‘T—;‘-

ANALITIKAI KEMIA - 2018

= Baginé Timdri Sarolta — Hdda Viktor

M Richter Gedeon Nyrt., Biotechnoldgiai Analitikai Osztdly

apids fehérjék

= karaktérizaldsa:

vizsgalata

\.az elsGdleges szerkezet

tomegspektrometridval

Bevezetés — a terdpids fehérjék és analitikdjuk

Egy évtizede a legnagyobb drbevételt elér§ gydgyszerek még el-
s@sorban hagyomdnyos kismolekulds készitmények voltak. Né-
hény évvel ezelStt azonban a biotechnoldgiai uton elgdllitott ha-
téanyagok (biologikumok) keriiltek el§térbe, melyekben makro-
molekuldk — kisebb fehérjék, hormonok, fuzids fehérjék vagy
monoklondlis antitestek (1. dbra) — a hatéanyagok. Az els§ ori-
gindlis készitmények szabadalmi lejérata utdn, 2005-t61 kezd§-
dden lehetdség nyilt e molekuldk generikus véltozatai, az un. bio-
szimildris készitmények torzskonyvezésére. Az origindtor készit-
ményekhez képest a bioszimildris gydgyszerek alacsonyabb dr-

1. abra. Monoklonalis antitest felépitése és lehetséges modosu-
lasai. A két nehéz (HC) és két konnyii lancbdél (LC) felépiild,
egyetlen sejtklon altal termelt monoklonalis antitest jellegzetes
,Y” szerkezettel rendelkezik, melyet diszulfidhidak kétnek 6ssze.
Az Un. kapocs (,hinge”) régio koti 6ssze az antigénkotésért felelés
variabilis régiét tartalmazo Fab-fragmenst, és a cukorlancot
tartalmazo Fc-fragmenst, mely az antitest bioldgiai aktivitasaért
felel6s
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fekvésiik révén a tdrsadalom nagyobb hdnyada részére biztosit-
hatnak modern gydgyszeres terdpidt silyos kérok, igy kiilonbo-
z8 daganatos megbetegedések esetén. Egyuttal ezek a készitmé-
nyek a gyégyszergydrték szdmdra hatalmas piacot kindlnak eze-
ken a terdpids teriileteken.

A kismolekulds hatéanyagokhoz képest a biotechnoldgiai titon
elgdllitott fehérjealapt gydgyszerek szdmos kihivés elé éllitjék a
gyégyszergydrtokat. A hatéanyagot él§ szervezetek, tébbnyire
emlGssejtek vagy baktériumok dllitjék eld, és a gydrtdsi folya-
matok szabdlyozdsa lényegesen Gsszetettebb technoldgidt igényel,
mint a kismolekuldk el@éllitdsdra irdnyuld szintetikus kémiai re-
akcick kivitelezése. A fermentdcids technoldgidk nem teszik le-

2. abra. A bioszimilaris gyogyszerkészitmények fejlesztésének
és forgalombahozatali engedélyezési eljarasanak folyamata
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het§vé egytéle hatéanyag gydrtdsit, hanem a hatéanyag kiilon-
boz§ véltozatait tudjék el@éllitani. Ez a variabilitds, a makromo-
lekuldk hatalmas mérete és szerkezeti komplexitdsa lényegesen
megneheziti a karakterizédldsukhoz sziikséges analitikai mérések
kivitelezését és az eredmények értékelését. Mig a kismolekuldk
kémiai szerkezete hagyomanyosan NMR- és MS-spektroszképiai
mddszerekkel konstitticié és sztereokémia szempontjdbdl is eg-
zakt médon jellemezhetd, a fehérjemolekuldk szerkezeti karak-
terizaldsa mds, komplexebb megkazelitést igényel.

A bioszimildrisok fejlesztése az origindtor termék karakteri-
zédldsdval indul (2. dbra), igy mdr a kezdeti szakaszban fontos
szerepe van az analitikdnak, kiilonos tekintettel az aminosav-
szekvencia meghatdrozdsdra. Ezt kovet§en a hatéanyag-fehérje
aminosavjait megfelel§ sorrendben kddolé DNS-szakaszt llitjuk
eld, ezt kiilonféle gazdasejtekbe klonozzuk, amelyek igy el§dllit-
jak a kivdnt fehérjét. Kivdlasztjuk a legmegfelel6bb gazdasejtet
és laboratériumi méretben kidolgozzuk a gydrtdstechnolégidt. A
technoldgidt ipari 1éptékre tiltetjik &t, és legydrtjuk a készit-
ményt. Analitikai és klinikai vizsgalatokat végziink, melyekkel
igazoljuk, hogy a készitményiink hasonlé az origindtorhoz mind
mindségét, mind pedig hatdsossdgét és biztonsdgossdgdt tekint-
ve. Végiil osszedllitjuk a torzskonyvi dokumentécidt, mely admi-
nisztratfv, mingségi, nem-klinikai és klinikai fejezetekbdl dll. A
bioszimildris gydgyszer dokumentdcidjdnak értékelését az Eurd-
pai Gydgyszeriigynokség emberi felhaszndldsra szdnt gydgysze-
rek bizottsdga végzi (Committee for Human Medicinal Products).
A bizottsdg véleményét az Eurdpai Bizottsdg hatdrozatba foglal-
ja, és ezzel az Eurdpai Unid teljes teriiletére érvényes engedélyt
ad ki. Az analitikai vizsgdlatok az egész fejlesztési folyamaton 4t-
ivelnek, az origindtor karakterizdldsdtdl kezdve a technoldgia fej-
lesztésén keresztiil egészen a készitmény vizsgdlatdig. A torzs-
konyvi engedély megszerzése utdn a termék életciklusdt kovetve
(pl. gyértéhely-dthelyezés) folyamatosan analitikai vizsgdlatokkal
kell bizonyitani a termék min§ségét.

