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Imunogenicnost agregata terapeutskih

proteina

Immunogenicity of therapeutic protein aggregates

lvana Miji¢!, Sabina Marinc?, Mario Cindri¢*’

SAZETAK. S obzirom na to da ima brojne nepozeljne uéinke koji uklju¢uju smanjenje aktivnos-
ti, promijenjeno vrijeme poluZivota u organizmu te povecanu imunogenicnost, agregacija pro-
teina predstavlja znacajan problem kod administracije biofarmaceutika. Cimbenici koji uzroku-
ju agregaciju proteina mogu biti strukturne karakteristike proteina (interni ¢imbenici) ili
okolisni uvjeti (eksterni ¢imbenici). Proteinska agregacija jedan je od najvise proucavanih fak-
tora imunogenicnosti terapeutskih proteina, ali usprkos tome do danas nije u potpunosti
razjasnjen mehanizam kojim agregati terapeutskih proteina izazivaju imuni odgovor. Pokazano
je, medutim, kako kljuénu ulogu u stvaranju imunoloskog odgovora ima multimerno
predocavanje antigena, kao i njegove konformacijske promjene. Kako bi se osigurao razvoj sig-
urnog i efikasnog proteinskog terapeutika u smislu nepozeljnih ¢imbenika koje izaziva protein-
ska agregacija, potrebno je osigurati analiticke metode za karakterizaciju i kvantifikaciju agre-
gata. Kvantifikacija agregata je nerijetko iznimno zahtjevna, $to je povezano s ¢injenicom da se
agregati mogu pojavljivati u mnogim i razli¢itim oblicima. Za detekciju i kvantifikaciju agregata
uspjesno se primjenuju brojne separacijske tehnike koje ukljucuju gel-filtracijsku kromatograf-
iju, gel-elektroforezu, razlucivanje proto¢nim poljem i analiticko ultracentrifugiranje, kao i
spektroskopske detekcijske tehnike, od kojih se najcesce koriste UV/VIS, fluorimetrija,
dinamicko rasprsenje svjetlosti i visekutno rasprsenje svjetlosti.

Kljucne rijeci: analiticke metode, imunogenicnost, proteinska agregacija, struktura antigena

ABSTRACT. Aggregation is a significant problem in pharmaceutical administration of pro-
teins, since it can end up with several detrimental effects including the loss of activity, al-
tered half-life in bloodstream, and increased immunogenicity. Aggregation provoking factors
may be structural characteristics of protein (internal factors) or environmental conditions
(external factors). Despite the fact that protein aggregation represents one of the most pos-
sible factor that lead to immunogenicity toward therapeutic proteins, the mechanism of ag-
gregates induced immunogenicity is not yet understood. However, it is known that multi-
meric antigen presentation and antigen conformations changes have the key role in
immunogenecity of therapeutic proteins aggregates.

Because of severe pharmaceutical consequences of protein aggregation, the methods aimed
to assess the degree of aggregation are required for the development of a safe and efficacious
protein drug product. Quantification of aggregation is often difficult and compounded by mul-
tiple forms in which the aggregates may be found. A number of methods have been success-
fully employed to monitor and quantify protein aggregation. These methods include the sepa-
ration techniques like size-exclusion chromatography, gel electrophoresis, field flow
fractionation and analytical ultracentrifugation, and detection spectroscopic techniques like
UV/VIS, fluorescence detection, dynamic light scattering and multi-angle laser light scattering,
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MEHANIZAM IMUNOGENICNOSTI

Jedna od uloga imunoloskog sustava je i obrana
organizma od stranih tijela. Imunoloski se sustav
moze podijeliti na konstitucijski imunoloski sustav
i adaptivni imunoloski sustav. Dok konstitucijski
imunoloski sustav nije specifican i reagira na sva
strana tijela u organizmu, adaptivni, odnosno pri-
lagodljivi imunoloski sustav specifi¢no reagira na
antigen i djeluje stvaranjem protutijela. Adaptivni
imunoloski sustav uglavhom ukljucuje B-limfoci-

