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Az FFF modszer elve

A fidd-flow fractionation (FFF) egy olyan mddszer-csalad, amely makromolekul &k,
kolloidok és szemcsés anyagok elvalasztasara és jellemzésére hasznahatd, elsosorban a
méretiikon, bizonyos esetekben Osszetétellk alapjan. Az FFF sok tekintetben hasonlit a
kromatografiahoz, de szamos egyedi eltérést is mutat. A folyadékkromatogréfiahoz hasonl6an
kis mennyiségu anyagot Ugy valaszt €l, hogy azt egy csatornan (oszlopon) vezeti keresztll
adott folyadékdram meéllett. Bizonyos anyagok lassabban haladnak, mint masok, és adott
térfogatu vivofolyadék szilkséges ahhoz, hogy a belépéstol a kilépésig az anyag komponensei
egymastol szétvaljanak [1].

Az FFF és a kromatografia kilonbsége abban all, hogy az elegy kilonbdzo
komponenseinek eltéro aramlds  sebességét milyen modszerrel  idézzik elo. A
kromatogréfidban a vizsgdt komponens vandorlasat az allé (stacionarius) fézissal vald
kolcstnhatas lassitja le; ha ugyanis a komponens kolcsonhatasba |€p az allo fazissal, akkor
mar nem tud a vivo-folyadékkal azonos sebességgel vandorolni. Az FFF-nél a stacionérius
(a8ll0) fazis helyett térerot alkalmazunk. A térerovel valé kol cstnhatas csokkenti a komponens
aramlas sebességét a vivofolyadék dramahoz képest.

A térero alkalmazésa egy (Al6 fazist, toltetet nem tartalmazo) Ures csatorndban az
elvllasztésok eloidézésére bizonyos elonyt jelent a kromatogréfidhoz képest, foleg nagy
molekula tdmegu részecskék estén. Példaul, a nyitott (Ures) csatorna nem tartalmaz
nyirofel Uletet, anely szétszakithatja, degradahatja az olyan torékeny molekuldkat, mint a
polimerek, biomolekulak, aggregatumok. A retencié (a visszatartds) konnyen szabdyozhaté a
térero nagysaganak szabalyzésaval. Ezdltal a médszer (az elvdlasztas) gyorsan hangolhatd
(optimdhatd, bedllithatd) széles tartomanyon belll, hogy a legmegfelelobb elvalasztasi
hatasfokot érjiuk el. Végul pedig, az elvalasztas dinamikga dtaladban jél értheto és kdnnyen
modellezheto, figyelembe véve a komponensek olyan alapveto paramétereit, mint a méret és
suruseg, amelyek kozvetlenil hatarozzék meg a komponensek —visszatartasanak
(retencidjanak) nagysagat az FFF csatorndban.

Az FFF elvlasztas aapelvét az 1. és 2. drdn mutatjuk be. Az FFF csatorna
(elvalaszto kapillaris) méretaranyai szerint inkébb szalagszeru; a csatorna hossza jellemzoen
40 — 50 cm, szélessége 1 — 2 cm, a magassaga viszont 50 — 250 um, az egyes technikai
megoldasok flggvényében. A csatorna altaldban muanyag vagy fém tavtartobdl van kivagva,
amely szendvicsként helyezkedik el két olyan fal kozott, amelyek kozvetitik a térerot. A
vivofolyadékot a csatorna egyik végen vezetik be, és a masik végén tavozik. A csatorna
specidlis méretardnyainak kovetkeztében a folyadék aramlés sebességprofilja parabola-szeru,
azaz a sebesség a kozéppontban a legnagyobb és a falak felé nullaig cstkken. Ahogy a
kromatografidban is, a vizsgdando mintéd a folyadékaramba injektdjuk. A csatornaban a
vizsgalt mintét a térero az egyik falhoz kényszeriti. Ennél az Ugynevezett akkumulacios