A gydgyszerhatdsdgok jogszabdlyokat és irdnyelveket tesznek
kozzé, melyeket kovetni kell [1, 2]. A fejleszt§ cégek feladata
adott analitikai adatcsomag 6sszedllitdsa, amellyel bizonyitani
tudjék, hogy a bioszimildris termék szerkezete a lehetd legna-
gyobb mértékig hasonlit az origindtor termékéhez, kiilonos te-
kintettel a bioldgiai hatdst befolydsold kritikus mindségi jellem-
zG8kre (CQA: Critical Quality Attributes). Mivel a bioszimildris
gyogyszereket €16 organizmusok felhaszndldsdval 4llitjdk eld,
szerkezetiiket tekintve kismértékben eltérhetnek a referenciaké-
szitménytdl. Ezek a kisebb eltérések azonban klinikai szempont-
bdl nem jelentdsek. A természetes variabilitds a bioldgiai gy6gy-
szerek jellemz§ sajétsdga, a szigord mindség-ellendrzés azonban
biztositja, hogy ez a véltozékonysdg nem befolydsolja a készit-
mény hatdsossdgdt és biztonsdgossdgdt. A biohasonld gydgysze-
rek fejlesztésének kulcseleme a biohasonlésdg igazoldsa, azaz a
kémiai szerkezet, a bioldgiai hatds és a hatékonysdg, a biztonsd-
gossdg, valamint az immunogenitdsi profil tekintetében igazolt
nagyfoku hasonlésdg dokumentéldsa.

Ahhoz, hogy ennek a hatésdgi elvdrdsnak megfelelhesstink,
széles analitikai eszkoztdr alkalmazdsdra van sziikség, hiszen az
egyes technikdk dnmagukban nem képesek a hatéanyag-mole-
kula teljes szerkezetét és kiilonboz§ vdltozatait karakterizdlni.
Emiatt holisztikus megkozelitést kell alkalmaznunk dgy, hogy a
kiilonboz6 mérési médszerekkel a lehetd legtobb analitikai in-
forméciét nyerjiik a vizsgdlt molekuldkrdl. A terdpids fehérjék
karakterizdldsdra szdmos analitikai technikdt haszndlnak a min-
dennapi gyakorlatban. A kiilénboz§ folyadékkromatografids tech-
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nikdk, mint példdul a méretkizdrdsos (SE), a forditott fdzisu (RP),
a hidrofil interakcids (HILIC) és az ioncserés (IEX) nagy haté-
konysdgu folyadékkromatografia (HPLC) a fehérjék egyes tulaj-
donsdgainak (példdul méret, toltés, hidrofobicitds) kiilonbozdsé-
gét kihaszndlva vdlasztjdk el egymdstdl a vizsgdlt mintdk kom-
ponenseit. Ugyancsak eredményesen haszndlhatdk fehérijék elva-
lasztdsra a kapilldris elektroforézis (CE) és a poliakrilamid géle-
lektroforézis (PAGE) is. A folyadékkromatogréffal kapcsolt to-
megspektrometria (LC-MS), a mdtrix dltal segitett 1ézerdeszorp-
Ciés ionizdcids tomegspektrometria (MALDI-MS), a mdgneses
magrezonancia spektroszképia (NMR), a cirkuldris dikroizmus
spektroszkdpia (CD) és az infravords spektroszképia (IR) a fe-
hérjék szerkezetvizsgdlatdra alkalmazhatéak. Az enzimmel kotott
immunoszorbens (ELISA) mdédszer és a feliileti plazmonrezo-
nancia (SPR) a biolégiai aktivitds vizsgdlatdnak elengedhetetlen
mdodszerei.

Az elmdlt 2-3 évtizedben tapasztalhaté rendkiviil nagy mérté-
ki technikai fejlédésnek koszonhet8en a fentiekben felsorolt mé-
rési modszerek koziil a tomegspektrometridnak (MS) kitiintetett
és egyre nagyobb szerepe van [3-6]. A nagyméretd fehérjemole-
kuldk szerkezeti karakterizdldsdban az j ionizécids és fragmen-
téciés technikdkkal rendelkezd és egyre nagyobb érzékenységii
késziilékek (Orbitrap-analizdtor [7]) megjelenése mérfoldkd volt.
A gyakorlatban Q-TOF- (Quadrupole Time-of-Flight) és hibrid
FTMS- (Fourier Transform Mass Spectrometry) késziilékeket al-
kalmazunk ilyen célra. Az FTMS-késziilékek esetében az 1j ge-
nerdcids Orbitrap-késziilékek mdra szinte teljesen héttérbe szo-
ritottdk az FT-ICR- (Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance)
tomegspektrométerek alkalmazdsdt, melyek fenntartdsa rendki-
viil koltséges. A legtijabb Orbitrap-késziilékekre, a mar klasszi-
kusnak tekinthetd iitkozésaktivalt disszocidcids technikdk (CID:
Collision Induced Dissociation, HCD: Higher-energy Collisional
Dissociation) mellett olyan 4j fragmentdcids technikdt (ETD:
Electron Transfer Dissociation [8]) fejlesztettek ki, amely komp-
lementer alkalmazdsédval (ETD-CID és ETD-HCD) a fehérjék
aminosav-szekvencidja pontosabban meghatdrozhatd. A peptidek
fragmentdldsa utdn kapott MS-MS-spektrumokban nemcsak
egyszeri hasaddssal keletkez§ N- és C-termindlis fragmensek de-
tektdlhatdk, hanem ezek viz- vagy ammdniavesztett fragmensei,
st interndlis fragmensek is keletkeznek, amelyek értelmezésé-
hez megbizhatd, pontos tomegadatokra van sziikségiink.