Proteinska agregacija ucestao je oblik nestabilnosti bio-
farmaceutika i jedna od glavnih zapreka razvoju novih te-
rapeutskih proteina. NepoZeljan ucinak proteinskih agre-
gata ukljucuje imunoloski odgovor nakon administracije
proteinskog terapeutika. Kako bi se osigurao razvoj sigur-
nog i efikasnog proteinskog terapeutika, potrebno je pot-
puno razumijevanje mehanizma proteinske agregacije.
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Slika 1. Shematski prikaz klasi¢nog imunoloskog odgovora. APC fagocitira
antigen, vrsi njegovu digestiju i izlaZze ga na povrsini unutar MHC
kompleksa. T-limfociti prepoznaju peptide u kombinaciji s MHC
kompleksom. T-limfociti proliferiraju i interreagiraju s B-limfocitima koji
prepoznaju antigen. Aktivirani B-limfociti proliferiraju i proizvode
protutijela. APC — antigen predocna stanica.

B-limfociti proliferiraju
i proizvode protutijela

Figure 1. Schematic overview of a classical immune response. The APC
phagocytes the antigen, digest it and present it on its MHC-molecules on
the surface. A T-cells recognize the peptide in combination with the MHC.
The T-cell starts to proliferate and interacts with B-cells that recognize the
antigen. The activated B-cell starts to proliferate and produces antibodies.
APC: antigen presenting cell.
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tie i T-limfocite. B-limfociti nastaju u lednoj moz-
dini i prepoznaju prostornu konformaciju antige-
na, dok T-limfociti potjecu iz timusa i prepoznaju
linearne epitope proteina izloZzene unutar glav-
nog sustava antigena tkivne podudarnosti® (engl.
major histocompatibility complex, MHC) koji se
nalazi izloZzen na povrsini antigen predocnih stani-
ca! (engl. antigen presenting cell, APC)?. Dva su
osnovna imunoloska mehanizma uz pomoc¢ kojih
tzv. terapeutski proteini poti¢u stvaranje protuti-
jela u ljudskom organizmu. Terapeutski proteini
koji na svojoj povrsini imaju epitope ksenogenog
podrijetla, kao $to su to, primjerice, proteini iz
mikroba (npr. streptokinaze), poti¢u klasi¢ni imu-
noloski odgovor koji ukljucuje predocavanje stra-
nog epitopa pomocu antigen predocnih stanica i
tako aktiviraju B-limfocite i T-limfocite, nakon
Cega se stvaraju protutijela, te se induciraju me-
morijske stanice. Naime, kada strano tijelo, odno-
sno antigen, ude u organizam, antigeni predocne
stanice ga prvo fagocitiraju i prerade proteinaza-
ma, a tek potom njegove peptidne dijelove, koji
se nazivaju antigenske determinante, izloze na
svojoj membrani unutar udubljenja na kojima se
nalazi MHC. Tako predocene peptide potom pre-
poznaju T-limfociti, $to ujedno predstavlja signal
za B-limfocite koji proliferiraju i zapocinju proiz-
vodnju protutijela®® (slika 1).

Ovakav se imunoloski odgovor odvija u dvije faze;
prva faza je ona u kojoj se proizvode vezna protu-
tijela, a druga faza, koja ne mora nuzno uslijediti,
ona je u kojoj nastaju neutralizirajuc¢a protutijela.
Stvaranje veznih protutijela obi¢no nema biolos-
ke posljedice, iako je nekoliko istraZivanja pokaza-
lo kako ova protutijela utjeCu na farmakokinetiku
lijeka, Sto kao posljedicu ima potrebu za veéim
dozama ili ¢es¢im administracijama lijeka, a mogu
i sudjelovati u anafilaktickim reakcijama®’. S dru-
ge strane, neutralizirajuca protutijela vezu se u
aktivno mjesto, ¢ime ga inaktiviraju. Osim Sto se
neutralizirajuéa protutijela tako vezu u aktivno
mjesto terapeutskog proteina, takoder se mogu
vezati i u vezno mjesto endogenog proteina, Sto
moze uzrokovati niz ozbiljnijih komplikacija’. Na-
posljetku se vezanjem protutijela na antigen koji
je izloZzen na povrsini APC aktivira cijeli imunolos-
ki sustav, uklju¢ujuci i makrofage te segmente
urodenog imunoloskog sustava koji onda sudjelu-
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ju u inaktiviranju i izlu¢ivanju antigena iz organiz-
ma®.

