46 Magyar Kémiai Folyéirat - El6addsok

A tomegspektrometria alkalmazasa fehérje alapu gyogyszerek
szerkezetvizsgalatara és jellemzésére
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Bevezetés

technologidval eldallitott, fehérje alapu készitmények,
melyek évrdl évre a gybdgyszerforgalom egyre névekvod
hanyadat teszik ki vilagszinten.! Ezeket biologiai gyogyszerk
¢észitményeknek, biologikumoknak nevezziik. Hatéanyaguk
genetikusok és biomérnokok altal tervezett; baktériumok,
emlossejtek vagy mas €16 organizmusok altal, szigortian
szabalyozott bioreaktorokban kifejezett komplex fehérjék.
A jelenleg engedélyezett és forgalomban 1évo biologikumok
tobbségének hatdanyaga monoklonalis antitest tipusu fehérje
(mAD). Ezek szerepére és fontossagara a 19. szazad végén
figyeltek fel. Emil von Behring és Shibasaburo Kitasato?
igazoltak, hogy fertézéses megbetegedésekbol felépiilt
betegek vérébol nyert szérummal azonos betegségben
szenved6 paciensek kezelhetok. Ezzel a készitménnyel,
prevencio céljabol, egészséges emberek szervezetét is
immunizalni lehetett.

A fehérjealapu gydgyszerek tulajdonsagai, ezek jellemzése,
valamint a jellemzésiikre szolgalé moddszerek jelentsen
eltérnek attol, mint amelyeket a gydgyszeriparban altalaban
szintetikus eredetii kismolekulak esetén alkalmaznak. Jelen
kontextusban ,,kismolekulanak” nevezziik a 2000 Da-nal
(de legtobbszor 500 Da-nal is) kisebb tomegli molekulakat.
A kisméreti  (hagyomanyos)  gyogyszermolekulak
esetén a vegyliilet szerkezete, polimorf moddosulata(i),
esetleges szennyezdi, természetes metabolitjai, és ezek
famakokinetikaja jol ismertek. Jellemzésiik elsdsorban
kémiai-analitikai moddszereken alapul; ezen eszkozok
tarhaza rendkiviil széles.> A szerkezetjellemzés talan
legfontosabb  eszkdze a magneses magrezonancia
spektroszkopia (NMR); e mellett a tomegspektrometria
(MS) és az optikai spektroszkdpiai mddszerek is jelentdsek.
A szennyezOk, metabolitok kimutatasanak alapeszkoze a
kromatografia és a tomegspektrometria; ezek egyre inkabb
integralt miiszeregyiittest alkotnak (GC-MS, HPLC-MS).
Fehérjealapti gydgyszerek esetén a helyzet jelentésen
bonyolultabb. Sokszor mar a fehérje szerkezete sem
egyértelmil, a gyogyszer nagyszami homoldg keveréke;
jellemzésiik sokkal bonyolultabb.

Tagabb értelemben biologikumnak neveziink minden
készitményt, melynek aktiv hatéanyagat egy ¢l
organizmus allitja el6.* Ide sorolhatéak tehat a vakcinak,
a vérkészitmények, és a rekombinans tuton -eldallitott
fehérjéket tartalmazd gydgyszerek egyarant. Egy eld
szervezet mikodésének és termeltetésének szabalyozasa
rendkiviil komplex folyamat, mind a mai napig kiemelt
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kutatasi tertilet, sok megvdlaszolatlan kérdéssel. Mint
minden él6 szervezet, ezek az expresszios rendszerek is
érzékenyen reagalnak minden valtozasra, olykor drasztikus
eltéréseket/mutaciokat eredményezve ezzel a kifejezett
fehérje szerkezetében. Szerkezetkutatdsi szempontbdl
megvizsgalva a biologikumokat, dsszevetve a kismolekulas
hatéanyagokkal, az elsé szembetlind kiilonbség a hatdoanyag-
molekula mérete és ,homogenitasa”. Egy monoklonalis
antitest elsddleges szerkezete tobb mint 1300 aminosavbol,
kozel 25 000 atombdl épiil fel, melyek két ,,nehéz” és két
.konnyi” lancba rendezddve alakitjak ki az antitestekre
jellemzd Y format a koztik 1étrejové diszulfid hidak
segitségével (1. abra). Ha a fehérje expresszioja soran spontan
lejatsz6dd pontmutacidkkal nem is szamolunk, még akkor is
jelentds heterogenitast adnak a kifejezett fehérjemolekulak
szerkezetének az egyes aminosavakon a transzlaciot
kovetden kialakuldé mddositasok (ko-transzlacios [CTM] és
poszt-transzlacidés modositasok [PTM]). Az antitestek harom
jellegzetes médositasa a nehéz lanc glikozilacioja, a ldncok
N-terminalisanak piroglutaminacidja, valamint a nehéz
lanc C-terminalisan talalhato lizinek jelenléte vagy hianya.
Minden lehetdséget figyelembe véve a potencialis heterogén
formak szama megkozelitdleg 10° nagysagrendii, melyek
minden egyes gyartasi tételben jelen vannak/Iehetnek.

