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A biologikum-

analitika kihivdsai

fehérjemolekuldkat hatéanyagként tartalmazé gyégyszerek

(biologikumok) elterjedése és felfutdsa az 1990-es években
kezd@dott és napjainkban is tart. 2014-os adatok szerint a vildg
10 legnagyobb drbevételd gyégyszere koziil 7 biologikum volt. Az
ilyen gydgyszerek sikerét elsGsorban a kismolekuldkéndl nagyobb
specificitdsuk és hatékonysdguk indokolja. Ezek a gydgyszermo-
lekuldk nagy affinitdssal és nagy szelektivitdssal képesek felis-
merni a célmolekuldt, ami lehet sejtfelszini vagy szolubilis anti-
gén, receptor, vagy akdr a receptor ligandja. Ezen hatéanyagok
nagy hatékonysdga és mérete, szerkezetének komplexitdsa ter-
mészetesen nem fiiggetlen egymdstdl. Mit értiink nagy méret és
komplexitds alatt? Hogyan befolydsolja ez a gyégyszermolekula
biolégiai aktivitdsdt és persze az analitikus munkdjét? Jelen cikk-
ben errdl kivanok rovid dttekintést nydjtani.

Els6 megkdozelitésben a fehérjék és az egyéb szerves moleku-
ldk kémiailag nem sokban kiilonb6znek. Egyardnt szén, hidro-
gén, nitrogén, kén, esetleg foszfor vagy fémionok épitik fel, a
molekuldkban 1év§ kotéstipusok is megegyeznek a szerves ké-
midban ismert kétéstipusokkal. Mi tehdt a kiilonbség? Tényleg a
méret a lényeg? Részben igen.

Ha kozelebbrdl megnézziik ezeket a molekuldkat, ldtjuk, hogy
mig a Vinpocetin huszonkét szénatomot tartalmaz, addig egy
kozepes méretd terdpids fehérje, a Filgrastim nyolcszdznegyven-
Gtot, a klinikumban szintén elterjedt monoklondlis antitestek pe-
dig tobb mint hdromezer-négyszdzat. A nagy méret azonban na-
gyobb komplexitdssal, nagyobb véltozékonysdggal is tdrsul. En-
nek forrdsa egyrészt a fehérjék térszerkezetének nagy variabili-
tdsa a mdsod-, harmad- és negyedrendd szerkezeti szinteken,
mdsrészt a poszttranszldciés médositdsok és egyéb olyan mddo-
sulatok keletkezése, amelyek akdr a gydrtds kozben, akdr a fe-
hérje tdroldsa sordn is keletkezhetnek.

A poszttranszldciés mdédosulatok gyakori fajtdja a glikozildcid.
Az eritropoetin esetében t6bb mint harmincféle glikozildcids val-
tozatot irtak le, melyek akdr egyetlen kiszerelési egységben
egyiittesen is jelen lehetnek. A feldolgozds, illetve tdrolds sordn
kiilonboz§ oxidélt, deamiddlt és egyéb kémiailag médositott va-
ridnsok keletkeznek, ami tovédbb noveli a gydgyszermolekula osz-
szetettségét. Steven Kozlowskinak, az FDA munkatdrsdnak becs-
lése szerint monoklondlis antitestek esetében a kiilonb6z§ vari-
dnsokbdl egyiittesen mintegy 6-10° féle lehet jelen akdr egyetlen
ampulldban [1]. Ezek a szdmok jél mutatjék a biologikum-anali-
tika eldtt 4ll6 kihivdsokat, a feladat bonyolultsdgét.

Jogosan vetddik fel a kérdés: ilyen fokud komplexitds mellett
hogyan lehet esély arra, hogy ezeket a fehérjéket a gydégyszerek
esetében elvért alapossdggal, részletességgel és pontossdggal vizs-
gdljuk? Ezt csak akkor tudjuk megtenni, ha az ortogondlis méd-

szerek arzendljdt vetjiik be és a kapott adatokat komplexen érté-
keljiik, hiszen minden egyes vizsgélat a fehérje jellemz&inek kis
részérdl ad informdciét. Méretiikbdl és komplexitdsukbol ads-
ddéan még a modern spektroszkdpiai és diffrakciés mddszerek
sem képesek arra, hogy pontos képet adjanak a molekula hd-
romdimenziés szerkezetérdl, ezért a szerkezeti és bioldgiai akti-
vitds adatokat egytittesen kell értékelniink. A bioldgiai aktivitds-
ban tapasztalt eltérések utalhatnak olyan szerkezeti kiilonbozg-
ségekre, amelyeket fizikokémiai médszerekkel nem tudunk de-
tektdlni. Az 1. 4brdn bemutatott 3 dimenzids grafikon ezt hiva-
tott szemléltetni.
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1. abra. A bioldgiai tér és a fizikai kémiai tér

