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Az NMR-spektroszkdpia szerepe
a biologikumok analitikdjdban

Bevezetés

Az elmult két évtizedben a gydgyszeripar globdlis piaca jelentds
dtalakuldsokon ment keresztiil, melyek koziil kétségkiviil a leg-
l4tvdnyosabb a biotechnoldgiai dton elddllitott gyégyszereknek a
hagyomadnyos (kismolekulds, azaz tipikusan néhdny szdz Da mo-
lekulatomeg) gydgyszerekkel szemben vald térnyerése. A bio-
technoldgiai gyégyszerkészitmények (tn. biologikumok) haté-
anyaga — amely tobbnyire fehérje — nem csupdn az el@éllitds méd-
jdban kiilonbozik a hagyomédnyos gydgyszerhatéanyagoktdl, ha-
nem a molekula méretében (a nagyobb terdpids fehérjék kb. 1300
aminosavbdl 4ll6 és kozel 150 000 Da témegd ,,monstrumok’),
szerkezetének Gsszetettségében és szerkezeti heterogenitdsdban
is nagysdgrendnyi kiilonbségek vannak. A bioldgiai gydgyszer-
hatéanyagok szerkezetének jellemzésében a magneses magrezo-
nancia (nuclear magnetic resonance, NMR) spektroszkdpia és a
tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) nyujtjdk a legbd-
ségesebb — a tobbi spektroszkdpiai mddszerhez képest egyediil-
4ll6 médon atomi felbontdst — informdciét (itt eltekintiink az
ugyancsak atomi felbontdst egykristdly-rontgendiffrakci6tdl,
amelynek haszndlata a jelen cikkben tdrgyalt analitikai problé-
mdk tekintetében erdsen limitdlt). Fontos hangstlyozni, hogy az
»NMR-spektroszkdpia” és az ,MS” is gytjt6fogalom, hiszen mind-
kettd jelenleg is intenziven fejlesztett mddszerek sokasdgdt fog-
lalja magéban.

A kismolekulds gydgyszerhatéanyagok és a biologikumok szer-
kezetvizsgdlatdban az NMR és MS énmagukban is, tovdbbd egy-
mds kiegészit§iként is merében mds szerepet toltenek be, mds-
mds médszertani appardtust haszndlva. A kismolekuldk esetében
a ,szerkezet” fogalma egyértelmd abban a tekintetben, hogy adott
hatéanyag egyetlen és csakis egyetlen, egzaktul definidlt konsti-
tuciéval, illetve relativ és abszolut konfigurdciéval rendelkezd mo-
lekuldt jelent. Bdrki, bdrhol és barmikor éllitja el§ ezt a hatd-
anyagot (példdul az origindtor hatéanyagét egy generikus gydr-
té), minden sarzs minden egyes hatéanyag-molekuldjanak pon-
tosan ilyen szerkezettinek kell lennie, amit az esetek tilnyomé
tobbségében NMR és MS segitségével egyértelmiien bizonyitani
is lehet. A kismolekuldk szerkezetvizsgdlatdban az MS legf 6bb
szerepe az elemi Gsszetétel meghatdrozdsa, esetlegesen kiegészitve
a konstitucidra vonatkozé hasznos, de nem mélyrehat$ adatok-
kal, mig az NMR ,,dolga”, hogy a molekula konstitticidjét és tér-
szerkezetét mélyrehatdan és egzaktul feltdrja, amire tobbnyire ab
initio médon (tehdt referens szerkezetekkel vald 6sszehasonlitds
nélkiil) is képes. Ezek a szerepkorok jol ismertek és jél koriilha-
tdroltak. Ezzel szemben a biologikumok vildgéban (késébb bé-

vebben részletezett okokbdl) mdr maga a szerkezet definicidja is
mds értelmezést kivdn meg, és igy merében mds tipusu fizikai-
kémiai jellemzést, 0j analitikai mddszerek kidolgozdsét teszi
sziikségessé, amelyben az MS és NMR alkalmazott mdédszertana
és szerepkore is teljesen eltérd. A szerkezet értelmezésével kap-
csolatban az okozza az egyik nehézséget, hogy adott gydrtdsbél
szdrmazé hatéanyag-sarzson beliil megjelenik némi szerkezeti
variabilitds az egyes biomolekuldk kozott, és a kiilonbozd helye-
ken és idGben gydrtott sarzsok sem pontosan egyformék a szer-
kezet minden részlete tekintetében. A szabadalom lejértdval az
origindtor hatéanyagdt ,mdsol6” gydrték hatéanyaga ezért so-
hasem egyezik meg pontosan az eredetivel, a redlis cél csak az le-
het, hogy kellgen hasonld legyen hozzd. Ezért van az, hogy az
ilyen ,,mdsolt” biologikumokat nem biogenerikus, hanem ,,bio-
hasonld” vagy ,,bioszimildris” (angolul biosimilar) gyégyszerek-
nek nevezziik. A nemzetkozi gyégyszeripari tevékenységeket sza-
bdlyozé hatésdgoknak — ilyen az Eurépai Uniéban a European
Medicines Agency (EMA), az USA-ban pedig a Federal Drug Ad-
ministration (FDA) — tehdt a biologikumokra nézve olyan Uj
gyogyszerbiztonsdgi és mindségi kritériumokat kellett kidolgoz-
niuk, amelyek sok tekintetben kiilonboznek a hagyoményos gydgy-
szerekétdl (1, 2]. Ezeknek a mindségi kritériumoknak a lefekte-
tése rengeteg kihivdst jelent, hiszen kozel sem egyértelmd, hogy
a biomolekuldk szdmos szerkezeti aspektusdt szdmitdsba véve
pontosan mit értiink ,,kell§en hasonlé” alatt, és hogy ezt a ha-
sonldsdgot milyen analitikai mddszerekkel és milyen mélységben
kell, illetve lehet megfelelden demonstrélni. A teriilet jelenleg is
szdmos ,,sziirke z6ndt” tartalmaz, de folyamatosan fejlgdik, még-
hozzd a gydgyszeripari analitikusok, az analitikai mészergydr-
tok és a hatdsdgok olyan dinamikus, egymadst pressziondld/inspi-
rdlé kolesonhatdsdban, ahol a szakmai és technikai kérdéseken
tul az egyes gyogyszeripari szerepldk kozotti verseny is dontd
szerepet kap.