Tomegspektrometridval meghatdrozhatjuk a bioldgiai gydégy-
szerhatéanyagok pontos molekulatémegét, az enzimatikus és ké-
miai poszttranszldciés médosuldsokat, a glikozildciés mintdzatot
és a fehérje harmadlagos szerkezetét stabilizdlé kénhidak helyét,
valamint a HDX-MS (Hydrogen Deuterium Exchange Mass Spect-
rometry) technika révén mdr a fehérjék magasabb rendi szerke-
zetét is jellemezhetjilk. Mindezek mellett azonban a tomeg-
spektrometridnak a fehérjék aminosav-szekvencidja meghatdro-
zésdban és az ezekhez kapcsol6dé analitikai feladatokban van
kiilonosen nagy szerepe.

A Richter Gedeon Nyrt.-ben kozel egy évtizede folynak bioszi-
mildris fejlesztések, és az el@dllitott fehérjék karakterizdldsdra ru-
tinszertien alkalmazunk tomegspektrometriai méréseket. Mun-
kénk sordn tobb esetben is feladatunk a fehérjék aminosav-szek-
vencidjanak meghatdrozdsa, valamint enzimatikus és kémiai
poszttranszldciés médosuldsok vizsgédlata. A bioszimildris fej-
lesztés kiilonb6z8 szakaszaiban (2. dbra) mds-mds kérdésekre
keressiik a vdlaszt, amit mdr a kisérleti munka megtervezése so-
rdn figyelembe kell venniink. Minden esetben meg kell vizsgdl-
nunk azt, hogy milyen minta-el6készitési stratégidt célszerd va-
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lasztani egy adott feladat megolddsdhoz, milyen mérési médszert
alkalmazzunk, milyen szoftverrel és hogyan értékeljiik ki a ka-
pott eredményeket. Kozleményiinkben a napi munkdnk sordn
gytjtott tapasztalataink felhaszndldséval szeretnénk dltaldnos ké-
pet adni az aminosav-szekvencia meghatdrozdsdnak — néz&pon-
tunk szerint — legfontosabb aspektusairdl. Az egyes fejezeteket a
teljesség igénye nélkiil dllitottuk ossze, de bizunk abban, hogy ko-
zelebb hozzuk az olvasékhoz a terdpids fehérjék elsddleges szer-
kezetének tomegspektrometria-alapt vizsgdlatat.

Az aminosav-szekvencia
meghatdrozasdnak jelentGsége

A bioszimildris termékek aminosav-szekvencidjit — elsGdleges
szerkezetét — illetGen egyértelmd és hatdrozott hatdsdgi elvdrds
dll rendelkezésiinkre: a bioszimildris és az origindtor fehérjék
aminosav-szekvencidjdnak teljesen azonosnak kell lennie, ideértve
az izobdr (azonos tomeg) leucin és izoleucin aminosavakat is [1,
2]. Kis mennyiség szekvenciavaridnsok ugyan jelen lehetnek a
termékben, de ezek szerkezetazonositdsdra is sziikség van.

Az origindtor készitmény aminosav-szekvencidja tobbnyire
megszerezhetd nyilvdnos forrdsokbdl, tehdt internetes adatbd-
zisokbdl, szabadalmakbdl vagy tudoményos publikdciokbdl. Azon-
ban figyelembe kell venniink, hogy ezek az adatok tartalmazhat-
nak emberi vagy kisérleti hibdt [9], st akdr olyan tudatosan be-
épitett hibdt is, amely a versenytdrs megtévesztésére irdnyul.
Mindezek miatt az aminosav-szekvencia mdr a bioszimildris fej-
lesztés kezdetén kritikus analitikai informédci6 (2. 4bra). Rend-
kiviil kockdzatos lehet egy bioszimildris projekt klénozdsi fazisdt
kizdrélag adatbdzisokbdl nyert informdcidval elinditani. Ahhoz,
hogy nagy biztonsdggal az origindtor termék aminosavldncét ké-
dolé DNS-szekvencidt klénozzuk be a termel§ sejtvonalba és igy
azzal megegyez§ aminosav-szekvencidju bioszimildris terméket
fejlessziink, be kell szerezniink az origindtor termékét, majd azt
szekvendlnunk sziikséges. Hibdsan meghatdrozott aminosav-szek-
vencia akdr a fejlesztési projekt bukdsdhoz is vezethet, mivel a
terméket bioszimildrisként nem lehet torzskonyvezni.