Drugi mehanizam koji je odgovoran za indukciju
stvaranja protutijela temelji se na prevladavanju
imunotolerancije na vlastiti antigen. Tolerancija na
vlastiti antigen potjece iz embrionalne faze razvoja
organizma kada se iz timusa uklanjaju stanice imu-
noloskog sustava koje prepoznaju konstitutivne
antigene organizma®. Ovaj glavni mehanizam ra-
zvoja imunotolerancije podrazumijeva samo tole-
ranciju na one antigene koji su u dovoljnoj koli€ini
predoceni u timusu, stoga neki autoreaktivni
B-limfociti mogu izbjeéi uklanjanje u timusu tije-
kom ranog razvoja organizma. Iz tog razloga peri-
ferni imunoloski mehanizmi drze takve B-limfocite
pod kontrolom ili takvi B-limfociti koji prepoznaju
konstitutivne antigene bivaju apoptoticki uklonjeni
iz organizma u kasnijim fazama razvoja. Anergicni,
odnosno tolerantni autoreaktivni B-limfociti poci-
nju producirati protutijela samo ako je konstitutiv-
ni antigen predocen kao signal za opasnost. Jedan
od signala za opasnost je i unakrsno povezivanje
nekoliko antigena u svojevrsne antigenske kom-
plekse®. Tako je pokazano kako ponavljajuci slijed
antigena povecava izlucivanje specificnih protuti-
jela 30 puta u odnosu na monomerni antigen'!.
Ponavljajuci sljedovi antigenskih epitopa u organiz-
mu konstitutivno postoje kod infekcijskih medija-
tora, pa je razumljiv snazan odgovor organizma na
takve vrste antigenskih struktura**12,

MEHANIZAM AGREGACIJE PROTEINA

Agregacija se moze opisati kao proces pri kojem
proteini stvaraju reverzibilne nesmatajuce medu-
oblike koji zatim prelaze u reverzibilno odmotane
proteine ili u reverzibilne, a ponekad i ireverzibil-
ne agregate. Agregacija proteina inicijalno vodi k
povecanju slobodne energije sustava zbog gubit-
ka odredenog broja konformacijskih i translacij-
skih stanja monomera (smanjenje entropije). Pro-
teini s vrlo niskom energijom nativne strukture,
tj. energetski stabilizirani proteini, imaju u pravilu
visu agregacijsku energetsku barijeru i manje je
vjerojatno da ce stvarati agregirate. Nakon stva-
ranja nukleusa, daljnja agregacija rezultira sma-
njenjem slobodne energije sustava, te Citav pro-
ces agregacije postaje termodinamicki povoljan,
bududi da je medusobnim privlaéenjem hidrofob-
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nih ogranaka proteinskih monomera smanjeno
podrucje nepovoljne interakcije proteina i vode-
nog otapala. Postoje mnoge kemijske reakcije
koje mogu direktno povezati proteine ili promije-
niti hidrofobnost proteina te tako indirektno pro-
mijeniti njegovo agregacijsko ponasanje. Najce-
S¢a reakcija takve vrste je stvaranje disulfidne
veze koja nastaje oksidacijom slobodnih cistein-
skih ogranaka u proteinu®®. Niz postupaka poput
zagrijavanja, filtracije, tresnje, smrzavanja, suse-
nja i rekonstitucije mogu takoder dovesti do poja-
ve agregacije. Vazno je pri tome spomenuti kako
primarna struktura proteina moze biti glavna
odrednica sklonosti proteina k agregaciji. Opceni-
to, Sto je protein hidrofobniji, to je veca sklonost
stvaranja agregata'®*!*. Sekundarna struktura po-
jedinog proteina takoder utjece na sklonost agre-
giranja. B-nabrane ploCe najzastupljenija su se-
kundarna struktura kod proteinskih agregata, dok
su a-zavojnice manje zastupljene, vjerojatno zbog
snaznije izrazenog dipolnog momenta (izmedu Ci
N terminalnog kraja molekule) sto poboljSava ter-
mostabilnost?®,