Habdr a jelenlegi dltaldnos gyakorlat szerint kiiléndsen a nagy-
méret fehérjék szerkezeti jellemzésének legf&bb eszkoze az MS,
a jelen cikkel arra szeretnénk ravildgitani, hogy mennyire kivéte-
les, olykor nélkiilozhetetlen szerepet télthet be az NMR a biologi-
kumok, leginkdbb a fehérjealapu biohasonld biologikumok fejlesz-
tésében. Azért tartjuk fontosnak tisztdzni ennek az egyediildllé
szerepnek a mibenlétét, mert az részben a biologikumokat érintd
hatdsdgi szabdlyozdsok jelenleg is tarté formdléddsa miatt, rész-
ben pedig a gyégyszeripar rendkiviil dsszetett, multidiszciplind-
ris mikdésébdl adéddan sem a szlikebb szakma (gydgyszera-
nalitika, spektroszkdpia), sem pedig a biologikum ipar tdgabban
vett szerepl6i szdémdra nem mondhatd jél megértett és letisztult
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stdtuszinak. Az elmdlt hdrom-6t év sordn ebben a témdban meg-
jelent szakirodalom 6sszefoglaldsdval és a Richter Gedeon Nyrt.-
ben egy évtizede foly6 biotechnoldgiai fejlesztések sordn Gssze-
gydlt szakmai tapasztalataink alapjdn szeretnénk egyrészt be-
mutatni, hogy a biotechnoldgiai fejlesztések sordn a gydgyszer-
iparban dolgozé NMR-spektroszképus milyen vdltozatos problé-
mafelvetésekkel szembesiil, mdsrészt, hogy e kérdések megvéla-
szoldsdra az NMR-eszkoztdr milyen széles palettdja 4ll rendelke-
zésére.

A fenti célkitiizéssel 6sszhangban, a részletek tdrgyaldsa el§tt
fontos kiemelni azt a kontextust, ami a gydgyszeriparban a bio-
logikumok jellemzésére alkalmazott NMR-spektroszképidt a
tobbnyire az akadémiai szférdban mivelt, felfedez§ jellegl ku-
tatdsokat célz6/tdmogaté biomolekuldris NMR diszciplindjétdl 1é-
nyegesen megkiilonbozteti. Utébbi tobb mint 30 éves hagyomd-
nyokra tekint vissza, és médszertana, bdr folyamatosan fejlédik,
jol kiérleltnek tekinthet8. Az ilyen NMR-kutatdsok z6ménél a
vizsgdlt biomolekuldt igen specidlis koriilmények kozott mérjiik:
preparativ kromatografids médszerekkel tisztitott formdban, a
spektroszkdpiai méréseknek kedvez§ fizikokémiai koriilmények
kozott, melyek koziil taldn a leglényegesebb, hogy a molekuldt az
erre alkalmas biotechnoldgiai eszk6zok, tin. expresszids rendsze-
rek segitségével ,NMR-aktiv”, vagyis mdgneses momentummal
rendelkez§ stabil izotdpokkal (legf6képpen N és/vagy C) dusi-
tott formdban dllitjuk el§. Erre azért van sziikség, mert a mdg-
neses magrezonancia jelensége csak az NMR-aktiv atomokon
,mikodik’, egy protein szerkezeti jellemzése szempontjabdl az
NMR-spektroszkdpia legfébb ereje pedig éppen abban rejlik,
hogy képes annak hdrom legfébb atomfajtdja (H, C, N) kozt a
térbeli, illetve kotéseken 4t hatd atomi kolcsonhatdsokat feltérké-
pezni. Mig azonban az NMR-aktiv 'H-izotép természetes elGfor-
duldsa 99,99%, a C és N domindns természetes izotdpjai, vagyis
a 2C (98,93%) és “N (99,63%), nem NMR-aktiv (illetve a “N ese-
tében fizikai okokbdl nehezen vizsgdlhaté) magok, addig az
NMR-rel jél vizsgdlhaté “C (1,07%) és N (0,37%) izotépok ter-
mészetes elGforduldsi ardnya mellett sokszor irredlisan hosszd
mérésekre lenne sziikség. Amennyiben azonban a vizsgalt mole-
kuldt e kovetelményeknek megfelelGen sikertilt prepardlni, bo-
nyolult t6bbdimenziés NMR-mérési médszerek (tn. pulzusszek-
vencidk) szdzai dllnak rendelkezéstinkre, melyek alkalmasak ar-
ra, hogy atomi felbontdsu térszerkezeti és dinamikai (a moleku-
ldk belsd mozgdsait leird) informdciét nyerjink. [3, 4] Kis tul-
zédssal élve a jelenleg elérhet§ biotechnolégiai és NMR-mérés-
technikai héttérrel csak a kutatdsra szdnt koltség és id§ kérdése,
hogy adott (megfelel§ méretd és megfelel§ koriilmények kozott
vizsgdlt) biomolekula esetében felmeriil§ szerkezeti kérdést a
megfeleld mddszer kivélasztdsdval megvdlaszoljuk. Ezzel szem-
ben gydgyszeripari koriillmények kozott az alkalmazhaté NMR-
mddszerek tdrhdza drdmaian lecsokken, mivel a terdpids fehér-
jéket stabilizdl6 segédanyagokat tartalmazé sokkomponensti puf-
feroldatban forgalmazzdk, és a gydrtdsi koriillmények nem teszik
lehet6vé a fehérje-hatéanyagok izotdpjeldlt formédban torténd eld-
dllitdsdt. Tovabbi kiilonbség, hogy a bioanalitika feladatkére nem
meriil ki a termék jellemzésében: a fejlesztésnek szinte minden
1épése folyamatos analitikai tdmogatdst igényel, példdul a fer-
mentécié koriilményeinek optimalizdldsa vagy a gydrtdskozi szeny-
nyez8k azonositdsa és jellemzése tekintetében. Ezért a biotech-
noldgiai gydgyszeriparban dolgozé NMR-spektroszképus szd-
mdra az jelenti az egyik legnagyobb kihivdst, hogy a komplex fej-
lesztési folyamat egészét dtldtva felismerje az NMR-spektrosz-
kdpidval megoldhaté kérdéseket és az elérhet§ modszerek soka-
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sdgdbdl kivdlassza a megfelel6t. Ezt a tevékenységet tdgabban ér-
telmezve egy harmadik (az els§ kett6nél semmivel sem kisebb)
kihivds is adédik, melyet a jelen sszefoglal is szolgél: az NMR-
eredmények megfelel§ interpretdldsa és a szakmai kozeg felé
t6bb szinten torténd kommunikdldsa. Ezt azért is fontos hangsu-
lyozni, mert minden biologikum kifejlesztése egy nagy létszdmu
multidiszciplindris csapat munkdjén alapul, a csapatbeli egytitt-
miikodés mindsége pedig dontben fontos a sikerhez. Ebben az
egytittmiikodésben elengedhetetlen, hogy ne csak az NMR-spekt-
roszképusok értsék, mivel tudnak hozzdjdrulni a folyamathoz,
hanem ez a csapat egésze szdmadra is — legaldbb koncepciondlis
szinten - vildgos legyen. Ezektdl a motivaciktdl vezérelve ossze-
geztilk a teriileten szerzett tapasztalatainkat és a legfrissebb szak-
irodalmat egy nemrég angolul megjelent dsszefoglalé formdjiban
[5]. A jelen irds e kordbbi cikk magyar nyelvii kivonata és egyben
kiterjesztése is.