Ahhoz, hogy gydgyszerhatéanyagunkat megfelelGen jellemez-
ni tudjuk, a szerkezeti paramétereket, a varidnsokat, a szennye-
z8ket és a bioldgiai tulajdonsdgokat egytittesen sziikséges ele-
mezni, és ebbdl a megfelel§ kovetkeztetéseket levonni. Bar az dl-
latkisérletek sziikségessége az origindlis biologikumok fejlesztése
sordn nem kérdGjelez8dott meg, ez, valamint a hatésdgok (EMA,
FDA) azon felismerése, hogy az in vivo preklinikai vizsgalatok
nem minden esetben relevdnsak (gyakran az immunvélasz nagy
fajspecificitdsa miatt), az analitikai vizsgdlatok mennyisége és si-
lya jelent§sen megndtt a ,hagyomdnyos” kismolekulds gyogy-
szerek fejlesztéséhez képest.

A killonboz8 hat6sdgi ,.guideline”-ok jé irdnymutatdst adnak
a biologikumok jellemzéséhez sziikséges analitikai vizsgdlatok ko-
rérél 2, 3]. Ezeket a vizsgdlatokat és a lehetséges analitikai mdd-
szereket az 1. tdbldzat foglalja ossze.
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1. tablazat. Fehérje gyogyszerhatéanyagok analitikai vizsgalati médszerei

Azonossdg/szerkezet

Els6dleges szerkezet

Aminosavsorrend

HPLC-MS/MS, Edman-lebontds

Aminosav-osszetétel

Aminosav-analizis

Magasabb rendd szerkezet
Midsodrendii szerkezet
Harmadrend( szerkezet

»Far UV-CD” (190-250 nm)

»Near UV-CD” (250-350 nm)

Differencidlis pdsztdzé kalorimetria
(DSC)

FT infravoros spektroszkdpia

Hidrogén-deutérium csere (HDX) MS
NMR

Rontgendiffrakecié

Konformadciés ELISA

Poszttranszldcids
mdédositdsok

Diszulfidhidak

HPLC-MS/MS

Szabad tiol meghatdrozdsa/

Ellman-mddszer

Glikozil4ci6 helye

HPLC-MS/MS

kvantitativ cukorosszetétel

Fluoreszcens szdrmazékképzést
kovets HILIC-HPLC

monoszacharid- magas pH-jti ioncserél§ HPLC pulzdlé
meghatdrozds amperometrids detektdldssal
szidlsavtartalom HPLC

glikoformdk szerkezete HPLC-MS/MS

Tisztasdg/varidnsok

o IgG C-termindlis Lys- loncsere-kromatogréfia,
Kulgnbozo toltésd varidnsok izoelektromos fékuszalds,
varidnsok B

Deamidécié (Asn, Gln) HPLC-MS
Oxiddcié
N-termindlis piroglutamat- HPLC(-MYS)

képzédés

Eltérd méret( varidnsok

Dimer, trimer

Meéretkizardsos kromatogréfia,
analitikai ultracentrifuga, fényszérdson
alapulé médszerek, mikrodramldsos

Nagy aggregdtumok képalkotds (microflow imaging,
MFI)
Meéretkizardsos kormatogréfia,
Fragmensek

HPLC-MS

Hatéanyag-tartalom

Koncentraciomérés

RP-HPLC, Protein A—HPLC (IgG),
UV-abszorbancia

Extinkcids koefficiens
meghatdrozdsa

Aminosav-analizis

Bioldgiai aktivitds

Kotésen alapulé
mddszerek

Receptor-ligand

Atigén-antitest

Fc-receptorok

Komplement komponensek)
(Clq

Sejtalapi mddszerek

Receptor- aktivélds/gatlds

Feliileti plazmonrezonancia (SPR),
bioréteg-interferometria (BLI), ELISA

IgG Fc-funkcidk

ADCC

CDC

Egyéb

Hatdsmechanizmustdl fiigg6en
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Mindenekel8tt meg kell hatdroznunk, milyen paramétereket
sziikséges vizsgdlnunk termékiink jellemzéséhez. A széba johetd
mindségi jellemzdk (quality attributes) koziil kockdzatértékelés
keretében meg kell hatdroznunk a kritikusakat (critical quality
attributes, CQA). Ennek sordn értékelni kell, milyen hatdsa lehet
az adott mindségi jellemzdnek a termék terdpids szempontbdl
legfontosabb tulajdonsdgaira, mint a bioldgiai aktivitds, farma-
kokinetika, farmakodinamika, hatdsossdg és gydgyszerbiztonsdg,
ezen beliil is kiemelten az immunogenitdsi jellemz8kre. A kriti-
kussdg értékeléséhez figyelembe kell venni az adott molekuldval
vagy rokon szerkezet molekuldkkal (pl immunoglobulinok ese-
tében) nyert tapasztalatokat és az irodalmi adatokat is megfele-
16 sulyozdssal [4]. Az aldbbiakban a kiilonboz6 mingségi para-
méterek vizsgdlatdra alkalmas médszereket mutatom be.