1. Abra. IgG1 tipust monoklonalis antitestek 4ltaldnos szerkezete (Az [5,
6]hivatkozasok alapjan).

A fehérjék méretébdl és heterogenitasanak mértékébol
adododan a kismolekulas szerkezetmeghatarozasi gyakorlattal
Osszevetve az egyes nagymuszeres szerkezetkutatasi
technikdk is teljesen 1Uj szerepkort nyernek. Jelenleg
elképzelhetetlen, hogy egy intakt monoklonalis antitest
NMR-es vizsgalata alapjan olyan részletesen és pontosan leirt
szerkezetet lehessen megadni, mint egy kis szerves molekula
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esetében. Tobbdimenzids mérések alapjan ~10 000 'H és ~3
500 BC atom korrelacioit feltérképezni kivitelezhetetlen
feladat lenne még akkor is, ha csak tisztan egy adott tipusu
izomer lenne a keziinkben. Fehérjék szerkezetének, ezen
beliil is szekvenciajanak ¢s modositasainak jellemzése soran
ezért els6dleges szerkezetmeghatarozasi technikava 1¢ép
elé a tomegspektrometria kiillonbozé elvalasztastechnikai
modszerekkel, elsésorban a HPLC-vel kapcsolva.

A jelenleg hasznalt szerkezetvizsgalati és analitikai
modszerek fejlesztése hossza idén keresztiil kismolekuldk
meghatdrozasara  specializalodott. A fehérjeanalitikai
feladatok megjelenésével elsddleges feladatta  valt
»hagymolekula-kompatibilissé” fejleszteni a kismolekulas
analitikai moédszereket. Egy kis szerves molekula akar
egyetlen infravords spektrum (IR) alapjan is azonosithato.
A fehérjék elsddleges szerkezetének ¢€s modositasainak
rutinszerii ellendrzésére kidolgozott eljaras ennél sokkal
bonyolultabb. Erre szolgal pl. a peptidtérkép analizis, ahol
egy ultraibolya (UV) kromatogram alapjan eldonthetd,
hogy megfelel-e a vartnak az eldallitott hatoanyag.
Peptidtérkép analizis soran a kromatografias elvalasztast
egy Osszetett mintaelokészités elézi meg, melynek soran
a fehérjét ,konzervativ’ peptidekre hasitjuk, jellemzden
proteolitikus uton (egy fehérjebontd enzim, un. proteaz
segitségével), majd a  keletkezett ,peptid-clegy”
komponenseit kromatografiasan elvalasztjuk. Az igy kapott
UV kromatogram ujjlenyomatszertien jellemzé a fehérje
elsédleges szerkezetére és modositasaira egyarant. Ahhoz,
hogy ez az UV kromatogram énmagaban hasznalhaté legyen
a jellemzésre, mindenekeldtt teljes szerkezetmeghatarozast
kell végezni az adott fehérjére. Azonositani kell, hogy az
adott ujjlenyomat pontosan melyik fehérjéhez rendelhetd;
valamint elengedhetetlen a kromatografias elvélasztas
soran elualédd komponensek mindegyikének azonositasa.
Ez elsédlegesen a kromatografidhoz ,,on-line” kapcsolt
tandem tomegspektrometriaval torténik (HPLC-MS/MS). A
kromatografias csucsokhoz aminosav szekvencidkat, poszt-
transzlaciés modosulasokat tudunk tarsitani, vagyis egzakt
szerkezeti informaciot kapunk. A peptidtérkép analizis
példaja jol szemlélteti, hogy a fehérjék karakterizalasa soran
alkalmazott analitikai eljarasok két csoportra oszthatdak. A
modszerek egy része egyedi ujjlenyomatot képes késziteni
a vizsgalt fehérjérol, tehat jol jellemezhet egy adott gyartasi
terméket. Ilyen eljaras példaul a peptidtérkép analizis, a
cirkularis dikroizmus spektroszkdpia (CD), esetleg NMR
spektroszkdpia. Az analitikai mddszerek masik csoportjat
alkotjdk azok a technikdk, melyek konkrét szerkezeti
informaciot nyujtanak a vizsgalt fehérjérol. Ide sorolhato
a fehérjék teriiletén jelenleg egyediilalldo, meghatarozd
szerepet bet6ltd tomegspektrometria, de ide tartozik kisebb
(tipikusan izotdppal jelolt) fehérjék NMR analizise is.