Terapids fehérjék szerkezetvizsgdlata

Biohasonlo termékek szerkezetének jellemzése
a hatdsdgi elvdrdsok tiikrében

A kismolekulds gyégyszerek jellemzésében is dltaldnosan elfoga-
dott megkozelités, hogy egy molekuldrdl szerzett tuddsunkat an-
ndl részletesebbnek és teljesebbnek tekintjiikk, minél tobbféle
(egymidstdl eltérd fizikai elven miikodd) analitikai mérésnek vet-
jiik ald. A biomolekuldkra ez fokozottan érvényes, hiszen szerke-
zetiik (tobbek kozt méretitkbsl adédéan) nem csak joval Gssze-
tettebb, de mdr egy-egy gydrtdsi sarzson beliil is heterogenitdsok
fedezhetdk fel, azaz nem feltétleniil beszélhetiink a hatéanyag-
molekula homogén oldatdrdl, hanem egymdshoz nagymértékben
hasonlitd, de egyedileg kis kiilonbségeket mutaté molekuldk so-
kasdgdrdl. Ezért az analitikai mérések sordn e véltozé tulajdon-
sdgok étlagdt vizsgdljuk, és a médszerek jelentGsen eltérnek ab-
ban, hogy milyen jellegii kiilonbségekre érzékenyek. A fenti okok
miatt a biohasonld hatéanyagok szerkezetére vonatkozé mingsé-
gi kritériumok is nehezen megfogalmazhatdk.

A fehérjék bioldgiai funkcigjit a primer és magasabb rendd
szerkezet (higher order structure, HOS), tovdbbd az tn. poszt-
transzldciés médositdsok (ldsd aldbb) egyiittesen hatdrozzdk
meg. Ezért a biohasonldsdg demonstréldsdban hatdsdgi elvédrds
az, hogy az origindtor hatéanyagdval val6 dsszehasonlitds olyan
analitikai mddszerek minél kiterjedtebb alkalmazdsdn alapuljon,
amelyek kiilon-kiilon a lehetd leginkdbb alkalmasak ezeknek a
szerkezeti aspektusoknak a robusztus és érzékeny monitoroza-
sdra. Fontos igazolni, hogy az egyes sarzsok kozétti, illetve a bio-
szimildris és az origindtor hatéanyaga kozotti eltérések az egyes
analitikai adatokban egy meghatdrozott elfogaddsi hatdron beliil
vannak, tovabbd értelmezni kell az eltérések szerkezeti okdt és
tisztdzni kell azok bioldgiai relevancidjét.

A terdpids fehérjék magasabb rendd szerkezetének vizsgdlata
a bioanalitika egyik legnehezebb feladata. Habdr mds technikdk
is, mint példdul a Fourier-transzformédcids infravirds spektrosz-
képia (FT-IR) vagy a cirkuldris dikroizmus (CD) tobbé-kevésbé
érzékenyek a magasabb rendd szerkezet véltozdsaira, nem adnak
lehetdséget az eltérések lokalizdldsdra a fehérjén beliil. A proton-
deutérium csere témegspektrometria (HDX-MS) ugyan nydjthat
lokdlis informdcié6t a fehérjék konformédcidjardl vagy konformd-
ci6s dinamikdjdnak vdltozdsairdl, azonban a minta-el6készités
rendkiviil id6- és munkaigényes, és csak megfeleld szintd auto-
matizdltsdg mellett ad reprodukdlhatd eredményt. A folyadékfd-
zisti NMR-spektroszkdpia a vizoldékony fehérjék nativ kozegben
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1. abra. Egy kézepes méretii

(17 kDa) rekombinans fehérjét
tartalmazo készitmény (feliil), valamint
U egy kozel hétszer tobb 'H-atommal

rendelkez6 monoklonalis antitestet
(150 kDa) tartalmazé készitmény

1D 'H NMR-spektruma (alul). Utébbi
a molekula méretébdl adodo zsufoltsag

L

e e és jelszélesedés miatt joval kevesebb
. értékelhet6 jelet tartalmaz

torténd magasabb rendd szerkezetvizsgdlatdnak leghatékonyabb
eszkoze. A biologikumok jelentds része olyan méret fehérjék vi-
zes oldata, amely lehet§vé teszi NMR-spektroszkdpids vizsgéla-
tukat.

A fentebb emlitett ,,NMR-bardt” minta-el6készitési 1épések hi-
jan, a bioldgiai hatéanyagok NMR-vizsgdlatakor els§ kozelitésben
a legkézenfekvébb megolddst a jol detektdlhaté egydimenzids
(ID) 'H NMR-spektrumok elkészitése jelentheti. Egy 1D 'H NMR-
spektrumban (példdul a CD-spektrumokkal ellentétben) minden
egyes jel egyedi H-atomokhoz rendelhetd, a jelek kémiai eltold-
dédsa pedig informdciét hordoz a hidrogénatomok kémiai kor-
nyezetérdl, az aminosavak konfigurdcidjdrdl, konstitticiéjrdl és
konforméciéjardl.