falnd a koncentracios réteg kialakitasanak ellendll a diffazio. A térerovel ellentétes iranyu
mozgasok a mintabdl egy anyagkodot idéznek elo, ami az akkumulécios faltdl indul ki a
kdzépen nagy sebességgel dramld folyadékéram iranyaba. A vizsgdlt mintaglegy egyes
mintakomporensel kil6énbdzo vastagsagu kodot képeznek; amely vastagsag a komponensnek
a térerovel kialakult kolcsonhatdsa nagysagatol fligg. Amig a kdd vastagsaga dlando, addig
az egyedi részecskék mozgésais dlandd. Kovetkezésképpen az egész kodd vandorol a csatorna
hossza mentén olyan sebességgel, amelyet a vivofolyadék sebessége hataroz meg a kod
stlypontjdban. igy, azok a komponensek, amelyek kiil 6nbdzoképpen mozdulnak el a csatorna
rétegen keresztil atérero hatasara, azok elvalnak egymastol.
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1. &oraAz FFF dvalasztas dapelvének illusztrddsa. Az A komponens sorosabban kényszeril az
akkumuléciés falhoz, ennek kovetkeztében lassabban aramlik a csatorndban
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2. dora A fidd-flow elvlasztas (FFF) elvi dorgja

Az FFF médszer ek tipusai

Az FFF modszer-csaléd tagjai abban kilonboznek egymastdl, hogy milyen tipusi
térerot akamaznak. Az a modszer, amelyet termikus FFF-nek neveznek, hogradienst
alkalmaz. Ebben az esetben a csatorna tavtartoja két fémblokk kdzott van, amelyek egyikét
futjik, a méasikat pedig hutjiik. A ho-1épcso (ho- gradiens) elérheti a 40,000 K cmi* értéket. A
termikus FFF klUlondsen szabdytalanul csavarodé (randomcoil) makromolekulak
elvdasztésra alkalmas, mert az ilyen molekulak szabadenergijanak nagy az entrOpia
komponense, ami a ho-gradiensben val6 specidlis mozgésat okozza.

Az Ulepitéses FFF (sedimentation FFF)-nél a csatorna alakja Ugy van kiképezve,
korbehgjlitva, hogy illeszkedjen egy centrifuga kosaraba. A részecskéket a centrifugalis ero
kényszeriti az akkumuléciés falhoz, amely erohatas nagysagat a centrifuga fordulatszama
valamint a vizsgdt anyag mérete és surusége szabalyozza.

Az eektromos FFF-nél az elektromos térerot hasznaljdk fel az anyagok
elvalasztasara, azok elektroforetikus mozgékonysaganak kildnbsége alapjan.



A flow FFF (F4) esetén & anyagot félig atereszto falak kozott vezetik. Ebben az
esetben a két fal, amely szendvicsként kozrefogja a tévtartot, porozus, hogy atengedje a
vivofolyadékot a csatornén keresztirdnyban. A vizsgélt komponenst nem engedi a a por6zus
fal, csak a vivofolyadékot. A mintakomponenseket ez a keresztiranyu folyadékaram
kényszeriti az akkumulécios falhoz. A flow FFF a rendelkezésre allo legsokoldalubb
elvalaszto rendszer. Ezt alkalmazhatjuk a makromolekuldk jellemzésére, le egészen 1000 g
mol~! moltémegig és egészen 100 pm nagysagu részecskékig.

A proteinek hatékony elvalasztasara & F4 tovabbfelesztésével a ma legmodernebb
mddszernek a hollow fiber flow field-flow fractionation (HF5) médszer tekintheto [2].

3. dbra A HF5 elvdlasztas elvi dorgja

A hem transzportfolymatai a szérumban

Az érbetegségek, tobbek kozott az érelmeszesedés és vaszkularis kalcifikaciok
korlefolyasdban a hem-stressznek meghatarozd szerepe van. A hemoglobinbdl fel szabadul 6
hem karosito hatast fejt ki az érfalra. A haptoglobin hemoglobint képes kétni és neutralizalni,
a hemopexin a felszabadul6 hem megkotését és biztonsdgos metabolizmusét teszi |ehetové
[3]. A jelen munka célja volt megvizsgdni, hogy az ismert kotofehérjéken kivll a vérszérum
mely komponensel rendelkeznek elobbiekhez hasonl6 hem koto képességgel.