Egy fehérje vizsgélatdnak alfdja és mindennek alapja a primer
aminosavsorrend, amely elsddlegesen befolydsolja az adott fe-
hérje funkcidjdt, bioldgiai aktivitdsdt, a gydgyszer hatdsossdgdt
és biztonsdgossdgdt. Kiemelten fontos annak biztositdsa és iga-
zoldsa, hogy a fehérje-hatéanyag aminosav-szekvencidja meg-
egyezik a tervezettel, és abban sem a gydrtds sordn, sem a
gyogyszer életciklusdban nem kovetkezhet be eltérés. Az amino-
savszekvencia-meghatdrozds majdnem egyeduralkodé mdédszere
az MS/MS-szekvendlds, amely sordn el§szor a nagyméret( fehér-
jét tobb (dltaldban két-hdrom) enzimmel pdrhuzamos reakcidk-
ban peptidekre hasitjak. A peptideket HPLC-n elvélasztva, majd
a tomegspektrométer ionforrdsdba vezetve az MS/MS-spektru-
mokbdl szoftveres és/vagy manudlis kiértékeléssel az aminosav-
sorrendet visszafejtik. Mivel a jelenlegi tomegspektrometrids
mddszerek kevés kivételtl eltekintve nem képesek kiilonbséget
tenni az azonos tomeg( (izobdr) leucin és izoleucin aminosavak
kozott, ezen aminosavak meghatdrozdsdra a hagyomdnyos Ed-
man-lebontdsra is sziikség lehet. Tomegspektrometrids médszer-
rel lehet@ség nyilik kiilonboz8 poszttranszldciés médosuldsok, di-
szulfidhidak pozicidjdnak meghatdrozdsdra is.

A teljes lefedettségti MS/MS-szekvendlds rendkiviil munka-
igényes és idGrabld, ezért lehet§ség van a primer szerkezet el-
lendrzéséhez az dgynevezett peptidtérkép (peptide mapping) al-
kalmazdsdra, amely a rutin analitikai vizsgdlatokra is alkalmaz-
hatd. Ebben az esetben csak egy enzimmel torténik az emésztés,
a peptidtérkép kormatogram-meghatdrozdsa forditott fézisd
HPLC-vel, UV- vagy MS-detektdldssal torténik. Eben az esetben
elvdrds a peptidszinten meghatdrozott legaldbb 90-95%-os lefe-
dettség.

Szdmos olyan poszttranszldciés médositdsrél vagy a gydrtds
sordn keletkezd médosulatrdl is szamot kell adnunk, melyek bi-
oldgiai aktivitdssal rendelkeznek, ezért nem tekinthetjitk Gket
szennyez8knek, hanem varidnsokként kell kezelniink.

A poszttranszldciés médositdsok koziil az egyik legfontosabb
a glikozildcid, amely jelentdsen befolydsolhatja a fehérje bioldgi-
ai aktivitdsdt és farmakokinetikai viselkedését [5]. Az egyik leg-
gyakoribb terdpids fehérjecsaldd, a monoklondlis antitestek ese-
tében a nehéz ldnc C-termindlis lizinje a fehérje processzédléddsa
sordn enzimatikusan lehasadhat, illetve az N-termindlison piro-
glutaminsav képzd&dhet.

Ezek vizsgélatdnak dltaldnosan haszndlt mddszere a tomeg-
spektrometrids analizis, azonban nagy mdszer- és munkaigénye
miatt egyszertbb, célzott mdédszerekre is szitkség van. A glikozi-
l4ci6 rutinszer vizsgdlata leggyakrabban a cukorrész lehasitdsdt
és fluoreszcens szdrmazékképzést kiovetGen kromatografids ana-
lizissel (pl. HILIC) torténik. A mdr emlitett C-termindlis lizinva-
ridnsok mellett a kiilonbdz§ aszparagin és glutamin aminosavak
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dezamiddléddséval (és egyéb médokon) keletkez§ toltésvaridnsok
ioncsere-kromatogréfidval, a metionon vagy cisztein aminosavak
oxidécidjdval keletkezd formék célzott peptidtérkép-vizsgdlattal,
a tenyésztd kozeg vagy a formuldls kozeg redukdl$ cukortartal-
madval és a lizin-oldalldncok reakcidjdval keletkez§ tgynevezett
glikdlt médosulatok pedig borondt affinitdskromatogréfidval vizs-
gélhatdak.