Ebben a kérdéskorben fontos megemliteni a generikus,
ill. ,,biohasonld” termékeket is. Generikus termék esetén
(egyéb kovetelmények mellett) kémiai értelemben azonos
szerkezetli molekulakrdl van szo. Fehérje alapu gyogyszerek
esetén nem beszélhetiink szerkezet-azonossagrol, csak
nagyfoku hasonlosagrol; részben azért, mert e termékeket
(pl. a poszt-transzlacids moddosuldsok miatt) nagyfoku
szerkezeti heterogenitas jellemzi. Ezért fehérjealapu
gyogyszerek esetén az eredeti termékkel azonos hatasu,
szerkezeti jellemzoit tekintve kis tolerancian beliil
azonosnak tekinthetd termékeket biohasonldknak, vagy

bioszimilarisoknak nevezziik. A masolatot elkészitéséhez
elengedhetetlen az eredeti ,,originalis” termék (,,molekula’)
részletes ismerete. Kismolekulds gyogyszerekkel ellentétben
fehérjealapu gydgyszerek esetén ezek szerkezete (ill.
szerkezeti jellemz6i) nem nyilvanos; a szakirodalomban (pl.
publikacidban) megjelend informaciok hianyosak, olykor
félrevezet6ek lehetnek.” Ennek kovetkeztében az analitikus
szamara egy ,,bioszimilaris” termék analitikdja gyakran egy
eredeti termék kifejlesztésénél, jellemzésénél is nagyobb
kihivast jelent.

A gydgyszeriparban dolgozo fehérjeanalitikus szdmara a
kritériumokat mindig az aktualis hatésagok fogalmazzak
meg (OGYI, EMA, FDA, stb.), azonban ez sohasem olyan
egyértelmii, mint ahogy azt egy felhasznald szeretné. A
hatosagi iranyelveknek megfelel6en a fehérjék jellemzését a
lehetd legnagyobb részletességgel (,,to the extent possible™)
és a legkorszertibb, ,,state of the art” analitikai technikéakkal
kell megvaldsitani. Ez egyarant igaz a biologikumokat és a
biohasonldkat gyartok szamara.

A tomegspektrometria alkalmazisa fehérjék (fehérje
alapu gyégyszerek) vizsgalatira

A tomegspektrometria, kiilonosen korszeri
elvalasztastechnikaval kapcsolva, az egyik legszélesebb
korben alkalmazott és leghatékonyabb analitikai modszer.
Gyodgyszeranalitikai alkalmazésa széleskort, a kutatasban, a
készitményfejlesztésben és a mindségbiztositasban egyarant
nélkiilozhetetlen. A 20. szazad végére a hagyomanyos
gyogyszerkutatason tulmenden Dbioanalitikai célokra is
kulcsfontossagt technikava nétte ki magat. Ezen fejlodésnek
koszonhetden a fehérjekutatas (és ezen a beliil fehérjealapt
gyogyszerek fejlesztése) napjainkban elképzelhetetlen
tomegspektrometria nélkiil. A  proteomika az €16
szervezetben eléforduld fehérjék szerkezetének, biologiai
funkcidjanak, a fehérjék mennyiségi el6fordulasanak és
ezek térbeli és idobeli valtozasanak feltérképezése. Ennek
kulcsfontossagu analitikai eszkdze a tomegspektrometria,
mely kiilonbozé elvalasztastechnikai eszk6zokkel kapesolva
teremt lehetdséget komplex bioldgiai mintak kvalitativ
¢és kvantitativ analizisére. Rutinszer(i alkalmazasat két uj
ionizacids eljaras kidolgozasa tette lehet6vé: a ,,Matrixszal
segitett Lézer Deszorpcios lonizacio” (MALDI) és az
elektroporlasztasos ionizacié (ESI). A késziilékek ¢és az
adatfeldolgozés (specialis szoftverek) teriiletén az utdbbi
évtizedben robbanasszeri technikai fejlodés kovetkezett be.