Kisméret( fehérjék esetében (kevesebb, mint 30 aminosav) gyak-
ran az 1D 'H NMR-spektrumban minden egyes H-atom jele kii-
1ondll6 jelet ad és igy a fehérje szerkezete atomi szinten jellemez-
hetd. A fehérje méretének novekedésével a jelek kiszélesednek és
a spektrumok zstfolttd vélnak (1. dbra).

Rituximab- és filgrastimminték esetében sikerrel alkalmaztdk
az 1D 'H NMR-spektrumokat szerkezeti 6sszehasonlitdsra [6, 7].
A spektrumok értékelését neheziti, hogy a fehérjék mellett jelen-
tds mennyiségben hozzdadott segédanyagok ugyancsak jelet ad-
nak, ezzel elfedve a fehérje jeleinek jelentds részét. Az ilyen zavaré
jelek kikiiszobolésére lehetséges megoldds a teljes puffercsere. Ez
a mddszer azonban felvetheti a kérdést, hogy a puffercsere sordn
a fehérje szerkezete nem vdltozhatott-e meg, ami példdul a haté-
sdgok szemszogébdl aggdlyos lehet és nemkivénatos vitdra adhat
okot. Az NMR-spektroszkdpia fizikdjdnak sokrétiisége, hatalmas
mddszertani tdrhdza, tovdbbd az NMR-spektroszképusok kreati-
vitdsa azonban szdmos lehetdséget nyujt a probléma megolddsdra.
Példdul Poppe és munkatdrsai [8] a kismolekuldk és fehérjék
NMR-rel is j6l detektdlhatd eltérd diffdzids tulajdonsdgait hasz-
nélva csokkentették (kiilonboz6 mddszertani megolddsokkal) a
segédanyagok jeleinek intenzitdsdt a spektrumokban. A méd-
szeriik hatékonysdgét kiilonboz6 monoklondlis antitesteket tar-
talmazé készitmények mintdin igazoltdk. Franks és munkatdrsai
[9] a molekuldk eltérg relaxdcids tulajdonsdgait haszndlték ki ha-
sonld céllal.

A novekvd molekulamérettel az 1D 'H NMR-spektrumokban a
jelek szdma és szélessége is né, igy egy adott mérethatdr folott
(kb. 35 kDa) a spektrumok kezelhetetleniil zsuifolttd vdlnak. Ez a
probléma kétdimenzids (2D) NMR-spektrumok felvételével haté-
konyan kezelhet8, amelynek szdmos formdja létezik, azonban el-

készitésiik meglehetdsen idGigényes. A 2D NMR-spektrumok két
egymadsra merGleges 1D spektrum jelei kozott un. keresztcsicsok
formdjéban jelenitik meg a téren vagy kotéseken dt kozvetitett
atomi kolcsonhatdsokat. Példdul az tin. 2D 'H-'H NOESY- (Nucle-
ar Overhauser Effect SpectroscopY) spektrum keresztcstcsai azt
mutatjdk meg, hogy a fehérje mely H-atompdrjai vannak térben
egymdshoz kb. 5 A tévolsdgnal kozelebb. Freedberg és munkatdr-
sai [10] 2D 'H-'H NOESY-spektrumokat haszndltak rituximab- és
filgrastimmintdk vizsgdlatdra. Ugyanakkor pl. a 2D 'H-"N HSQC-
(Heteronuclear Single Quantum Correlation) és 2D 'H-"N HMQC-
(Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) spektrumokban
a keresztcsucsokbdl az olvashat6 ki, hogy a fehérje mely H-atom-
ja kotddik kozvetleniil, vagy tobb kovalens kotésen dt, a fehérje
valamely N-atomjéhoz. A '"H-"N HSQC- és HMQC-spektrumok
egyszerre nydjtanak megolddst a zsifoltsdg és a segédanyagok
intenziv jelei okozta problémdk kikiiszobolésére (2. dbra). Egy-
részt, mivel az amidcsoportok kozvetleniil a fehérje gerincében
helyezkednek el, kémiai eltoléddsukat a fehérjegerinc konformé-
cijdnak véltozdsa jelentGsen befolydsolja. Eppen ezért egy adott
fehérje minden egyes konformdciéjdhoz a 2D spektrumokban
egy specifikus keresztcsicsmintdzat tartozik, vagyis a spektru-
mok amolyan kétdimenzids ,ujjlenyomatként” haszndlhatdk.

2. abra. Egy ~20 kDa molekulatémegii rekombinans fehérje
természetes izotop-eléfordulas mellett felvett 'H-'SN HSQC-
spektruma. Minden egyes keresztcstcs a spektrumban egy
N-H-kotéshez rendelhetd

87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75
F2 (ppm)
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Mdsrészt, mig a fehérje egyes aminosavai egy, esetleg két N-H-
kotést tartalmaznak, a segédanyagokban nincs ilyen egység, ezért
a spektrumok jelent§sen egyszertisddnek és a segédanyagok sem
adnak jelet. Ugyanakkor a mérésekhez sziikséges id6t jelentds
mértékben megnoveli, hogy a spektrumokat sziikségszerten ter-
mészetes izotGp-el6fordulds mellett (a ®C és PN természetes el§-
forduldsa 1,07, illetve 0,37%) kell felvenni. 2D 'H-"N HSQC-spekt-
rumok alkalmazdsdval sikeresen vizsgdltdk példdul inzulin [11] és
interferon-alpha [12] készitmény hatéanyagdnak szerkezetét.

Aubin és munkatdrsai [13] izotdpjelolt fehérjék vizsgdlatdval
igazoltdk, hogy akdr egy aszparagin-oldalldnc deamiddcidja (NH,
— OH csere) is jol detektdlhatd véltozdst okoz a fehérje 'H-"N
HSQC-spektrumdban. Ugyanakkor arra is rdmutattak, hogy az
oldatkoriilmények (pH, ionerdsség) kismértéki eltérései is jelen-
tds hatdssal vannak az amidcsoportok kémiai eltoldddsdra.

