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Souhrn

Vychodiska: Vyvoj biofarmaceutik je nejrychleji se rozvijejici oblasti dnesniho farmaceutického
pramyslu. Analyza proteinovych terapeutik je vsak velice naro¢ny ukol kvili jejich velikosti
a komplexnosti prostorové struktury. Jakékoliv zmény v primarni, sekundarni, tercialni ¢i kvar-
terni strukture proteind mohou mit vyrazny vliv na jejich funkci, uc¢innost a v neposledni radé
i toxicitu. Hmotnostni spektrometrie se v minulosti osvédcila jako kvalitni néstroj pro analyzu
primarni struktury protein(i (aminokyselinové sekvence) a v poslednich letech je diky rozvoji
novych metod schopnd analyzovat i vy3si proteinové struktury. Jednou z téchto novych metod
je vodik/deuteriova vyména (HDX). HDX je zaloZzena na vyméné amidovych vodiki aminoky-
selinového fetézce za deuteria z okolniho roztoku. Vodiky nachazejici se na povrchu proteinu
jsou za deuteria vyménovany mnohem rychleji nez vodiky schované uvniti proteinu. Ziskané
vysledky z HDX metody mohou poskytnout informace o prostorové strukture proteinu a také
o protein-proteinovych a protein-ligandovych interakci. Navic analyzou vymény deuterii v riiz-
nych ¢asovych intervalech mdze tato metoda poskytnout informace i o dynamickych zménach
proteinové struktury a dynamice proteinovych interakci. Vzhledem k moznostem, které tato me-
toda nabizi, se HDX stala atraktivni metodou pro charakterizaci proteinovych biofarmaceutik.
Cil: Cilem tohoto prehledového ¢lanku je poukazat na moznosti vyuziti hmotnostni spektrome-
trie v biofarmaceutickém prdmyslu se zamérenim na metodu HDX a jeji aplikace.
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Summary

Background: The development of biopharmaceutics is the fastest growing segment of the pre-
sent pharmaceutical industry. The analysis of proteins therapeutics is a challenging task due to
their large size and complexity of spatial structure. Any changes in the primary, secondary, tertiary
or quaternary protein structure can have huge impact on their function, efficiency and toxicity.
Mass spectrometry proved itself to be a powerful tool for analysis of primary protein structure
(amino acid sequence) and thanks to the development of new techniques in last years it is able
to analyse higher order protein structures. One of these new techniques is hydrogen/deuterium
exchange (HDX). HDX is based on exchange of amid protons with deuterium from solution on the
protein backbone chain. Protons on the surface of protein are exchanging with deuterium much
faster than protons buried inside of protein. HDX results could provide information about spatial
protein structure and also about protein-protein interactions and protein-ligand interactions.
Furthermore, by analysing of deuterium exchange in different time points this method could give
information about dynamic changes of protein structure and dynamics of proteins interactions.
Because of possibilities of this method, HDX become attractive method for characterization of
protein biopharmaceuticals. Aims: This review article is focused on the utilization of mass spect-
rometry in biopharmaceutical industry and mainly on HDX method and its applications.
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VYUZITI METODY VODIK/DEUTERIOVE VYMENY V BIOFARMACEUTICKEM PRUMYSLU