A gydgyszeriparban megjelend fehérjeanalitikai feladatok
megoldasara a proteomikaban kidolgozott eszkozrendszer
szolgal alapul, de a két kutatasi teriilet célkitiizéseinek
fokuszpontja jelentds mértékben kiilonbozik. Mig a
klasszikus proteomikai kutatasban a feladat nehézségét a
bioldgiai matrix komplexitasa és a meghatarozandé fehérjék
rendkiviil kis mennyisége jelenti, ezek a problémdk nem
jelennek meg a rekombindns uton, nagy tételben eldallitott
és tisztitott fehérje alapt hatdoanyagok esetében. Klasszikus
proteomikai publikacidokban elfogadott, hogy a vizsgalt
mintdban azonositottnak tekinthetd egy fehérje, ha MS és
tandem MS (MS/MS) spektrumok alapjan megfelel6 szamu,
»jellegzetes” peptid igazolja szekvenciajat. Tipikus esetben
a fehérje szekvencidjanak 30-50%-a hatarozhaté meg, de
minor komponensek azonositasara 1-2 peptid azonositasa is
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elegend6 lehet. Ezzel szemben a gydgyszeripari feladatok
esetén nem a fehérje kimutatasa, jelenlétének igazolasa a
cél, hanem lehetd legteljesebb karakterizaldsa: a vizsgalt
fehérje (1) teljes aminosav szekvencidjanak igazoldsa
terminalistdl terminalisig, aminosavrdl aminosavra torténd
meghatarozasa; (2) az aminosav szekvencidjaban megjelend
Osszes modositas (CTM, PTM) tipusanak és helyének
meghatarozasa; (3) egy adott aminosavon megjelend
modositas esetén (pl. glikozilacid esetén) az egyes homolog
szerkezetek aranyanak meghatarozasa; (4) a molekulatomeg
meghatarozasa; (5) a térszerkezet kialakitasaban résztvevo
diszulfid hidak meghatarozasa, stb.

A tomegspektrometria  (tandem-tomegspektrometria)
segitségével nyert informaciokat, fuggetleniil a vizsgalt
molekula méretétol és egyéb fizikai-kémiai tulajdonsagaitol,
két csoportra oszthatjuk. Az MS spektrum alapjan a
vizsgalt molekula molekulatomege hatarozhatdé meg,
mig fragmentacids, vagyis MS/MS spektruma(i) alapjan
szerkezeti informacidt nyerhetiink rola a keletkezett
fragmens ionok molekulatomege alapjan. A fragmentacid
elésegitésére legelterjedtebben alkalmazott modszer, kis és
nagymolekuldk esetén egyarant, az ltkoztetéses aktivalas
(CID). Ebben az esetben az titkdzési cellaban inert gazzal
(pl. N,, He, Ar) titkoztetjiik az ionokat).®® Lehetdség van
infravorgs lézerrel is gerjeszteni az ionokat (IRMPD,
Infrared Multiphoton Dissociation),' de ez a technika
kevésbé elterjedt.. Tobb szempontbdl is komplementer
technikdknak tekintheték az elektronbefogas indukalta
disszociacio (ECD) és az elektron transzferrel indukalt
disszociacio (ETD), melyek kifejezetten fehérjék, peptidek
vizsgalatara fejlesztett fragmentacio eljarasok. Ebben az
- kis energidju elektronok, vagy gyokanionok segitségével
indukalt - toltésszamanak csokkenése valtja ki. Egyik
legnagyobb el6nyiik a CID technikaval szemben, hogy a
fragmentacié soran a modositasok nem fragmentalodnak,
ezzel lehetdséget teremtve pontos pozicidjuk lokalizalasara
(pl.: glikozilacid, foszforilacid). Mind a kismolekuldkat,
mind a nagymolekulakat jol definialt fragmentacio jellemzi.
Proteinck MS/MS spektrumanak értékelése napjainkban
kiilonb6z6  algoritmusok alapjan miikod6 szoftverek
segitségével torténik. Ezek nagyrészt automatikus,
esetenként félautomatikus értékelést tesznek lehet6vé.
Proteinek teljes aminosav-sorrendjének meghatarozasa
nem tipikus proteomikai feladat, de biologikumok ¢és
bioszimilaris készitmények esetén alapvetd jelentdségli. Az
értékelés manuadlis feladat, bar gyakran szoftver segiti (lasd
késébb).

A fehérjék MS alapt szerkezetmeghatdrozasa alapvetéen
kétféleképpen  valosithatd meg."" Egyik lehetség
az un. ,top-down” szekvenalasi stratégia, amikor a
tomegspektrométerrel a teljes fehérjemolekulat vizsgaljuk.
Ebben az esetben az MS spektrum alapjan meghatarozhaté a
fehérje/polipeptid mérete (molekulatdmege), fragmentacidja
alapjan pedig az aminosav sorrend ¢s az esetleges poszt-
transzlaciés mddosulasok tipusa és helye. Ez az eljaras a
technikai nehézségek miatt napjainkban még nem tekinthetd
rutineljarasnak, kisebb fehérjék, polipeptidek jellemzésére
alkalmas.