Arbogast [14] metilcsoportokra szelektiv 'H-"C HMQC-spekt-
rumok alkalmazdsit javasolta az eltérd oldatkoriilményekbdl adé-
d6 anomdlidk kikiiszobolésére. A hidroféb metilcsoportok kémiai
eltol6ddsdt ugyanis kevésbé befolydsolja a pH, mint a vizzel cse-
refolyamatban 1év6 amidcsoportokét.

Adott fehérje-mérethatdr folott, példdul monoklondlis antites-
tek esetében, a 2D spektrumok is tilsdgosan zstfolttd vdlhatnak.
Arbogast és munkatdrsai [15] enzimatikus emésztéssel az ilyen
molekuldkat kettévdgtdk, ezzel jobb mingségii HSQC-spektrumok
felvételére nyilt médjuk. Igazoltdk, hogy a hasitds érdemben nem
befolyésolta a fehérje szerkezetét.

A bioszimildris hatéanyagok jellemzése, tn. osszehasonlitd
vizsgdlatok (comparability studies) keretében torténik, ahol a bio-
szimildris és az origindtor termékek kiilonboz§ fizikokémiai pa-
ramétereit paronként vetik dssze. Az, hogy ez az dsszevetés pon-
tosan milyen mddszerrel torténjék meg, jelenleg intenziven fej-
lesztett és egyuttal vitatott teriilet: elvi szinten természetesen az
lenne kivdnatos, ha az dsszehasonlitand¢ analitikai adatok kozott
a hasonldsdg mértékét valamilyen kemometriai médszerrel
szdmszertsiteni lehetne, és igy egyértelmt megfelelGségi kritériu-
mokat lehetne definidlni, a gyakorlatban azonban ez szdmos ne-
hézséget vet fel. Az NMR-spektrumok 6sszehasonlitdsdnak leg-
egyszer(ibb médja a vizudlis osszevetés, ami nem mentes a szub-
jektiv elemekt6l és a hasonlésdg mértékének szdmszerdsitését
sem teszi lehet§vé, azonban a médszer el6nye, hogy t6bb spekt-
rum Gsszevetésére ad médot és a ,,szakértdi szem” j6 eséllyel azon-
nal értelmezni tudja az eltérések szerkezeti okdt, bioldgiai rele-
vancidjdt. A kemometriai médszerek nvelik az objektivitdst, azon-
ban eltérések esetén tovédbbra is sziikséges a vizudlis értékelés. A
kemometriai értékelés sordn alkalmazandé matematikai méd-
szerek kivélasztdsa fligg a spektrumok mingségétdl és szdmétol.
Kevésbé zstifolt, jé felbontdst spektrumok esetében lehet§ség
van az ugynevezett peak-to-peak (csticsrdl csucsra) analizisre,
ahol a jelek kémiai eltoldddsét és jelintenzitdsdt a vizsgdlt mintdk
spektrumaiban egyenként vethetjiik dssze. [13] Nagyméret( fe-
hérjék esetében, ahol a spektrumok gyakran zstfoltak és jel4tfe-
désekkel terheltek, célravezetd lehet a spektrumok kis részletek-
re valé osztdsdn alapuld tn. bucketing vagy binning alapu feldol-
gozds. [16] Az igy kapott adatsorokat mds-mds statisztikai esz-
kozokkel dolgozhatjuk fel attdl fiiggden, hogy két vagy nagyszé-
mu adatsort kivdnunk osszevetni. [17]

Poszttranszldcids mdédositdsok vizsgdlata

A fehérjék bioszintézisének azt a szakaszdt, mely sordn egy osz-
szetett biokémiai ldncolaton keresztiil a nukleinsavakban kddolt
genetikai kédnak megfelel§ polipeptidldnc kialakul, transzlécid-
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nak nevezziik (utalva ezzel egyik ,,nyelvrél” vagy kédoldsi méd-
rél egy mdsikra torténd leforditdsra). Ezen nevezéktan mentén
az olyan véltozdsokat, melyek a fehérjék szerkezetében a transz-
l4ci6 utdn torténnek, poszttranszldciés mddositdsoknak nevez-
ziik. Az ilyen médositdsok kozé soroljuk példdul a fehérjemole-
kuldn beliil bizonyos ciszteinpdrok kézotti kénhidak kialakuldsdt,
a bizonyos aminosav-oldallincokhoz kovalensen kotott 6sszetett
szerkezet( oligoszacharidok kapcsoldsdt, a deamiddciét, de té-
gabb értelemben példdul a fehérje-polietilénglikol (roviden PEG)
konjugdtumok mesterséges 1étrehozasdt (,,pegildciot”’) is. Az ilyen
véltoztatdsok a fehérje magasabb rendd szerkezetének kialakitd-
sdban és bioldgiai szerepének betoltésében is kulcsfontossdgu sze-
repet toltenek be, ezért analitikai vizsgdlatuk is a hatéanyag jel-
lemzésének kritikus eleme.

A molekuldn beliil 1étrejové diszulfidhidak megléte és kapcso-
16d4si sorrendje esszencidlis a fehérjék magasabb rendd szerke-
zetének kialakitdsdban és stabilizdldsdban. A diszulfidhidak min-
tdzatdnak meghatdrozdsa a biomolekuldris NMR-teriileten sem
mondhaté trividlis kérdésnek, ugyanis amennyiben a fehérje
adott pontossdggal meghatdrozott térszerkezetébdl a geometriai
és tdvolsdg jellegi kritériumok alapjdn az nem kovetkezik egyér-
telmden, csupdn két megkozelités kindlkozik: az osszetartozd
ciszteinpdrok [-hidrogénjei kozotti tdvolsigmérés NOESY mod-
szerekkel, vagy a ciszteinegységek szelenociszteinre valg cseréje,
és az igy keletkez§ diszelenid hidak Se-atomjai kozétti direkt csa-
toldsok mérése. [18] Ezek a megkozelitések egyrészt biotechno-
16giai és NMR-méréstechnikai szempontbdl is szdmos nehézség-
be iitkozhetnek, mdsrészt a fent mér részletezett okokbdl (pl. a
készitmény izotépos dusitdsdnak problematikdja) gydgyszeripa-
ri kériilmények kozott nem kivitelezhet8k. Viszont miutédn a di-
szulfidhidak mintdzata meghatdrozza a harmadlagos és negyed-
leges szerkezetet, az origindlis és bioszimildris hatéanyagok
NMR-spektrumainak sszehasonlitdsdval kozvetett médon még-
is egyértelmi informdci6t nyerhetiink a diszulfidhidak hasonlé-
sdgdrdl vagy az esetleges eltérésekrdl.