Uvod
Vyvoj biofarmaceutik, z nichz nejvétsi
Cast predstavuji protilatky a rekombi-
nantni proteiny, je jednou z nejvice dyna-
micky se rozvijejicich oblasti farmaceu-
tického prdmyslu. Biofarmaceutika vsak
nejsou zddnym novackem mezi pouziva-
nymi léCivy a napt. rekombinantni pro-
tein inzulin je k 1é¢bé diabetu Uspésné
uzivan jiz nékolik desitek let. Proteinova
IéCiva se od standardnich nizkomoleku-
[arnich 1é¢iv lisi nejen svoji velikosti do-
sahujici az stovky kDa, ale i svou vysokou
komplexitou. Kvuli ni vyzaduje navrho-
vani novych biofarmaceutik zcela od-
liSny pfistup. Prostorové uspofadani
a funkce nizkomolekularnich 1éciv jsou
pfimo zavislé na jejich struktufe. U pro-
teind je situace slozitéjsi, nebot protein
se stava funkénim az po sbaleni do na-
tivni konformace, obvykle za ucasti dal-
Sich proteind (chaperont). Nespravné
slozené proteiny podléhaji agregaci
invivo i in vitro a stavaji se cilem proteaz.
Navic kromé ztraty funkce mulze agre-
gace proteinll spoustét nezddouci imu-
nitni odpovéd. Pfes vSechny obtize, které
pfindsi analyza biofarmaceutickych pro-
duktl, nabizeji proteinova léciva uni-
katni vlastnosti a funkce, které nelze
zastoupit malymi syntetickymi moleku-
lami. Mezi jejich velké vyhody patfi vy-
sokd specificita, bezpe¢nost, méné ne-
gativnich vedlejsich efektld a dlouhd
zivotnost v organizmu.
Nepostradatelnym nastrojem pro cha-
rakterizaci proteinovych Iéciv se stala
hmotnostni spektrometrie (mass spekt-
rometry — MS), kterd umoznuje analyzo-
vat nejen kovalentni strukturu, ale i kon-
formaci proteind, jeji dynamické zmény
a interakce s dalsimi proteiny ¢i jinymi li-
gandy [1,2]. V soucasné dobé je MS nej-
vice vyuzivana pro charakterizaci ko-
valentni struktury proteind, tedy jejich
aminokyselinové sekvence, a posttrans-
la¢nich modifikaci (PTM) [3,4].

Metody analyzy proteinové
konformace

Mezi klasické metody studia proteino-
vych konformaci patfi rentgenova krys-
talografie a nuklearni magneticka rezo-
nance (NMR). Obé metody se v minulosti
ukazaly jako velice pfinosné pro de-
tailni charakterizaci proteinové struktury

a proteinovych komplexd. Avsak vzhle-
dem k jejich limitujicim faktor(im nejsou
v fadé pfipadl nejvhodnéjsi volbou pro
analyzu biofarmaceutik.

Rentgenova krystalografie je jedinec-
nou metodou pro urceni absolutni pro-
storové struktury protein(i v¢. polohy
vsech atomu a vazeb mezi nimi. Jak jiz
vyplyva z ndzvu, tato metoda vyzaduje
krystalizaci proteinu, coz oviem zne-
moznuje analyzu proteinl za fyziolo-
gickych podminek. Navic ¢aste¢né sba-
lené proteiny je obtizné&jsi krystalizovat,
proto pfi analyze roztoku se smési slo-
zenych a ¢aste¢né slozenych protein(
neni mozné urcit pomér obou forem.
Pfibuzna metoda,X-ray scattering”, ktera
umoznuje analyzu protein( pfimo v roz-
toku, je limitovana nizkym rozlisenim [5].

Oproti rentgenové krystalografii je
vysokorozliSovaci NMR schopna od-
halit detaily vyssich struktur v¢. jejich
dynamickych zmén. Metoda je vsak
omezena maximalni velikosti mole-
kul (~30 kDa), ¢imz je pro vétsinu bio-
farmaceutickych produkt(i nevyuzitelna.
Neni tedy prekvapenim, ze rutinni ana-
lyzy konformace a stability proteino-
vych léCiv jsou stéle zavislé na klasickych
biofyzikalnich metodach, jako jsou me-
tody spektroskopické (cirkularni dichroi-
zmus, fluorescence, UV absorpce, FTIR
spektroskopie), kalorimetrie, analyticka
ultracentrifugace a gelova chromatogra-
fie [6]. Metody umozniuji analyzovat pro-
tein za fyziologickych podminek, jejich
nevyhodou je v3ak nizké rozliseni a ne-
schopnost detekce dynamickych zmén
proteinové konformace.

MS a analyza konformace
proteini

MS je dalsi u¢innou metodou pro ana-
lyzu struktury biopolymer(, aviak bez
spojeni s jinymi technikami umozniuje
pouze charakterizaci aminokyselinové
sekvence proteintd a PTM. Teprve az
s rozvojem novych metod béhem po-
slednich dvou desetileti doslo k vyraz-
nému rozsifeni pouzitelnosti MS i pro
studium vyssich proteinovych struk-
tur, jejich dynamickych zmén a inter-
akci s proteiny ¢i nizkomolekularnimi
ligandy. Pfesto vsak vétsina aplikaci z0-
stava i naddle pouze doménou akade-
mickych pracovist, a to zejména kvuli