lako mehanizam agregacije proteina nije u potpu-
nosti razrijeSen, do danas je predloZeno i na kon-
kretnim primjerima potvrdeno nekoliko nacina
asocijacije molekula proteina.

Jedan od prvih predlozenih mehanizama agrega-
cije proteina jest agregacija potaknuta malom ko-
licinom “zagadivaca”. Zagadiva¢ moZze biti naruse-
na forma samog proteina (degradirana ili
konformacijski narusena struktura), mala koli¢ina
proteina iz stanice domacina (ukoliko se radi o re-
kombinantnim proteinima) ili to mogu biti tvari
neproteinskog podrijetla, primjerice Cestice silici-
jevog dioksida ili volframa.

Topivi oligomeri, proteini iz stanice domacina ili
neproteinski zagadivacdi sluze kao jezgre na koji-
ma se proteini medusobno povezuju i na taj na-
¢in zdruZuju u vece agregate. Ukoliko je zagadivac
ostecena forma samog proteina, tada agregaci-
jom mogu nastati topivi oligomeri ili veéi agrega-
ti, vidljive Cestice ili netopivi precipitati'®.
Narusena forma proteina moZe nastati degradacij-
skim modifikacijama proteina (oksidacija, deami-
dacija), zatim promjenom konformacije proteina
uslijed termalnog stresa ili pak uslijed povrsinski
potaknute denaturacije.

http://hrcak.srce.hr/medicina




I. Miji¢, S. Marinc, M. Cindri¢: Imunogenicnost agregata terapeutskih proteina

Drugi predlozeni mehanizam proteinske agregaci-
je je agregacija uvjetovana razmatanjem nativnog
proteina tijekom pohrane. Naime, proteinska
konformacija nije kruta ve¢ ona fluktuira oko vre-
menski ustabiljene nativne struture s razlicitim
elogancijama, a sve u ovisnosti o vanjskim uvjeti-
ma. Tako su djelomi¢no smotane ili potpuno ne-
smotane proteinske molekule uvijek prisutne u
ravnoteZi unutar proteinske otopine, iako se vedi-
na takvih molekula jednostavno vraca u svoje na-
tivno stanje. Postoje brojni dokazi kako su medu-
oblici u smatanju i odmatanju proteina prekursori
u njihovoj agregaciji'’'®. Naime, potpuno smotani
ili odmotani proteini slabije agregiraju jer su im
hidrofobni bocni lanci sakriveni u unutrasnjosti
gdje ne mogu dodi u kontakt s vodom ili su pak
nasumic¢no razbacani®®. Segmenti kontinuiranih
hidrofobnih grupa u meduoblicima smatanja i
odmatanja proteina poti€u proces agregiranja.
Faktori kao Sto su poviSena temperatura, agitacija
(smicanje i stres u kontaktu otopine sa zrakom),
povrsinska adsorpcija i ostali fizikalni ili kemijski
¢imbenici mogu pospjesiti djelomi¢no razmatanje
proteina, a time i agregaciju. BrZzoj agregaciji na-
rusenih proteinskih formi u odnosu na agregaciju
nativnih formi proteina pridonosi i veca brzina di-
fuzije, uslijed Cega se znatno povecava moguc-
nost asocijacije (vjerojatnost sudara) izmedu na-
rusenih proteinskih formi®°.