Ezekhez a vizsgdatokhoz a természetes human szérum mintdkat Trisacryl® DEAE
anioncserélo gyantdn szétvalasztva 4 fehérjefrakciot  kaptuk, amelyeket UV
spektrof otometrias detektéléssal azonositottunk. Az 1. cslics 99,5%-ban immunglobulinG, a ll.
70%-ban transzferrin, 20%-ban Zglobulin, a Ill. 78%- ban albumin, 15%-ban a-globulin, a
IV. pedig foleg ceruloplazmin. A kidolgozott modszerrel azt vizsgdtuk, hogy a vérszérumhoz
kilénbdzo koncentracidban adott hem mely szérumfrakcidkhoz koétodik. A frissen vett
vérszérumhoz a hemet 0, 1, 2, 3, 4, 5 UM koncentracioban adva, és inkubalva elvégeztik az
ionkromatografias elvilasztast. Ezutdn meghataroztuk a fentebb ismertetett fehérjefrakciok
vastartalméat grafitkemencés atomabszorpcios spektrofotometridss moédszerrel. A fenti
modszerrel 1 UM hem koncentraciona természetes vastartalmat taldtunk, azaz a hem nem
koétodott az immunglobulin Ghez Ezzel szemben, ennél nagyobb koncentraciok alkalmazasa
mellett dozistdl flggoen jelentos mértéku hemkotodést detektatunk az 1gG  cslcs
tartomanyaban[4], amit eddig az irodalomban nem irtak le.

Az 1gG hem koélcsbnhatas vizsgdlata HF5 modszerrel

A tovabbi célunk az volt, hogy mas fliggetlen modszerrel elenorizzik a hem
kotodését az immunglobulin G hez. Erre a célra a fentebb emlitett HF5 tipusi FFF modszert
alkalmaztuk. E vizsgaatokhoz kedvezo volt szamunkra, hogy a Trisacryl gyantaval az
immunglobulin G gyakorlatilag tiszan (99,5%-ban) elvdlaszthatd a szérum dsszes tdbbi
alkotgjatdl. Ezt felhaszndlva kilonvaasztottuk a természetes szérummintak 1gG frakcigjét,
amihez novekvo koncentrécidban hemet adagoltunk. A kilénbézo (0 — 20 pM)
koncentrécioju hemet tartalmazd 1gG mintakat Wyatt gyartmanyl FFF késziléken HF5



modszerrel tanulmanyoztuk. A tiszta 1gG és a ndvekvo hemet tartalmazo 1gG fraktogramjait a
4. és 5. dbrédn mutatjuk be.
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4. dbra Az immunglobulin G HF5 fraktogramja UV detektdlassal (? = 280 nm)

B

lgG-enriched serum @280nm
lgG-e.S. + 1JuM HEME @405nm
lgG-e.S. + 5uM HEME @405nm
lgG-e.S. + 20uM HEME @405nm

5. &ora Az immunglobulin G fraktogramja névekvo hem jelenl étében.

A 4. dbra szerint az immunglobulin G négy jél elvalé frakciora bomlott. A csticsok
azonositésa tovébbi vizsgaatokat igéenyel, de a csicsok nagy a vaoszinuséggel a fehérje
asszociatumai (dimer, trimer sth.). Az FFF mddszer kilon elonye a tdltetes kromatografiés
oszlopokkal szemben éppen az, hogy az asszociatumok az elvélasztas soran nem sériilnek,
nem toredeznek szét. Az 5. dbraalapjan az alapithaté meg, hogy a hem az immunglobulin G-
nek tulgjdonitott elso cslicshoz kdtodik. Ez vélhetoen a molekula monomerje, aminek ezek
szerint van olyan kétohelye, amihez a hem kapcsol dni képes.

Tovébbi vizsgdatokra van szikség, hogy egyértelmuen megallapithassuk, hogy az
IgG hem-koto képességgel rendelkezik és hozzgjarul a szérum védo mechanizmusaihoz. Az
immunglobulin ezen Uj funkcigja jelentoséggel birhat az érbetegségek etiopathogenezi sében.
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