absztraktot.

Koszonettel tartozom tovabba a Nemzeti Kivaldsagi Program tobbszori timogatisaért

€s a Campus Hungary Program 6sztondijaért, melynek koszonhetden kiilfoldi szakmai

tapasztalatokkal is gazdagodhattam doktoranduszi tanulméanyaim alatt.
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