Ide sorolandék még az eltérd molekulatémeg( varidnsok is,
melyek kozil a kiilonboz§ aggregdtumok lehetnek dimerek, tri-
merek vagy akdr t6bb milli6 dalton témegii nagy asszocidtumok.
Ezek, 1évén potencidlisan immunogének, els§sorban immunold-
giai kockdzatot jelenthetnek

Ezek vizsgdlata rendszerint valamilyen kormatografids techni-
kéval torténhet, melyeket az 1. tabldazat foglal 6ssze. Mivel ezek
a varidnsok bioldgiailag aktivak, ezért nemcsak szerkezetiiket és
mennyiségiiket, de terdpids szempontbdl relevans bioldgiai akti-
vitdsukat is részleteiben fel kell deriteni, meg kell hatdrozni, il-
letve ezeket megfontolva kockdzatukat értékelni kell!

A fehérjék magasabb rendd szerkezete, melyet részben meg-
hatdroz a primer szerkezet, bioldgiai aktivitds szempontjdbdl
szintén kiemelt jelent§ség, azonban vizsgdlata mdr nem olyan
egyértelmd, mint az elsGleges szerkezeté. A mdsodlagos szerke-
zet vizsgalatdra alkalmazott cirkuldris dikroizmus spektroszko-
pia nagyobb fehérjék esetében mdr nem kell6képpen érzékeny a
kisebb szerkezeti eltérésekre, de ugyanez igaz a harmadlagos
szerkezet vizsgdlatdra haszndlt fluoreszcens spektroszkdpidra is.
Erzékeny médszer az egy- és kétdimenziés NMR, amely jél haszndl-
hat6 a spektrumok ujjlenyomatszerd sszehasonlitdsdra, azon-
ban a bonyolult spektrumokban a jelek asszigndcidja rendkiviil
nehéz. Elterjedten haszndlt médszer a fehérjék magasabb rendd,
térbeli szerkezetének felderitésére a rontgendiffrakcid, ahol nagy-
méretd fehérjék esetén komoly kihivést jelent a kristélyositds. To-
vébbi, jelentds, részben még kihaszndlatlan lehetGségek lehetnek
a kis szogli rontgen- és neutronszdrési technikdkban és egy teljesen
4j megkozelitést alkalmazé konforméciés ELISA mddszerben is.

A bioldgiai/funkciondlis vizsgélatok szerepe esetiinkben lénye-
gesen nagyobb, mint a kismolekulds gydgyszerhatéanyagok ese-
tében, mivel a szerkezet bonyolultsdga és nagyfoku variabilitdsa
nem teszi lehet6vé, hogy pontos, részletes és teljes képet kapjunk
a fehérje szerkezetérdl és az attdl valé lehetséges eltérésekrdl.
Amellett, hogy a bioldgiai aktivitds mérés fontos informéciét ad
a fehérje funkcionalitdsdrdl, a bioldgiai aktivitdsban tapasztal-
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hat( eltérések a szerkezetvizsgdlati mddszerek dltal nem ldthaté
szerkezeti kiilonbségekre is felhivhatjdk a figyelmiinket. A biold-
giai/funkciondlis vizsgdlatokrdl nem lehet dltaldnos megolddso-
kat bemutatni, hiszen az alkalmazott megkozelitéseknek és méd-
szereknek tiikrozniiik kell a vizsgélt fehérje bioldgiai funkcidit és
a terdpids szempontbdl relevans hatdsmechanizmusukat. Ezek
természetszertleg fehérjénként eltérdek. Az alkalmazott model-
leknek ki kell terjedniiik az adott hatdsmechanizmus felderitésé-
re és vizsgdlatdra a megfelel§ kolcsonhatdsok (leggyakrabban fe-
hérje-fehérje kolcsonhatds) kozvetlen mérésével, a kotési dllandok
meghatdrozdsdval és a sejtszintd folyamatok vizsgélatdra is.