A fehérjék leggyakrabban hasznalt szerkezetmeghatarozasi
moddszere az un. ,bottom-up” eljards, melynek soran a

tomegspektrometrias analizist tobb 1épcsds mintaeldkészités
elozi meg. A fehérjét optimalis esetben 8-14 aminosavat
tartalmazd peptidre hasitjuk jellemzden nagy specificitasu
fehérjebontd enzimekkel, ugynevezett protedazokkal. A
proteomikaban legelterjedtebben hasznalt enzim a tripszin,
mely két bazikus aminosav, a lizin és az arginin C-
terminalisanal hasitja az 6sszekapcsolddo aminosavakat. A
természetben megtalalhato fehérjékben gyakori a lizin és az
arginin eléfordulasa, amely a fehérjeanalizis szempontjabdl
kedvez6. A tripszines emésztés tovabbi eldnye, hogy
(specifikus miikodése esetén) minden kihasitott peptid C-
terminalisan egy bazikus aminosav marad, biztositva ezzel
a peptid megfelel6 protondlhatdsagat a tomegspektrometris
analizishez. A teljes fehérjeszekvencia meghatarozasahoz
a tripszines emésztés sokszor nem elegendd, ezért
a fehérjck emésztéséhez gyakran mas proteazokat
(pl. Glu-C, stb) is alkalmazunk. Ezeket az enzimeket
parhuzamos kisérletekben, vagy egy 1épésben alkalmazzuk
(enzimkeverékként). Az igy kapott peptid keveréket
kromatografias elvalasztast kovetden, lehetdség szerint a
peptideket izolalva juttatjuk a tomegspektrométerbe. Az
egyes komponensek MS/MS spektrumanak értékelésével
meghatarozzuk a peptidek szerkezetét, a teljes aminosav
sorrendet (szekvencidja), amely a fehérje elsddleges
szerkezete. Egy fehérje tomegspektrometrias analizise soran
sok ezer spektrumot (ill. tandem tomegspektrumot) vesziink
fel, melyek értékelése elképzelhetetlen specidlisan erre a
célra fejlesztett szoftver nélkiil. Ez azonban gydgyszeripari
feladatok esetén csak hattértamogatast nyujt, mivel minden
egyes peptid, szekvencia, mdodositas azonositasa kizarolag
a spektrumok manualis értékelését kovetden tekinthetd
megoldottnak.

Napjainkban a technologia rohamos fejléddésének
koszonhetden a ,bottom-up” és ,top-down” stratégiak
kozotti atmenet is egyre népszertibb, melyet ,,middle-down”
vagy ,,middle-up” eljarasnak neveziink. Ez esetben a fehérjét
csak néhany helyen hasitjuk, és az igy kapott, még mindig
nagy (3-10,000 Da molekulatomegili) polipeptid lancokat
szekvenaljuk.

A fent ismertetett modszerek fehérjék modositasainak
azonositasara és helyspecifikus analizisére is hasznalhatok.
Szerencsés esetben mar az enzimatikus emésztést kovetd
HPLC-MS/MS analizis sordn azonosithatd, és egy peptidre
lokalizalhatd a modositas. Egyes modositasok, mint példaul
a glikozilacio feltérképezése azonban igen bonyolult
feladat, tobb tomegspektrometrias technika, specialis
mintaelokészités, kiilonleges kromatografids maddszerek
egylittes alkalmazasat igényli.

Fehérjék glikozilaciéja és ennek meghatarozasa

A fehérjeanalitika, ill. fehérje alapt gydgyszerkészitmények
jellemzésének egyik legnagyobb kihivasa a glikozilacio
meghatarozasa. A glikozilacio a fehérjék leggyakoribb,
transzlaciot kovetden kialakuld enzimatikus modositasa
(CTM vagy PTM), mely széles korben képes befolyasolni
a fehérje hatasat, biologiai aktivitasat, valamint a sejtek
kozotti kommunikacio ¢s immunvalasz egyik fo eszkoze. A
cukorlancok szerkezete és funkcioja kozotti sszefiiggések
feltarasa, a glikozilaciés mintazat monitorozasa betegségek
elorejelzésében, diagnosztikajaban vagy korfejlodésének
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kovetésében kiemelkedd fontossagi kutatasi teriiletek.
A felsorolt célok megvaldsitasahoz rendkivill preciz
és érzékeny analitikai hattér sziikséges, mely a mai
korszerti miiszerezettség mellett is nagy kihivast jelent a
cukormintazat rendkiviili 6sszetettsége miatt. A cukorlancok
komplexitasat épitokoveinek, a kiilonb6zd monoszacharid
egységek  fajtajanak  valtozatossaga, illetve  ezek
kapcsolddasi rendjének és kotéstipusainak sokszintisége
adja. A glikozilacios tipusok két leggyakoribb fajtaja az N-
és O-glikozilacio.

N-glikozilacié soran a cukorlanc valamely lanckozi
aszparagin (Asn/N) lancvégi amid csoportjanak nitrogén
atomjahoz kapcsolodik. A fehérje elsddleges szerkezetében
egy aminosav-harmas, tigynevezett konszenzus szekvencia
jelzi az N-glikozilacio lehet6ségét, melynek mintazata:
N-X-S/T, ahol X barmely aminosav lehet a prolin (Pro/P)
kivételével, S szerint, a T treonint jelent. Az aszparagin
oldallancara az endoplazmas retikulumban, enzimatikus
uton ¢épll rd egy nagyobb cukor egység. Tobblépéses
folyamatban jon Iétre a glikoproteinekre jellemzd N-
cukorszerkezetek valamelyike: komplex; oligomannéz (2.
abra); vagy a két tipus keveréke, a hibrid cukorlanc.