A fejlesztés kezdeti szakaszdban torténd részletes aminosav-
szekvencia-meghatdrozds mellett a fejlesztés késGbbi fdzisaiban
is monitoroznunk kell, hogy megfelel§-e a hatéanyagunk amino-
savsorrendje. Ekkor a vizsgélati megkdozelités mér kiilonboz§ le-
het; beszélhetiink teljes aminosavszekvencia-meghatdrozdsrol
vagy osszehasonlitd jellegl vizsgdlatokrdl, amikor az origindtor
termékhez torténd hasonlitdst végezziik el gyorsabb, kevésbé
részletes kiértékelést igényl mddszerekkel. Ahhoz, hogy vizsgél-
ni tudjuk az aminosav-szekvencidt, minden esetben kivélasztjuk
a céljainknak leginkdbb megfelel§ minta-el6készitési stratégidt a
szakirodalomban is leggyakrabban alkalmazott megkozelitések
koziil.

Az aminosav-szekvencia meghatdrozasanak
minta-el6készitési megkozelitései: bottom-up,
top-down vagy middle-up/middle-down

Az aminosav-szekvencia meghatdrozdsara hagyomdnyosan €és ru-
tinszertien alkalmazott technika a bottom-up (vagyis ,,alulrdl fel-
felé¢”) megkdozelités, amely sordn a fehérjét egy proteolitikus en-
zimmel (pl. tripszin, Asp-N, Lys-C, Glu-C) emésztjiik, redukaljuk
(DTT, ditiotreitol) és a keletkez§ peptidszakaszokat folyadékkro-
matogréfidval vagy kapilldris elektroforézissel torténd elvélasztds
utdn MS- és MS/MS-mérésekkel vizsgdljuk (3. dbra). A cél min-

Top-down

3. abra. Aminosav-szekvencia meghatarozasanak minta-el6-
készitési megkozelitései egy monoklonalis antitesten bemutatva

dig az, hogy a mérés sordn sikeriiljon az enzimatikus emésztés-
kor keletkez8 peptidek koziil annyit detektdlni, hogy azok a fe-
hérje egészét lefedjék, azaz 100%-o0s aminosav-szekvencia lefe-
dettséget kapjunk.

A middle-up (vagyis ,,kozéprdl felfelé”) megkozelités sordn
korldtozott proteolizissel és kénhid-redukciéval nagyobb méreti
alegységek, fragmensek dllithatdk el§. Az alegységek elgdllitdsa-
ra leggyakrabban az IdeS vagy papain enzimet haszndljuk, me-
lyek specifikusan hasitanak a monoklondlis antitest ,,hinge” ré-
gidjdban. A hasitdst kovetd kémiai redukciéval (DTT) ~25 kDa
tomegi alegységek nyerhet6k, melyek tomegspektrometriai ana-
lizise sordn az antitest egyes régi6irdl (pl. Fc, Fd’) kaphatunk in-
formdciét (3. dbra). Az alegységek fragmentédldsa, azaz MS/MS-
alapu vizsgdlata az un. middle-down (vagyis ,,kozéprél lefelé”)
megkozelités.

A fehérje emésztése nélkiili top-down (vagyis ,feliilrdl lefelé”)
megkozelitéssel is nyerhetd szekvenciainformdcié a vizsgélt fe-
hérjérél. Ebben az esetben az intakt (azaz emésztetlen) fehérjét
juttatjuk a tomegspektrométerbe, és ott megfelel§ technikdval
fragmentdljuk. Bar a bottom-up megkozelités sordn kisebb pep-
tidek vizsgdlata révén részletesebb szerkezeti informdcié nyerhe-
t6, az elmult években szdmos biztat eredmény sziiletett mo-
noklondlis antitestek top-down [10, 11] és middle-down [12] ana-
lizisében Orbitrap- és Q-TOF-analizdtorokat alkalmazva. Bdr ezek
a megkozelitések még nem biztositanak teljes szekvencialefe-
dettséget, a szekvenciaadatok, mint kiegészit§ eredmények, fel-
hasznélhatck a bottom-up analizis mellett. Mivel aminosavszek-
vencia-meghatdrozdsra rutinszertien a bottom-up megkozelités

il
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alkalmazhatd, a kovetkez§ fejezetben ezt mutatjuk be részlete-
sebben.

Bottom-up megkozelités — LC-MS/MS-peptidtérkép

A bottom-up megkézelitést terdpids fehérjék azonossdgvizsgdla-
ta esetén peptidtérkép-vizsgdlatnak nevezziik [13]. Az enzimati-
kus emésztés elStt a fehérjéket denaturdlni sziikséges, a minta-
el6készités sordn a kénhidakat redukdljuk és alkildljuk. Ez utéb-
bira azért van sziikség, hogy megakaddlyozzuk a redukcié ered-
ményeképpen kapott tiolcsoportok dsszekapcsoléddsdt, azaz a
kénhidak ujbdli kialakuldsdt. Az emésztés eredményeképpen ka-
pott peptideket kromatogréfidsan elvélasztjuk, majd tandem MS-
mérések sordn fragmentdljuk. Kézenfekvs, hogy kisebb peptid-
egységeket vizsgdlva részletesebb szerkezeti informdci6t nyerhe-
tiink, mint az intakt fehérje vizsgélata sordn.

A fehérjék aminosav-szekvencidjdnak meghatdrozdsdban ato-
mi szintd szerkezetmeghatdrozdsra nincs sziikség, mivel a fehér-
jéket az ismert oi-aminosavak épitik fel. A fehérjéket felépitd
aminosavak nagy szdma viszont olyan mértékd variabilitdst
okoz, amely komoly analitikai kihivdst jelent, amikor egy na-
gyobb méretii fehérje esetén az N-termindlist6l a C-terminalis ré-
szig az Osszes aminosavat azonositanunk sziikséges. A nagymé-
ret biomolekuldk bottom-up analizise sordn a kiilonboz§ enzi-
matikus emésztmények azonositott peptidjeivel tudjuk lefedni a
teljes aminosav-szekvencidt (4. dbra).