Altaldnosnak tekinthetd irdnymutatdst a monoklondlis anti-
testek esetében a relevains EMA guideline-bdl [2] kaphatunk. Bdr
a guideline bioszimildris monoklondlis antitestekre érvényes, az
ebben megfogalmazott f6bb irdnyvonalak origindlis monoklond-
lis antitestek jellemzésére is figyelembe vehetdk és veendSk. Az
aldbbiakban, a feladat komplexitdsdt bemutatandd, az egyik leg-
kordbban engedélyezett monoklondlis antitest, a rituximab pél-
ddjan mutatom be, milyen médon vizsgdlhaté-vizsgalandé egy te-
rdpids fehérje bioldgiai aktivitdsa.

A rituximab forgalomba hozataldt 1998-ban engedélyezték re-
umatoid arthritis és non-Hodgkin-limfémdk kezelésére. Eurépd-
ban MabThera, az Egyesiilt Allamokban és Japdnban Rituxan né-
ven van forgalomba. Hatdsdnak alapja az érett B-sejteken kifeje-
z8d4 sejtfelszini CD20 fehérjeantigén felismerése és megkotése.
Ezt kovetGen az igy ,,megjeldlt” B-sejtek elimindcidja hdrom 6
csapds mentén haladhat (2. dbra).

CDC

/‘? Clq

O
“‘ B-sejt -—h ) Apoptozis
v -

NK-sejt

ADCC

2. abra. A B-sejtek eliminacidja

A CD20 megkdtésének eredményeképpen, mivel egy rituxi-
mab molekula két antigénmolekula megkstésére képes, a CD20
fehérje dimerizdldsdn keresztiil a célsejt apoptézisit indithatja be,
aminek kovetkeztében a célsejt aktiv mdédon elpusztitja 6nmagit.
Az IgG1 molekula, jelen esetben a rituximab, amennyiben kiala-
kult az antigén-antitest komplex Fc-régidja, képes megkstni a
komplement-rendszer els§ komponensét, a Clq fehérjekomple-
xet, ami a komplement-kaszkddfolyamat aktivéldsdhoz vezet, és
a célsejt lizisét véltja ki (complement mediated cytotoxicity,
CDC). Amennyiben az antigén-antitest komplexben kotott IgG1l
(rituximab) Fc-régidja a természetes 6lGsejt (natural killer cell,
NK-sejt) felszinén expresszdlédé CD16a (FcyRIIla) receptorhoz
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CD20 antigén-
kotés
Apoptdzis
FcyRIIIa (nagy
affinitdsu)
receptorkotés
FcyRIIIa )

(kis affinitdsd
receptorkotés)
FcyRIIIb recep-
torkotés
FcyRIIa receptor-
kotés

FcyRIIb receptor-
kotés

FcyRI receptor-
kotés

FcRn receptor-
kotés

CDC

ADCC

SPR, BLI, ELISA,
dramldsi citometria
Sejtes mddszer

Csak Fab-régidhoz
kotott hatdsok

Fc-région
keresztiil
megvalésuld
hatdsok

SPR, BLI

Sejtes mddszer

2. tablazat. A rituximab biolégiai/funkcionalis analitikai
modszerei

kotddik, dgy az aktivdlja az NK-sejtet. Az aktivalt NK-sejt olyan
fehérjéket (perforin, granzyme B) bocsdt ki, amelyek a térben
hozzé kozel 16v6 célsejt pusztuldsdt okozzdk (antibody-dependent
cell mediated cytotoxicity, ADCC). Ezen hdrom f§ ttvonal mellett
egyéb, terdpids szempontbdl lényegesen kisebb jelentdségti titvo-
nalak is széba johetnek, mint példdul a fagocitézis (ADCP) vagy
a sejtproliferdcié gdtldsa.

Megfontolva a fentebb ismertetett hatdsmechanizmusokat a
hatdségi elvdrdsok fiiggvényében a 2. tdbldzatban 6sszefoglalt
bioldgiai/funkciondlis mdédszerpanel kidolgozdsa tekinthetd sziik-
ségesnek és elégségesnek.

Tekintettel a fehérje gydgyszerhatéanyagok méretére, szerke-
zetiik Gsszetettségére és nagyfoku variabilitdsdra, ezen moleku-
ldk jellemzése és mindsitése csak a killonboz§ szakteriiletekrdl
szdrmaz6 adatok egyiittes értékelésével lehetséges. Csak a szer-
kezeti, tisztasdgi és bioldgiai adatok egyiittes értékelésével kap-
hatunk tiszta és egyértelmi képet ezeknek a molekuldknak a ming-
ségérdl, emiatt az ezen a tertileten dolgozé analitikusoknak a ké-
mia és a bioldgia hatdrmezsgyéjén mozogva kell megterveznitik, ki-
viteleznitik és értékelniiik az analitikai vizsgélatokat.
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