Tredi predlozeni mehanizam proteinske agregaci-
je je reverzibilno samoudruzivanje nativnih formi
proteina u oligomere. Sposobnost reverzibilnog

&
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YY
(O
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imfocit |3 — v Y.
Y g &

Unakrsno premosten receptor i &

na povrsini B-limfocita . . L
B-limfociti proliferiraju i
proizvode protutijela

Slika 2. Shematski prikaz moguceg mehanizma izazivanja imunoloskog
odgovora uslijed stvaranja agregata.

Figure 2. Schematic representation of a possible mechanism of aggregates
induced immune response.
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samoudruzivanja razli¢itih proteina ovisi kako o
strukturnim karakteristikama proteina (interni
¢imbenici), tako i o vanjskim uvjetima (eksterni
¢imbenici) kao Sto su pH i ionska jakost otopine, a
udio takvih reverzibilnih agregata u proteinskim
formulacijama proporcionalan je ukupnoj kon-
centraciji proteina?°. Reverzibilni agregati nisu ne-
posredno toksi¢ni niti imunogeni, s obzirom na to
da je pokazano kako uslijed velikog razrjedenja
terapeutskog proteina prilikom administracije re-
verzibilni agregati potpuno disociraju. No, uspr-
kos toj Cinjenici postojanje reverzibilnih agregata,
odnosno sposobnost molekula proteina da se re-
verzibilno samoudruZuju, pokazuje kako protein
ima tendenciju stvaranja prijelaznih formi (u pra-
vilu narusenih formi proteina) za koje se zna da
mogu posluziti i kao agregacijski nukleus u proce-
su nastanka ireverzibilnih agregata, pa je stoga
indikativno pracenje i detekcija procesa reverzi-
bilne agregacije terapeutskih proteina®.

IMUNOGENICNOST PROTEINSKIH AGREGATA

Brojne su teorije mehanizama kojima se imuno-
loski sustav aktivira uslijed prisutnosti agregata
terapeutskog proteina, bilo onog endogenog ili
pak egzogenog. Poznato je kako su multimerno
predocCeni antigeni kritican signal opasnosti
B-limfocitima, a kako se u slu€aju proteinskih
agregata zasigurno radi o multimernom predoca-
vanju antigena, moguce je da do imunoloskog
odgovora dolazi uslijed unakrsnog multimernog
premoscivanja receptora na povrsini B-limfocita,
kako je prikazano na slici 2.

Do danas nije poznat to¢an mehanizam i razlog
zbog kojeg se imunoloski odgovori agregacijskih
antigena znacajno razlikuju u odnosu na imuno-
loske odgovore njihovih monomernih inacica, a
jo$ je manje razjasnjena Cinjenica da proteinski
agregati ne moraju uvijek izazvati snazniji imuno-
loski odgovor u odnosu na odgovarajuéi mono-
merni protein. Dosadasnje studije daju naslutiti
kako je moguci razlog promijenjenoj imunogenic-
nosti proteinskih agregata u odnosu na njihove
monomerne inacice promjena svojstava antige-
na, kako strukturnih svojstava pojedinacnih mo-
nomera unutar agregata, tako i promijenjena izlo-
Zenost pojedinog monomernog epitopa do koje
dolazi uslijed procesa agregacije. Strukturne pro-
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mjene antigena tako mogu uzrokovati razliciti afi- Metode analize proteinskih agregata mogu se
nitet B-limfocita za epitope, aktivaciju razli¢itih formalno podijeliti u tri skupine, kako je to prika-
unutarstanicnih signalnih putova koji usmjeravaju zano na slici 3.
antigen u procese degradacije, a mogu biti i uzro-
kom promijenjenoj osjetljivosti endosomalnih Sila Vrpca /Zona
. . . ————r————

proteaza. Endosomalne proteaze, naime, imaju 7 Elektroforeza

. . .. . . . Zona / Vrpca SEC
vaznu ulogu digestije antigena u manje peptide I:\ ;I: Zonska sedimentacija
kako bi se osiguralo predocavanje inace preveli- Otapalo CZE
kih antigena unutar kompleksa MHC na povrsini Al