Az egyes peptidszakaszok molekulatomegeik és jellemz§ to-
megspektrometriai fragmenseik alapjdn azonosithaték. A szom-
szédos aminosavak kozotti hasaddssal keletkezd N- vagy C-ter-
mindlis fragmensek kozotti pontos tomegérték-kiilonbségek alap-
jan az adott poziciékban taldlhaté aminosavakat egyértelmtien
azonosithatjuk (5.a,b,e,f dbra). El6fordulhat azonban, hogy a
kiértékelés sordn nem vesziink figyelembe kihagyott hasaddso-
kat, a hasonlé vagy azonos pontos tomegadattal rendelkezd,
ugyanakkor kiilonboz§ aminosavakat nem vessziik szdmitdsba.
A Gly-Gly (114,043 Da) kozott kihagyott hasitds révén a két ami-
nosav Asn aminosavként (114,043 Da) is azonosithatd. A Gln
aminosav (128,059 Da) Lys aminosavként (128,095 Da) is azo-
nosithaté a nagyon hasonlé pontos tomegadat miatt, ugyanigy
a Lys aminosav is azonosithaté Gln aminosavként nem megfe-
lel§ pontos tomegadat esetén, vagy a miiszerre jellemz§ tomeg-
pontossdg nem megfelel§ figyelembevételével. Nagyobb méret
peptidek fragmentdcidja esetén tobbnyire részleges szekvencia-
lefedettséget kapunk, azonban komplementer fragmentdcids
technika alkalmazdsa mellett kiegészit§ szekvenciainformdciot
is nyerhetiink.

a pﬂL x € DRLMISR inge2m
zzzzz
; TLEMISR Y, ¥ N
" [M+2H]*-NH,
o] vioam
H
i
=
2] th P £
o0 £l s z
. w0250 2 £
L s e |2
MRS R B | S } Tﬂ'
a ] es00 2
TR . I‘ﬂ ” | ] L I | 1 \ J \
00 0 20 %0 a0 0 £ 700 800
e
f M+ 2P
69
w) PIEMalSR
]
Ysoy-SOCH, o o
1 men || &
1| =
2 %
i1 £
; Z Ze(ox) z
o) @
Ysn M| +1 z+1 A 506254 z. 72087 S
st Yooy 3H0 NALED e S0 Wz
‘ o AT | OO P OO Y 11 -
20 %0 a0 0 ) £ ) 200 0 00 o 0 0 800
by .
Iminium-ion (Leu) Zs
‘c 860 ‘g 0.000
90 o0 e H
o ﬁ a 2 a
H i A N
g HZN:?H % -43.056 Hﬁ R <nr Hﬁ: R
3 % ?Hz ,: CHy GHa
CH H cH
A, N
HiC CHy HaC™ CHj3
g
I EE R ) o S " P N S S S S A
p” "4
d Iminium-ion () |y
0 -29.041
w:
z
H s
i g 9 a1 2 T 0000
| 90 HN=CH i A C.
H =] : e R «— Wk
CH -CHy 7
i RS R £ =
HoC GHy HyC' Mo eHy
: CHy . CHy

I I I T I N I N N T R S I P S NS R S
e e

5. abra. Egy monoklonalis antitest DTLMISR szekvenciaju peptid-
szakaszanak HCD (a) és ETD (e) MS? spektruma;

a DTLM(ox)ISR oxidalt peptidszakasz HCD (b) és ETD (f) MS?
spektruma, valamint a leucin/izoleucin meghatarozasara iranyulo
HCD MS* (c/d) és ETD-HCD MS? (g/h) spektruma

Moddositdsok vizsgélata sordn is figyelembe vessziik a lehetsé-
ges buktatdkat (hasonld tomegadatok miatti hibds azonositds),
igy osszetett analitikai megkozelitést alkalmazunk azért, hogy
megbizhaté mindségii adatokat nyerjiink. A glikozildciés médo-
sitdsok vizsgélata esetében példdul nagy szerep jut a kiilonbozd
kromatogréfids technikdknak, amig a nem-enzimatikus poszt-
transzldciés médositdsok jellemzd tomegkiilonbségeket eredmé-
nyeznek adott aminosavak esetén, igy ezek a médositdsok meg-
hatdrozhatdk a fragmensek kozotti tomegkiilonbségek detektdld-
sdval.

Nem-enzimatikus poszttranszldciés médositasok
meghatdrozasa: ,,hotspot”-analizis

Az emlitett nem-enzimatikus poszttranszldciés médositdsok a te-
rdpids fehérjekészitmények tdroldsa sordn vagy stresszhatdsra ke-
letkez§, kiilonboz8 bomldstermékeket foglaljék magukba. Ezek a

4. abra. Egy monoklonalis antitest 213 aminosavbal all6 fehérjelancanak kétenzimes (eltéré szinnel jelélve) emésztésével azonositott

peptidszakaszok

1 1 21 31 a1 51

61 71 81 91 101
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bomldstermékek leggyakrabban a fehérje oxidélt és deamiddlt
formdi, de a fragmensek és az izomer aminosavat tartalmazé
szdrmazékok is ebbe a csoportba tartoznak. A szakmai zsargon-
ban a fehérje érintett részeit ,,hotspot’-oknak hivjuk (1. dbra).
Mivel a natfv fehérjéhez képest ezek a bomldstermékek eltérd bi-
oldgiai aktivitdssal rendelkezhetnek [14], azonositdsuk és azt ko-
vet§ mennyiségi analizisiik kritikus eleme a termék karakterizd-
ldsdnak.