A pegildci6 sordn a fehérje adott NH-csoportjdhoz (vagy cso-
portjaihoz) kovalensen polietilén-glikol-ldncot kapcsolnak, ezzel
javitva a terdpids fehérjék farmakodinamikai és farmakokineti-
kai tulajdonsdgait. Bioszimildris fehérjék esetében kiemelten fon-
tos azt igazolni, hogy ez a kapcsoldddsi pont az origindtor ter-
mékével megegyezik. Ennek meghatdrozdsdt leggyakrabban a fe-
hérje enzimes emésztését kovetSen az emésztmény LC-MS-
analizisével végzik, ami az MS-mddszer sajdtsdgai miatt elsGsor-
ban kozvetett informdciét ad a PEG-ldnc kapcsoldddsi pontjéra.
Az MS- és NMR-mddszerek az ilyen kérdésekben egymdst ki-
egészitd informdcidt szolgdltathatnak, amire jé példa Wang és
munkatdrsai munkdja [19], melyben pegildlt interferon alfa-2b fe-
hérje enzimatikus emésztését, majd a keletkez§ peptidek kro-
matogréfids elvdlasztdsdt kovetGen, 1D, illetve 2D NMR-spektru-
mok segitségével - ilyen mddon a ,nagymolekulds” kérdést ,,kis-
molekulds” kérdéssé alakitva — klasszikus NMR mddszerekkel
kozvetleniil is igazoltdk a PEG kapcsoléddsdnak helyét.

A glikoproteinek esetében — mely csoportba példdul a terdpi-
ds monoklondlis antitestek is tartoznak — a polipeptidhez kap-
csolddé oligoszacharidok szerkezete és a kiilonboz§ glikoformdk
eloszldsa jelentds mértékben befolydsolhatja a fehérje bioldgiai
aktivitdsat és immunoldgiai tulajdonsdgait. A glikdnldncok vizs-
gdlata komplexitdsuk és heterogenitdsuk miatt komoly kihivds elé
allitjdk az analitikdt. Mivel az emberi immunrendszer éltal ide-
genként felismert cukorformdk mdr kis mennyiségben valé elg-
fordulds esetén is nemkivdnatos immunreakciét vdlthatnak ki, a
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3. abra. A megfelel6 NMR-mérési
modszer alkalmazasaval a nagy
molekulatémegi 6sszetevok jelei
kiszlirheték a spektrumbdl anélkiil,
hogy az egyes komponenseket fizikailag
elvalasztanank. [21] Az alsé abran

egy fehérjekészitmény 'H NMR-spekt-
rumanak részlete, még a felsén ugyan-
ezen minta ,relaxaciosan sz(rt”

H NMR-spektrumanak részlete lathato.
Mig az alsé spektrumon a fehérje jelei
zsufoltta teszik a spektrumot, a felsé
spektrumban jol azonosithaté egy puffer-

komponens (~2 ppm) és egy kioldédo
szennyez6 jele (1,17 ppm)

glikdnmintdzat jellemzése az esetek tobbségében osszetett enzi-
mes emésztéssel kombindlt, nagy érzékenységli LC-MS-mddsze-
rekkel torténik. Az NMR-spektroszképia glikoformdk vizsgélatd-
ban betdltétt szerepe olyan esetekben kertil el§térbe, amikor az
MS mddszerekkel nem megkiilonboztethetd (tn. izobdr) cukor-
egységek elkiilonitése vagy a kapcsolddé cukoregységek kapcso-
léddsénak pontjai vagy anomer-konfigurdciéjdnak meghatdrozdsa
a cél. Ilyen esetekben célravezet lehet az NMR- és LC-MS-mdd-
szerek egyiittes haszndlata, melyre szép példdt ldthatunk Wie-
gandt és munkatdrsai publikdcijdban [20], melyben a cetuximab
nevi terdpids antitest glikdnmintdzatdt vizsgdltdk NMR- és LC—
MS-mddszerek kombindci6jdval és rdmutattak, hogy ezzel a meg-
kozelitéssel el lehet kiiloniteni az akdr 15 pmol koncentréciéban
el6fordul6 izobdr N-glikdn szerkezeteket is, ami fontos lehet az
immunogén strukturdk jelenlétének kizdrdséban.

Alapanyagok mingségellendrzése
és technologiai eredetii szennyez6k azonositdsa

A biotechnoldgiai fejlesztések sordn az NMR szerepe messze tul-
mutat a hatéanyagok szerkezetvizsgélatdn. A fejlesztés egymdsra
épiild, sokszor egymdssal parhuzamosan futé és igen dsszetett
folyamatai sordn gyakran adédik olyan analitikai kérdés, mely-
nek megolddsdban az NMR kulcsfontossdgu szerephez juthat, és
mddszertanilag a fent leirtaktdl eltérd megkozelitést kovetel. Az
aldbbiakban az ilyen jellegii analitikai kihivdsok és lehetséges
megolddsaik koziil sorolunk fel néhdny példat.

Kioldédo szennyezdk vizsgdlata

A bioldgiai készitmények gydrtdsa sordn a tisztitdsi lépések ha-
tékonysdgdnak demonstrdldsa kiemelt szempont hatésagi vizs-
gdlatok sordn. A készitmények jellemz8en olyan vizes oldatok,
melyek a fehérje-hatéanyagon kiviil kismolekulds osszeteviket,
példdul stabilizdtorokat és pufferkomponenseket tartalmazhat-
nak. Ezekben a komplex oldatokban az ismert 6sszetevék mel-
lett azonositani kell azokat a kismolekulds szennyezdket, melyek
lehetnek magdhoz a gydrtds folyamatdhoz kothetd molekuldk,
vagy a gydrtds sordn alkalmazott eszkozokbdl kioldhaté vagy ki-
0ld6dé szennyezdk (utébbiakra az angol nyelvi irodalomban az
extractable and leachable, roviden E&L kifejezés haszndlatos). A