" : ; - Sedimentacijska brzina

APC. Tijekom svih do sada navedenih koraka imu Gramca - |:> - Tiseliusova elektroforeza

" Proteklo

noloske reakcije struktura antigena moze imati
) 8 vrijeme Granlca

dvojaki utjecaj, tj. moZe dodi do smanjenja ili po-

DLS
vecanja imunoloskog odgovora na proteinske Bez ﬁz|ka|ne Korelacijska
agregate terapeutika u odnosu na monomerni separacije _ _ spektroskopija
protein?, . el : : ) ) o
. . . . . Slika 3. Klasifikacija tehnika koje se koriste za analizu proteinskih agregata;

Osim vrste agregata i strukturnih promjena anti- 3A: vrpca / zona, 3B: granica, 3C: bez fizikalne separacije?.
gena tijekom procesa agregacije, i sama vrsta te- Figure 3. Classification of techniques used to analyze protein aggregates;
rapeutskog proteina moZe utjecati na razinu imu- 3A Zone/Band, 3B Boundary, 3C No physical separation®.
noloskog odgovora. Naime, imunoloski sustav
sisavaca nije jednako tolerantan na sve endogene Prvoj skupini metoda pripadaju metode kod kojih
proteine?*?, ve¢ klju¢ni ulogu u odredivanju tole- se uzorak razdvaja u vrpce ili zone s obzirom na
rantnosti imunoloskog sustava na odredeni tera- veli¢inu, elektroforetsku pokretljivost i masu (sli-
peutski protein imaju relativna zastupljenost i na- ka 3A). Ovoj skupini metoda pripadaju kromato-
¢in na koji su predoceni antigeni endogenog grafija razlucivanjem po velicini (engl. size exclusi-
proteina. Tako agregati terapeutskih proteina iji on chromatography, SEC), gel-elektroforeza,
su endogeni proteini slabo zastupljeni unutar or- razdvajanje protoc¢nim poljem (engl. field flow
ganizma kojem je administriran protein, mogu fractionation, FFF) i kapilarna zonska elektrofore-
izazvati snazne imunoloske odgovore, dok je spo- za (engl. capillary zone electrophoresis, CZE)*.
sobnost induciranja imunoloSkog odgovora snize- Kod analiza iz druge skupine uzorak se unosi u
na kod agregata visoko zastupljenih proteina®*. mjernu ¢eliju i na njega se djeluje elektricnom ili