O-glikozilacio az oldallancukban hidroxi csoportot
tartalmazé aminosavakon alakulhat ki, melyek koziil
a szerin és a treonin a leggyakoribbak. Az O-glikanok

Monoszacharid-profil Glikoformik feltérképezése

Szidlsav-profil Részleges szerkezeti Helyspecifikus

: :
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glikopeptid

szerkezetét tekintve nyolc alaptipust kiillonboztetiink meg,
melyek mindegyikére jellemzd, hogy a fehérje lanchoz egy
N-acetilhex6zaminon keresztiil kapcsolddik a cukorlanc.
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2. Abra. AzN- és O -glikozilacio jellemzo cukorszerkezetei (A [3]
hivatkozas 2. dbraja alapjan).

Rekombinans monoklonalis antitestek esetében, tipikusan
egyetlen N-glikozilacidos mddositas épiil be a fehérje nehéz

crer
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Felszabaditott glikanok
(szarmazékkepzes nélkul)

hasitasa

3D szerkezeti informacio Glikanosszetetel

Ujszerd glikdn-azonositis

3. Abra. A glikozildcios mintazat meghatarozasanak lehetéségei ([12] hivatkozas 1. dbraja és a [13] hivatkozas 2.2.59.-1. abraja alapjan).

Roviditések magyarazata (amelyek eddig nem szerepeltek a cikkben): HPAEC-PAD: nagy hatékonysagu anioncserés kromatografia pulzaléo amperometrias
detektalas, PGC: pordzus grafit-kromatografia, MECC: micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatografia, cIEF: kapillaris izoelektromos fokuszalas, CZE:
kapillaris zonaelektroforézis, CE-LIF: kapillaris elektroforézis 1ézer indukalt floureszcencia detektalassal, HILIC: hidrofil kdlesénhatason alapulo folyadék

kromatografia, WAX: gyenge anion cseréld, RP-HPLC: forditott fazisu nagy hatékonysagu folyadék kromatografia, TOF: repiilési id6 analizator.

talalhato aszparaginra. A monoklonalis antitestek eldallitasa
tipikusan emlGssejtes expressziés rendszerben torténik
(pl.: kinai horcsog petefészek sejtes [CHO]). Bakterialis
expresszids rendszerek épp azért nem hasznalhatdk,
mivel ezek nem képesek (megfeleléen) glikozildlni a
kifejezett fehérjét. A rekombinans monoklonalis antitestek
glikozilaciés mintazatat fétomegében négy fo glikoforma,
ugynevezett komplex tipusu cukorlanc alkotja. Ezek mellett
kisebb mennyiségben szdmos mas, uUgynevezett minor
glikoforma is jelen van.

A terapias glikoproteinek biologiai aktivitasat befolyasold
tényezok egyike a glikozilacidos mintazat. A természetben
eléforduld glikoproteineken taldlhaté cukorlancok pontos
funkcidja sok esetben még mai napig sem tisztazott,
azonban szamos glikozilacio — hatas osszefiiggést tartak mar

fel biologiai vizsgalatok segitségével. Tovabba a cukorlanc
befolyasolja a fehérje konformaciojat, stabilizalhatja
térszerkezetét, antitestek esetében befolyasolja a fehérjék
aktivitasat (Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity
és Complement Dependent Cytotoxicity), stb.

Human gyogyaszati felhasznalasra eldallitott glikoproteinek
esetében feltétleniil sziikséges (és a hatésagok altal
megkivant) a glikozilacios mintazat lehetd legteljesebb
karakterizalasa. Ez tobbek kozott magaban foglalja a
glikozilacié helyének azonositasat (mely kilondsen O-
glikozilacio esetében nehéz), az adott helyen talalhatd minor
és major glikoformak azonositasat ¢és kvantifikalasat, a
cukorlancokat felépitd monoszacharid egységek kapcsolodasi
rendjének feltérképezését és a fehérje egészére jellemzd
monoszacharid  Osszetétel meghatarozast. Kiilonosen
fontos a glikoproteint jellemzd szamos glikoforma relativ
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mennyiségi jellemzése; ill. egy adott termék esetén ennek
az eloszlasnak (a glikozilacios mintazatnak) az allandosaga
(kis variabilitds a mennyiségi aranyokban). A glikozilacid
analitikai jellemzése igen bonyolult, szamos mddszer
egyiittes alkalmazasat igényli. A teljes munkafolyamatot a
3. dbra szemlélteti.