Ahhoz, hogy azonositani tudjuk a fehérje ,,hotspot’jait, a na-
tiv fehérje vizsgdlata mellett érdemes stresszvizsgélatokat is vé-
gezniink. Igy lehet§ségiink nyilik arra, hogy tanulmdnyozzuk,
mely aminosavak hajlamosak oxiddciéra, deamiddcidra, izome-
rizdciéra. Az oxiddci6 jellemzGen és legnagyobb mértékben a me-
tionin aminosavat érinti, annak kénatomja szulfoxiddd alakul 4t
16 Da tomegkiilonbséget eredményezve a fehérjében (5. dbra).
Ezt a véltozdst mdr az intakt fehérje mérése sordn is detektdl-
hatjuk, az oxiddci6 lejatszoddsdt akdr top-down analizis segitsé-
gével is igazolhatjuk. Azonban, ha az oxidécié pontos helyét sze-
retnénk meghatdrozni, tébbnyire alkalmaznunk kell a bottom-
up megkdozelitést és a fragmentécids tomegspektrum elemzésé-
vel kaphatunk egyértelmi valaszt. Deamiddci6 vizsgdlata sordn
is hasonlé médon jérunk el; az Asn aminosav deamiddlédds ré-
vén Asp és isoAsp izomer aminosavakkd alakul dt. A tomegkii-
lonbség a nativ és deamiddlt formdk kozott csupdn 1 Da, amely
nagyobb méretd fehérjék esetén csak peptidszinten hatdrozhaté
meg. Az Asp és isoAsp izobdr aminosavak kozott a hagyomdnyos
titkozésaktivalt disszocidcids technikdval rdaddsul nem tudunk
kiilonbséget tenni, viszont ETD-fragmentdciéval egyértelmten
azonosithaték [15]. A ,hotspot” helyek MS-alapt azonositdsa
utdn mdr lehetségiink nyilik arra, hogy egy olyan UV-alapt kro-
matografids médszert fejlessziink a bomldstermékek mennyisé-
gi monitorozdsdra, amely gyors, robusztus és tomegspektromet-
rids detektdlds nélkiil is megbizhaté informdciét szolgdltat [16].
Egy ilyen mddszer kiilongsen dsszehasonlité tanulmadnyokban le-
het hasznos, ha az origindtor és a bioszimildris termék szdmos
kiilonbozd sarzsét kell karakterizdlnunk. Emellett alkalmas lehet
arra, hogy a terdpids fehérjekészitmény tdroldsa sordn kovessiik
a bomldstermékek mennyiségének vdltozdsat.

A gyégyszerhatésdghoz benyujtandd bioszimilaritdsi tanul-
mény részét képezik olyan stresszvizsgdlatok is, amelyek sordn
az origindtor és a bioszimildris termék viselkedését tanulmd-
nyozzuk kiilonboz§ stresszelések hatdsdra. A stresszvizsgdlatok
sordn idgben tbb pontot monitorozunk. A keletkez8 bomldster-
mékek hasonld kinetikai gorbéje részben igazolhatja azt, hogy
nincs kiilonbség a vizsgdlt fehérjék magasabb rendd szerkezeté-
ben. Ugyanis esetlegesen eltér§ magasabb rendd szerkezet kovet-
keztében adott aminosavak hozzdférhetGsége eltérd lehet, igy egy
bomldstermék keletkezésének mértékében eltérés tapasztalhatd.
Tehdt a ,hotspot’-ok analizise révén elsGrendd szerkezeti infor-
méciobdl kiindulva kovetkeztethetiink hasonld vagy eltérd ma-
gasabb rendd szerkezetre is.

Izobdr leucin és izoleucin aminosavak
tomegspektrometria-alapi meghatarozasa

Amig az el§zGekben bemutatott nem-enzimatikus poszttranszld-
ciés mddositdsok jellemz§ tomegkiilonbségeket eredményeznek,
addig az azonos tomeg( (izobdr) leucin és izoleucin aminosavak
azonositdsa eltérd megkozelitéssel valdsithaté meg. Habdr a leu-
cin és izoleucin aminosavak elemi dsszetétele azonos, és az ol-
dalldncban mutatkozé izoméria minor szerkezeti kiilonbségnek
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tlinhet egy monoklondlis antitest méretéhez képest, ez a kiilonb-
ség nem hagyhat¢ figyelmen kiviil. Ennek egyik oka a szigord
hatdsédgi szabdlyozdson tul az, hogy egy leucin-izoleucin ,,csere”
az origindtor és bioszimildris termék kozott akdr jelents kii-
lonbséget is okozhat a bioldgiai aktivitdsban [17]. Hagyomdnyo-
san Edman-szekvendldsi technikdval kiilonbéztethetjikk meg egy-
értelmden a Leu/Ile aminosavakat. Egy nagyméret( fehérje szek-
vencidjdban bdrhol el6forduld izobdr aminosavak meghatdrozdsa
céljébdl a fehérjét enzimatikus emésztésnek vetjiik ald, majd az
MS-mérések alapjdn azonositott, a kérdéses aminosavakat tar-
talmazé peptideket izoldljuk, esetleg dusitjuk. Ezt kdvetGen Ed-
man-szekvendldssal az adott peptidszakasz izobdr aminosavait
egyértelmtien azonositjuk. Mivel egy monoklondlis antitest enzi-
matikus emésztménye rendkiviil nagy szdmu peptidet tartalmaz,
ezért ez a megkozelités nagyon id§igényes munkafolyamat. Az
adott izobdr aminosavakat tartalmazé peptidek elvélasztdsa és
legytjtése komoly kihivdst jelenthet, tobbnyire kromatografids
modszer fejlesztését is sziikségessé teszi.