centrifugalnom silom, uslijed kojih se zone uzorka
pomicu i stvara granica izmedu dijela otopine koji
Proces agregacije, a time i vrsta agregata, znatno sadrZi i dijela otopine koji ne sadrZi uzorak (slika
se razlikuju za svaki pojedini protein, te stoga nije 3B). Analiza se kod ovih metoda temelji na pomi-
moguce primijeniti univerzalnu analiticku meto- canju spomenute granice u vremenskoj domeni.
du za karakterizaciju i kvantifikaciju proteinskih Ovakav se nacin razdvajanja koristi kod analiti¢-
agregata. Veli¢ine agregata variraju od malih oli- kog ultracentrifugiranja (engl. analytical ultracen-
gomera do vidljivih éestica, i opéenito se smatra trifugation, AUC) i kod elektroforeze s pokretnim
kako su samo male &estice reverzibilni agregati. granicama (Tiseliusova elektroforeza)*.
Manje je poznato kako agregati posjeduju i Sirok Treéu skupinu metoda za analizu proteinskih
raspon vremena poluZivota, a vrijeme poluZivota agregata Cine fizikalne metode odredivanja velici-
ima znacajan utjecaj na izbor i mogucnost pro- ne Cestica kod kojih nema separacijskog koraka
vedbe odredene analititke tehnike. Pri izboru (slika 3C). Takva je metoda, primjerice, korelacij-
analiticke tehnike treba posebno imati na umu i ska spektroskopija kod koje se mjeri fluktuacija
¢injenicu da mjerenje, odnosno analiza sama po Cestica u otopini uslijed Brownovog gibanja (difu-
sebi moZe unistiti ili producirati proteinske agre- zijski koeficijent), a naj¢esce koristena metoda u
gate i upravo ova Cinjenica treba biti okosnica iz- ovoj kategoriji je ogib svjetlosti (engl. dynamic li-
bora analiticke metode, kako kod kvalitativnog, ght scattering, DLS ili od eng. multi-angle light
tako i kod kvantitativnog odredivanja agregata®. scattering, MALS)?.
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Gotovo se u svim laboratorijima rutinski primje-
njuje SEC zbog svoje jednostavnosti i robusnosti?”
2 no brojni su ¢imbenici koji kod provodenja ove
tehnike mogu dovesti do pogresnih rezultata.
Tako, primjerice, otopina koja se koristi kao po-
kretna faza moze zbog analiziranom proteinu ne-
prilagodene ionske jakosti ili pH izazivati disocija-
ciju ili pak formiranje agregata. No, puno veci
nedostatak ove tehnike jest mogucnost adsorpci-
je agregata na nepokretnu fazu kromatografske
kolone, uslijed cega moze potpuno izostati detek-

Kromatografija razlucivanja po veli€ini (SEC) analiticka
je tehnika koja se najcesce rutinski primjenjuje za iden-
tifikaciju i za kvantifikaciju agregata. Bududi da se radi o
tehnici koja koristi nepokretnu fazu kao medij za razdje-
ljivanje makromolekula, postoji mogucnost gubitka di-
jela agregata nespecificnim vezanjem na nepokretnu
fazu, stoga je rezultat SEC analize poZeljno ispitati ne-
kom ortogonalnom kvantifikacijskom tehnikom (npr. ra-
zlucivanjem protocnim poljem, FFF ili tehnikom analiti¢-
kog ultracentrifugiranja, AUC).

cija agregata ili se pak agregati samo djelomi¢no
kvantificiraju??°. Upravo je stoga potrebno pro-
vesti naknadnu potvrdu rezultata dobivenih SEC
tehnikom nekom drugom separacijskom tehni-
kom koja se ne temelji na upotrebi kolone, tj. ¢vr-
ste faze pri razdvajanju. Uz to, jo$ se uvijek po-
stavlja pitanje izbora prikladne SEC ortogonalne
tehnike, pri ¢emu izbor leZi u tehnikama razdvaja-
nja proto¢nim poljem i tehnikama analitickog ul-
tracentrifugiranja. Konacni izbor, dakako, ovisi o
prirodi proteina i prije svega o vrsti analiziranih
makromolekula (kovalentni ili nekovalentni, re-
verzibilni ili ireverzibilni agregati), no u posljednje
vrijeme tehnika FFF, kao mnogo robusnija i repro-
ducibilnija tehnika od AUC, postaje sve ¢es¢a or-
togonalna metoda izbora3'32,
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APC antigen predocna stanica, engl. antigen presenting cell

AUC analiticko ultracentrifugiranje, engl. analytical ultracentrifugation

CZE kapilarna zonska elektroforeza, engl. capillary zone electrophoresis

DLS dinamicni ogib svjetlosti, engl. dynamic light scattering

FFF razdvajanje protocnim poljem, engl. field flow fractionation

MALS visekutno rasprienje svjetlosti, engl. multi-angle light scattering

MHC sustav antigena tkivne podudarnosti, engl. major histocompatibility complex
SEC kromatografija razlucivanjem po velicini, engl. size exclusion chromatography
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