Fehérjék N-glikozilaciéos mintazatanak meghatarozasa
— esettanulmany

A glikozilacidos mintazat meghatarozasa a glikozilacid
vizsgalatanak egyik legfontosabb (de Onmagaban nem
elegendd) 1épése, amelyre tobb alternativ megoldas 1étezik,
ezek mindegyike komplex munkamddszert igényel. A
feladat illusztralasara egy ilyen munkafolyamatot mutatunk
be a kovetkezokben. Alapelemei:'

1) A glikoprotein proteolitikus
emésztése;

2) A peptid-glikopeptid keverék UHPLC-MS ¢és UHPLC-
MS/MS analizise

3) Az eredmények értékelése specidlis, a glikozilacids
mintazat meghatarozasara szolgald szoftver segitségével.

(altalaban  triptikus)

A vizsgalat stratégiai szempontbol fontos eleme, hogy
glikopeptid (és nem oligoszaccharid) fragmensek analizisét
végezziik el. Ennek soran a peptid molekulatomege (és
sziikség esetén szekvencidja is) meghatarozhatd, amely
azonositja, hogy az adott glikopeptid mely proteinbdl
szarmazik, ill. azt, hogy a glikozilacié a fehérjelanc mely
helyén tortént. A modszer elénye, hogy a szennyezett mintak
ill. glikoprotein keverékek analizise ugy végezhet6 el, hogy
a szennyezés jelenléte az eredményeket nem befolyasolja.

A vizsgalat masik eleme a peptid/glikopeptid keverck
analitikai  és  szerkezetvizsgalati  jellemzése. Ez
kromatografiaval ,,on-line” kapcsolt tomegspektrometriai
vizsgélat soran torténik; amely a modern analitikai kémia
egyik legnagyobb teljesitoképességli modszere. A sikeres
analizis érdekében a tomegspektrometrias méréseket a
,,szokasos” proteomikai mddszerekhez képest jelentésen
eltérd kortalmények kozott kell elvégezni (lasd lentebb).

A vizsgalat harmadik kulcskérdése az eredmények
értékelése. Ennek soran meg kell hatarozni, hogy egy
kromatografias futds alatt felvett sok ezer tomegspektrum
(és tandem tomegspektrum) kozil melyik felel meg a
glikopeptidnek. Miutan azonositottuk a glikopeptidek
jelenlétét, tandem tomegspektrumuk alapjan meghatarozzuk
ezek szerkezetét (aminosav €s monoszaccharid dsszetételét).
majd az azonositott glikopeptidek relativ mennyiségét.
Mindezen 1épések manualis értékelése a gyakorlatban
nehezen megvaldsithatd — ez a glikoprotein analizis egyik
szlik keresztmetszete —, ezért a probléma megoldasahoz két
szoftvert (,,GlyoMiner” ¢és ,,GlycoPattern™-t) fejlesztettiink
ki.l4,15

A fenti eljaras folyamatat a 4. dbra mutatja be. A glikoprotein
enzimatikus emésztését kovetden tobb, kromatografias
szempontbol megegyezd mérés keriil lefuttatasra, melyek
a tomegspektrometrias beallitasokban, ionizacids és
fragmentaciés paraméterek tekintetében kiilonboznek
egymastol.

Az ionizaciés paraméterck beallitasatol fliggéen az
ionizacid soran keletkezett ionok az ionforrasban
gyakran elbomlanak (fragmentaldédnak). Ez olykor
kivanatos (szerkezeti informacidt nyujt), glikopeptidek
analizise esetén azonban célszerti elkeriilni, ugyanis az
eredményeket torzithatja. Glikopeptidek egyik fontos
tomegspektrometrias jellemzdje, hogy a cukorlancot felépitd
monoszacharid egységek kozotti kotések joval konnyebben
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4. Abra. Az N-glikozil4ciés mintazat meghatarozasanak folyamatabréaja
(A [14] hivatkozas alapjan).

elhasadnak, mint a peptidrészt felépitd aminosavak kozotti
peptidkotések. Amennyiben mar az ionizacid soran
fragmentacié kovetkezik be, ez olyan ionokat eredményez,
melyek latszolag egy kisebb cukorlancot tartalmazd
glikopeptid jelenlétére utalnak. Ezen tomegspektrumok
értékelése a glikoprotein mintdban jelenlévd glikoformak
tipusarol és azok relativ aranyardl is félrevezetd informaciot
ad. A késziilék beallitdsa szempontjabdl ezért fontos, hogy
a glikopeptidek szerkezetének és mennyiségi aranyanak
meghatdrozasahoz olyan kisérleti koriilményeket valasszunk,
mely esetén az ionforrasban fragmentacio nem torténik.