gydrtdsi folyamathoz kothet§ szennyezdk lehetnek példdul a ter-
mel§ sejtkultirdbdl szdrmazé anyagok (pl. az dn. gazdasejtbdl
szdrmazd DNS és fehérje), a fermentdcid tdpkozegébdl szdrmazé
tdpanyagok és metabolitjai vagy a hatGanyag tisztitdsi lépéseinek
valamelyikébdl szdrmazé anyagok. A szennyez8k mdsik lehetsé-
ges forrdsa a gydrtds sordn és a termék tdroldsa sordn haszndlt
— a biotechnoldgia-iparban egyre elterjedtebb — egyszer hasznd-
latos, jellemz&en miianyag eszkozok, melyekbd] példdul ldgyitdk,
stabilizdtorok, valamint ezek bomldstermékei oldédhatnak be a
készitménybe. A szennyez8k detektdldsa és azonositdsa a fehér-
je hatéanyaga és a segédanyagok mellett kiilondsen nehéz fel-
adat, és gyakran tobbféle analitikai médszer (VRK, HPLC-MS,
GC) egyiittes alkalmazdsdt igényli. Ezen a tertileten az NMR ki-
emelt szerephez juthat, mivel a tobbi technikdhoz képest egye-
diildllé médon a kvézi-intakt mintdrél médositds vagy fizikai el-
vélasztds nélkiil egyszerre kaphatunk mingségi és mennyiségi in-
formécidt az osszes el6forduld szennyezGrél. Ezek az adatok egy-
részt fontos kiinduldsi pontot vagy kiegészit§ informdciét szol-
gdltatnak a tobbi médszerrel torténd vizsgalatokhoz, masrészt
olyan szennyezGk is azonosithat6vd vdlnak, melyek mds analiti-
kai mddszerekkel, példdul a hozzdjuk kéthet§ minta-el6készitési
1épések miatt, nem detektdlhatdk (3. dbra). Skidmore és mun-
katdrsai olyan NMR-mérési médszert dolgoztak ki, mely alkal-
mas a kis molekulatomeg(i molekuldk vizsgdlatdra olyan oldatok
esetében, melyek nagy koncentrdciéban fehérjét is tartalmaznak
[21]. A mddszer azt a jelenséget haszndlja ki, hogy a gerjesztd
pulzusokat kovetden a kismolekuldk és a fehérjék H-atomjai je-
lentdsen mds sebességgel térnek vissza a termikus egyensuly 4l-
lapotdba, azaz mds a relaxdcids idejiik. Ezt a kiilonbséget kihasz-
ndlva, egy specidlis pulzusszekvencia segitségével, a fehérjétdl
szdrmazd jelek intenzitdsa nagymértékben csokkenthetd (akdr
teljesen elnyomhat), igy a kismolekulds szennyez6k mingségi és
mennyiségi azonositdsa egyetlen mérésben, elvdlasztds nélkiil is
megyvaldsithatd.

Fehérjék mennyiségi meghatdrozdsa

Egy gydgyszerkészitményben a hatéanyag koncentrdcidjdnak
meghatdrozdsa mind farmakokinetikai, mind a biohasonlésdg
szempontjébdl az egyik legkritikusabb analitikai feladat. Ugyan-
akkor ismert jelenség, hogy fehérjéknél és peptideknél a meny-
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4. abra. A terapias fehérjék
gyartasahoz hasznalt alapanyagok
H NMR-spektrumainak 0ssze-

hasonlitasa

nyiségi meghatdrozds klasszikus mddszerei egyes esetekben elté-
r§ eredményeket adhatnak [22]. Az NMR-spektroszkdpia elvben
nagyon is alkalmas lehet az oldatban 1év§ hatéanyag mennyisé-
gi meghatdrozdsdra, hiszen megfelel§ mérési koriilmények kozott
az 'H NMR-spektrumban az egyes jelek jel alatti teriiletei (integ-
rdljai) egyenesen ardnyosak a jelet add protonok szdmadval, fiig-
getleniil attdl, hogy a kérdéses protonok ugyanabbdl vagy mds
molekuldbdl szdrmaznak. Ismert koncentrdcidju referencia al-
kalmazdsdval ezért elméletileg megoldhaté a fehérjekoncentracié
meghatdrozdsa. A vizsgdlt oldathoz adott bels§ referenciavegyii-
let a fehérjéhez vald kotddés veszélye és az ebbdl eredd esetleges
jelintenzitds-torzuldsok miatt nem lenne elénydés, ezért erre a cél-
ra dltaldban kiilsg referencidt alkalmaznak. A két kiilon oldatban
mért integrélértékek osszehasonlithatésdga szdmos méréstech-
nikai és adatfeldolgozdsi kérdést vet fel, amit Wider és munka-
tdrsai részleteiben tdrgyaltak, és az eltérések korrekcidjdra dlta-
ldnos képletet is javasoltak [23]. Munkdjukban kiemelten foglal-
koztak a megfelel§ vizelnyomdsi mddszer (miutdn a fehérjéket
tébbnyire vizes oldatban mérjiik, az 'H NMR-spektrumban a viz
sokszor hatalmas zavard jelet ad, ennek csokkentésére szdmos
méréstechnikai lehet§ség létezik) kivalasztdsdval, és szisztemati-
kusan vizsgéltdk a kiilonféle vizelnyomdsi technikédk jelintenzi-
tdst torzit6 hatdsdnak mértékét. Az NMR-rel torténd fehérjekon-
centrédcié-meghatdrozdskor — kiilondsen nagy fehérjék esetében
- az okozza a legnagyobb nehézséget, hogy a zsufolt 'H-spekt-
rumban olyan jelet taldljunk, melyrél biztosan tudhatjuk, hogy
kizdrélag a fehérjétdl szdrmazik, tovdbbd ismerniink kell (vagy jé
kozelitéssel meg kell tudni becsiilni) a jelhez vagy jelekhez tarto-
z6 H-atomok szdmdt. A spektrum ebbdl a célbdl torténd egysze-
riisitésére az egyik kézenfekvé megoldds a minta 100%-os ne-
hézvizben torténd felolddsa, ami egyrészt felvethet hatdsdgi sza-
bélyozési szempontokat, mdsrészt a minta fagyasztva szdritdsa
sziikséges hozzd, ami egyes fehérjékben drdmai szerkezeti vélto-
zédsokat (pl. denaturdcidt) okoz. A mdsik megkozelités a fehérjé-
t6l szdrmazd jelek elkiillonitésére a felbontds 2D mdédszerrel vald
novelése dltal. A jelenleg elérhetd 2D NMR mddszerek zome
azonban szdmos ismert méréstechnikai ok miatt [24, 25] (me-
lyeket itt nem részleteziink) nem tekinthetd kvantitativ mdéd-
szernek. RemélhetGleg a jelenleg is folyé tij NMR-mddszerfej-
lesztések révén a kozeljovében elérhet§vé védlnak olyan kvantita-
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tiv kétdimenziés pulzus-szekvencidk, melyek egyszerd, gyors és
egzakt alternativ mddszert kindlnak a fehérjék mds komponen-
sek jelenlétében torténd mennyiségi meghatdrozdsara.