A Klasszikusnak szdmité Edman-szekvendldsi technika mellett
mdra tobb olyan MS-alapd mddszert fejlesztettek ki, amellyel
ezek az aminosavak egyértelmtien megkiilonboztethet6k. Ezen
mddszerek kozé tartozik a HCD MS" (n = 3-5) technika [18]. Mig
a HCD M$? alapjdn nem lehet megkiilonboztetni az izobdr ami-
nosavakat, addig tovdbbi fragmentdcié alkalmazdsdval (HCD
MS*®) a Leu/Ile aminosavak megkiilonboztethet§ek (5.a—d db-
ra). Bz az un. iminium-ion mddszer, ahol az izobdr aminosav
iminium-ionjdnak (m/z 86,1) fragmentéldsdval a Leu esetében
nincs vagy igen kis intenzitdsi az ammdniavesztés. Ezzel szem-
ben az izoleucinndl nagy intenzitdssal jelenik meg a spektrum-
ban az m/z 69 fragmens. Az izobdr aminosavak megkiilonbézte-
tésére szolgdlé mdsik MS-megkozelités az ETD-HCD MS® mdd-
szer [19], amelyben a w-szatellit médszert haszndljuk, azaz a to-
megspektrumban a leucin esetében C;H; (-43 Da), mig az izole-
ucinndl C,H; (-29 Da) és/vagy C,Hg (-56 Da) vesztés figyelhetd
meg (5.e-h dbra). Az MS technikdkkal torténd izobdr aminosav
megkiilonboztetésnek azonban vannak korldtai. A kis ioninten-
zitdsok mellett szdmolnunk kell a hidrogéntranszfer jelenséggel
[20], az un. prolineffektussal, valamint a kivélasztandé fragmens-
ionok tomegtartomdnya is korldtozott [18].

Az adatbdazisok és a szoftveres kiértékelés
alkalmazdasanak sziikségessége és buktatoéi

A fehérje-emésztmények tomegspektrometriai analizise sordn
hatalmas adatmennyiség keletkezik, amely manudlisan nem ke-
zelhetd, egyértelmien szoftveres adatfeldolgozdsra és kiértéke-
lésre van sziikség. Az azonositds sordn az alkalmazott szoftver a
mért tomegspektrometriai fragmenseket adatbdzisban (pl. Mas-
cot) taldlhat6 szekvencidk alapjdn szdmolt elméleti értékeknek fe-
lelteti meg [21, 22]. A szoftvereket alkalmazhatjuk de novo szek-
vendldsra (olyan szekvendldsi folyamat, amely sordn az amino-
savsorrendet mindenféle el§zetes informdci6 nélkiil hatdrozzuk
meg) is olyan peptidszakaszokra, amelyek nem azonosithaték
adatbdzis alapjdn. De novo szekvendldsra és adatbdzis-keresésre
is alkalmas szoftver a PEAKS [23]. Biotechnoldgiai készitmények
fehérje-hatéanyagainak karakterizdldsa sordn azokat nem azo-
nositanunk kell, hanem szerkezeti szempontbdl a lehet§ legtelje-
sebb mértékben jellemezni, {gy aminosav-szekvencia szempont-
jabdl a vart szekvencidt kell igazolnunk. Ekkor a teljes szekvenci-
dra kiterjed§ részletes analizis esetén mdr nem beszélhetiink va-
l6jdban de novo szekvenciameghatdrozdsrol. Ennek ellenére egy
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monoklondlis antitest teljes szekvencidjdnak igazoldsa rendkiviil
idGigényes és szisztematikus munkafolyamatot igénylg feladat.

A terdpids fehérje-hatéanyagok mellett nemcsak azok varidn-
sai, hanem technoldgiai eredetd szennyez8k is jelen lehetnek,
ilyenek tobbek kozott a gazdasejt fehérjék (HCP — Host Cell Pro-
tein), amelyek azonositdsa a potencidlis immunogenicitds miatt
kiilonosen fontos. A rutinszertien alkalmazott ELISA mdédszer
mellett ezen szennyez§ fehérjék mindségi azonositdsa HPLC—
MS/MS technika alkalmazdsdval valésithaté meg. Adatbdzisok al-
kalmazdsa sziikséges ahhoz, hogy a szennyez§ fehérjéket azono-
sitani tudjuk a termékben. Ilyen esetekben is tulajdonképpen
szekvendlunk, azonban nincs sziikség a teljes szekvencia meg-
hatdrozdsdra, részleges szekvencialefedettség elegend§ az egyér-
telmd azonositdshoz. A szoftveres kiértékelés hdtrdnya a mért to-
megspektrometriai fragmensek azonositdsdnak megbizhatésdga.
El6fordulhat, hogy a szoftverek nem valddi fragmenseket, hanem
zajcstcsokat azonositanak MS-fragmensként, valamint t5bbszo-
rosen toltott ionok dtfedd izotépkstegeit gyakran nem megfele-
16en értelmezik. A nyers adatok manudlis ellendrzésével a szoft-
veres kiértékelés buktatéi kikiiszobolhetSk vagy legaldbbis ezek
eléforduldsa minimalizdlhatd.