Az elozoekkel szemben, az ionforrasban bekovetkezo
fragmentacid elényt is jelenthet. Amennyiben az ionforrasban
(az ugynevezett ,,cone” fesziiltség megnovelésével) jelentds
mértékl fragmentaciot idézink eld, ez intenziv oxonium
ionok kialakulasdhoz vezet (pl.: 204 m/z HexNAc, m/z
306, Hex.HexNAc; m/z 657 Sia.Hex.HexNAc, stb). Ezen
markerionok megjelenése glikopeptidek jelenlétét mutatja;
igy felhasznalhaté ezek lokalizalasara (retencids idejik
azonositdsara). Tomegspektrometrids szempontbdl a
modszerfejlesztés elsd 1épése tehat a megfeleld ionizacids
paraméterek optimalasa. Glikopeptidek analizise esetén
gyakran nem egy, hanem két kiilonbozé ionizacios
koriilményt allitunk be, az egyik a glikopeptidek
jelenlétének és retencids idejének azonositdsara, a masik
ezek szerkezetvizsgalatara ¢s kvantitativ jellemzésére
alkalmas.

A fragmentacids energia nemcsak az ionforrasban, hanem
tandem tomegspektrometrids szerkezetvizsgalatok esetén
is dontd fontossagi. Tandem tomegspektrometria esetén
tipikusan iitk6zéses aktivaciot végzink, ez esetben az
titk6zési energia a legfontosabb paraméter. Ennek megfelel6
beallitasaval 1ill. valtoztatasaval kulonbozd szerkezeti
informaciokat gytjthetiink a glikopeptidrél, részben a
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cukorlanc szerkezete is meghatarozhato (szekvencidja,
elagazasi helyei). Egy glikopeptid energiafiiggé tandem
spektrumait mutatja az 5. abra. Els6dlegesen a cukorlanc
fragmentécidja figyelhetdé meg, ami lehetéséget nyujt a
cukorlanc szerkezetének feltérképezésére. Nagy {itkdzési
energia esetén a deglikozilalt peptid ionja is megjelenik a
spektrumban, mely a peptid tomegét azonositja. Mivel a
mintaban 1évd glikoprotein(ek) ismertek (ill. rutin HPLC-
MS/MS alapt proteomikai modszerek alkalmazasaval
felderithetdk), a peptid tomege tipikusan ennek szerkezetét,
igy a glikozilaciéo helyét is azonositja. Sziikség esetén
ECD segitségével a peptidszekvencia a tomegspektrumbal
kozvetleniil is meghatarozhatd.
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5. Abra. A CID iitkdzési energia hatésa egy glikopeptid fragmentacios
mintazatara ( A [14] hivatkozas alapjan).

A bemutatott HPLC-MS(MS) méréssorozat alkalmazasaval
monoklonaris antitestek is jol vizsgalhatok. Ennek
segitségével meghataroztuk egy kereskedelmi
forgalomban levd, human gyogyaszati felhasznalasra
gyartott monoklonalis antitest, az Infliximab glikozilacids
mintdzatat (6. abra). A bemutatott diagram jol szemlélteti
a mAb-okra jellemzé négy fo glikoforma (GOF:
N4H3SO0F1, GIF és G1F’: N4H4S0F1, G2F: N4H5S0F1)
meglétét. A vizsgalati modszer érzékenységét jelzi,
hogy mindezek mellett szdmos mas, igen kis (1%-nal
kisebb) mennyiségben jelenlévé varianst (glikoformat) is
azonositottunk. A glikozilaciés mintazat ilyen részletes
feltérképezése nemcsak a kész hatdanyag jellemzése
soran elengedhetetlen, de hatalmas tamogatas nyujthat
a technologia kovetésében és fejlesztésében egyarant.

Osszefoglalo

A gyogyszerkutatds rendkiviill fontos uj irdnyzata a
fehérje alapu gyogyszerkészitmények kifejlesztése. Ezek

6. Abra. Egy humén gyogyészati felhasznalasra eléallitott monoklondlis
antitest, az Infliximab glikozilacids mintazata.

szerkezetének jellemzése és analitikdja nagy kihivas, a
miszeres analizis oldalarél 0j megoldasok kialakitasat
koveteli meg. A kutatds egyik legfontosabb eszkoze a
tomegspektrometria  (ill. a  folyadékkromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometria), mely a fehérjék elsddleges
szerkezetének  ¢és  modositasainak  meghatarozasara
alkalmas (alap)eszkdz. Monoklonalis antitestek (és mas
proteinek) gyakori mddosulata a glikozilacid, melynek
szerkezeti jellemzése a fehérjeanalitika egyik legnehezebb
feladata. A glikozilaci6 meghatarozasara leggyakrabban
tomegspektrometrias modszereket alkalmaznak. A jelen cikk
a tomegspektrometrian alapulé fehérjeanalitika legfontosabb
jellemzdit foglalja 6ssze, €s egy példan keresztiil szemlélteti
a glikozilaciés mintazat meghatarozasanak lehetdségeit.
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