A hatdanyagot termeld sejtkultiirdk

metabonomikai vizsgdlata

A sejtes rendszerben el@dllitott biologikumok fejlesztése és gydr-
tdsa sordn a biotechnolégus szdmadra felbecsiilhetetlen értékd in-
formdciét jelent a fermentdcié tdpkozeg-osszetételének minél
részletesebb ismerete [26, 27]. A kismolekuldk komplex folya-
dékelegyben torténd parallel azonositdsa és mennyiségi megha-
tdrozdsa mddszertanilag azonos a metabonomikdval (melynek
nem meglepd mddon szintén az MS és az NMR a két legjellem-
z8bb miszeres vizsgdlé mddszere). Bradley és munkatdrsai si-
kerrel alkalmaztak NMR-méréstechnikdkat terdpids fehérjék elg-
allitdsdra haszndlt emlGssejtes fermentdcidk tdpkozeg-osszetéte-
lének elemzésére, és ezt a megkdozelitést dsszefoglald néven fer-
mentanomikdnak nevezték el [27]. A fermentdcids kozegbdl
a gydrtds kiilonboz§ id6pontjaiban mintét vettek, melyekrdl
NOESY-spektrumokat gytjtottek belsd referencia haszndlatdval.
A mintdkban taldlhaté szerves komponensek koncentrdcigval
ardnyos jeleinek analizisével olyan kordbban nem detektdlt kom-
ponensek mennyiségi meghatdrozdsa is lehetségessé vdlt, mint
példdul az ecetsav és hangyasav. Tovdbbd, bizonyos a sejtnoveke-
dés és a fehérjetermeltetés szempontjébdl kritikus tdpanyagok
id6beli fogydsa alapjdn valé tdpkozeg-optimalizéldssal a haté-
anyag-kihozatal novekedését érték el [28]. A mérések automati-
zédldsdval és az adatok tobbvdltozds statisztikai médszerrel torté-
nd feldolgozdsdval médszeriiket tovdbbfejlesztették [29]. Ezzel a
megkozelitéssel osszefiiggést taldltak bizonyos fermentdcids ko-
rilmények és a termék mindségi jellemzdi (pl. a fehérje glikozi-
ldciés mintdzata) kozott. A fermentanomikdval megegyezd maéd-
szertannal megkozelithetd egy igen fontos, a hatéanyaggydrtds
sordn felmeriil6 mingségbiztositdsi kérdés is: a fermentdciéhoz
haszndlt tdptalajok Osszetételének sarzsrél sarzsra valé azonos-
sdgdnak igazoldsa. A gydrtdshoz haszndlt, részben készen kaphaté
alapanyagok sokkomponensi vizben oldhat6 porkeverékek, me-
lyek vizes oldatai a fentiekben leirtakkal azonos médon jél vizs-
gdlhatdk, és az igy kapott NMR-spektrumok kivéléan alkalma-
sak az adott tdptalaj ujjlenyomat szert azonositdsdra (4. dbra).
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Osszefoglalds

Napjainkban a biotechnoldgiai tdton el§dllitott gydgyszerek, kii-
londsen a bioszimildris fehérje-hatéanyagok és -készitmények
analitikai mddszertana igen intenziven fejléd§ teriilet, amelyen
beliil a kiilonboz8 miiszeres technikdk szerepkore és egymdssal
val6 kapcsolata még nem tekinthetd kiforrottnak. Ez kiilonosen
igaz az NMR-spektroszkdpidra, amelynek lehet§ségeit és korld-
tait ebben a biotechnoldgiai ,,mili6ben” t6bb olyan ,,mitosz” is
ovezi, amik abbdl adédnak, hogy sokan hajlamosak az NMR-nek
a kismolekuldk, illetve a tisztitott és izotdpjelzett fehérjék szer-
kezetvizsgdlatdban bet6ltstt, nagy hagyomdnyokra visszatekintd,
j6l koriilhatdrolt és jol ismert szerepét a bioszimildrisok vildgdra
spontén ,,extrapoldlni”. Mindez pedig kénnyen e ,,drédga és bo-
nyolult” mddszer tul- vagy aldbecsiiléséhez vezethet a biohason-
16k analitikdjdban. A biohasonl6k analitikai jellemzése igen komp-
lex feladat, amelyben minden egyes analitikai technika szoros
egyiittmiikodésére van sziikség, amelyhez viszont elengedhetet-
len, hogy az egyes szerepl6k jél ldssék az egyéb mddszerek lehe-
t@ségeit és korldtait. A jelen kozleményben ehhez akartunk tdm-
pontot nydjtani azzal, hogy tapasztalataink és a legfrissebb szak-
irodalom alapjdn osszefoglaltuk azokat az analitikai kihivdsokat,
melyek az NMR tekintetében a bioszimildris fehérjék fejlesztése
és gydrtdsa sordn felmeriilhetnek. Igyekeztiink rdvildgitani az
NMR-spektroszképia ezen a teriileten sok tekintetben egyediil-
all6 szerepére és sokréti alkalmazdsainak lehetGségeire, valamint
korldtaira is.

Koszonetnyilvanitds. A jelen kozleményben bemutatott dbrékat az 5-6s irodalmi hi-
vatkozdsndl megadott kozleményiinkbdl vettiik 4t az Elsevier kiadé engedélyével.
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