Automatizdlt, 6sszehasonlité jellegii vizsgdlatok
az aminosav-szekvencia igazoldsara

Mikoézben egy bioszimildris készitmény fejlesztésének kezdetén
sziikség van az origindtor termék teljes szekvencidjanak megha-
tdrozdsdra, addig nem kivitelezhetd és nem is indokolt ugyanezt
a részletes vizsgdlatot elvégezni a fejlesztés késGbbi fdzisaiban
vagy a termelés sordn vizsgdlandé gydrtdsi sarzsok esetében.
Mindazondltal ekkor is igazolnunk kell a szekvencia azonossdgét
az origindtor termékhez hasonlitva, sokszor igen nagyszdmu
mintdn. Ezt a feladatot szintén peptidtérkép-osszehasonlitdssal,
bottom-up megkozelitéssel végezziik, bizonyitva, hogy ugyan-
azok a peptidszakaszok keletkeznek az origindtor és a bioszimi-
léris termék enzimatikus emésztése sordn. Ekkor a hatékonysdg
novelése érdekében — a nagy mintaszdm miatt — célszerd a pep-
tidtérkép-adatok kiértékelésének bonyolult és hosszadalmas
munkafolyamatdt automatizdlva vagy részben automatizdlva vé-
gezni. Ehhez nagy szdmitdsigényd, koltséges szoftverekre van
sziikség. Az MS-késziilékek gydrtéi a bioszimildris ipar felfutd-
sdval padrhuzamosan olyan ,,.biopharma” célszoftvereket dobtak
a piacra, amelyek erre alkalmasak (Bruker, BioPharma Compass;
Thermo Fisher Scientific, BioPharma Finder; Waters, Biophar-
maLynx; Sciex, BioPharmaView). Emellett szdmos gydrtofiigget-
len szoftvert is taldlhatunk a piacon (Genedata Expressionist,
ProteinMetrics, PEAKS), amelyek bdrmely tipust késziilék ada-
tait képesek kezelni és a késziilékgydrtok szoftvereinél sok te-
kintetben rugalmasabb, a gydgyszeripari kérnyezethez jobban il-
leszkedd megolddst kindlnak. A szoftverek kivélasztdsdndl rend-
kiviil fontos, hogy a kiértékel§ munkafolyamatok validdlhatéak
legyenek és a gydgyszeripari min§ségbiztositdssal 6sszhangban
miikodjenek.

Osszefoglalds

s

A biotechnoldgiai tton elgéllitott terdpids fehérjék elsGdleges szer-
kezetének, azaz aminosav-szekvencidjdnak meghatdrozdsa sordn
lényegesen t6bb analitikai adatra van sziikségiink, mint egy fe-
hérje azonositdsa sordn, amelyben részleges szekvencialefedett-
ség is elégséges ahhoz, hogy egy fehérjét azonositottnak tekint-
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stink. A terdpids fehérjék teljes aminosav-szekvencidjdt holiszti-
kus megkozelitéssel tudjuk meghatdrozni, kiilonbdz8 enzimati-
kus emésztmények vizsgdlata mellett egymadst kiegészit§ frag-
mentécids technikdkat alkalmazunk dgy, hogy az izobdr amino-
savakat is egyértelmden azonositsuk. Ezt az 4tfogé aminosav-
szekvencia-analizist a bioszimildrisok fejlesztése elején az origi-
nétor termékre nézve célszertd elvégezni ahhoz, hogy megbizhaté
szekvenciaadatokkal inditsuk a klénozdst. A bioszimildris fej-
lesztés kiilonbozd fazisaibdl szdrmazé sarzsok aminosav-szek-
vencidjét is igazolni kell, amely peptidtérkép-mérések adatainak
automatizdlt dsszehasonlité vizsgdlatdval hatékonyan hajthaté
végre.

A tomegspektrometria teriiletén tapasztalhaté biztaté techni-
kai fejlesztések, példdul az dj, nagyobb felbontdst, témegpontos-
sdgot és érzékenységet nyujté analizdtorok, a kiegészit§ szek-
venciaadatokat szolgéltaté 4j fragmentdcids technikdk mind azt
sugalljék, hogy a jovében az id- és munkaigényes bottom-up
megkozelités helyett (amely jelenleg a legszélesebb korben alkal-
mazott megkozelités), az analitikusok egyre inkdbb a middle-
up/middle-down vagy esetleg a top-down megkdzelitést fogjék al-
kalmazni a biotechnoldgiai eredetii fehérjegydgyszerek elsGrendi
szerkezetének jellemzésében. Az adatok értékelésében vdrhatéan
még nagyobb szerep jut majd a szoftvereknek, és a teljes adatér-
tékelési munkafolyamatok automatizéldséval lehet6vé vélik a gyogy-
szerhatdsdgok dltal igényelt, nagyszdmu mintdra kiterjed§ osz-
szehasonlité tanulmdnyok hatékony kivitelezése.
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