obtizné automatizaci celého postupu.
Prikladem je chemické zesiténi, které
je vhodné pro studium proteinovych
struktur i protein-proteinovych inter-
akci, ale poskytuje nizké vytézky, a neni
tudiz zcela vyhovuijici pro specifické po-
Zadavky biofarmaceutického primyslu,
ktery vyzaduje vysoké vytézky, auto-
matizaci pfipravy vzorkd i vyhodnoceni
dat [7]. Naproti tomu metody pfimé io-
nizace v elektrospreji (ESI) a vodik/deu-
teriova vymeéna (HDX) ve spojeni s MS si
cestu do biofarmaceutickych laboratofi
jiz nasly.

Pfima ESI-MS

Primda ESI-MS vyuziva Setrné ionizace
proteinG v ESI, kterd umoznuje transfer
proteinl z kapalné faze do plynné, aniz
by doslo ke zméné jejich konformace
nebo naruseni nekovalentnich vazeb.
Pfima ESI-MS je v biofarmaceutickém
primyslu nejcastéji pouzivana ke studiu
rozloZeni ndbojovych stavll a ke studiu
protein-proteinovych a protein-ligando-
vych interakci [8,9]. Schopnost proteinu
pfijimat vice ndbojd béhem ionizace
pfimo souvisi s jeho konformaci, diky
tomu je mozné sledovanim nabojovych
stavl a zejména jejich zmén deteko-
vat vyrazné strukturni zmény protein(,
a to napf. jejich denaturaci [10]. Proteiny
sbalené v nativni formé maji kompaktni
strukturu, ktera je schopnd pfijmout re-
lativné malé mnozstvi ndboji. Naopak
denaturované proteiny, ale i proteiny
s navazanymi ligandy a proteinové oli-
gomery, které maji mnohem vétsi struk-
turu, dokdzou pfijmout mnohem vétsi
pocet nabojl. Z hmotnostnich spekter
Ize ndsledné porovnanim populace pikt
s nizkym poctem nabojd a vysokym po-
¢tem nabojl urcit zastoupeni jednotli-
vych forem proteinu.

Hlavnimi vyhodami metody jsou jeji
jednoduchost (nevyzaduje zZadné zna-
¢eni ani imobilizaci proteina), rych-
lost, nizkd spotfeba vzorku a specificita
(umoznuje pfimo méfit vazebnou ste-
chiometrii a analyzovat smésné vzorky).
Mezi nevyhody pfimé ESI-MS patfi nut-
nost méfeni proteinu v roztoku vhod-
ném pro ionizaci, coz v fadé pfipadu
vylucuje moznost pouziti pufru optimal-
niho pro protein, a také nizké rozliseni,
které sice dovoluje detekci strukturnich
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Schéma 1. Schéma HDX-MS experimentu.
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Protein je nejprve inkubovan samostatné a s ligandem po dobu potfebnou k vytvoreni protein-ligandové interakce. Nasledné je prida-
nim pufru s D,0 zahéjena reakce vymény deuterii, ktera je v poZzadovanych Casovych intervalech zastavena okyselenim vzorku na pH 2,5
a zamrazenim v tekutém dusiku. V dalsim kroku je vzorek rychle rozmrazen a davkovén na pepsinovou kolonu, kde dochazi ke $tépeni
proteinu. Vzniklé peptidy jsou separovany na analytické koloné a méreny hmotnostnim spektrometrem. Vysledna data pro protein a pro-
tein s ligandem jsou porovnavana specidlnim softwarem a vysledky jsou nejcastéji prezentovany formou grafl zobrazujicich zavislost

procenta deuterace na délce deuterace.

MS — hmotnostni spektrometrie, LC — kapalinova chromatografie

zmén proteind, ale je jiz nedostacujici
pro lokalizaci zmén v rdmci aminokyse-
linové sekvence.

HDX-MS

HDX-MS je spolehliva, robustni a do-
state¢né senzitivni metoda pro analyzu
proteinové konformace, protein-protei-
novych interakci, protein-ligandovych
interakci a agregace proteint [11,12].
Na rozdil od vyse zmifiovanych metod
dokaze nejen detekovat globalni zmény
ve struktufe proteinu, ale je schopnd je
lokalizovat na aminokyselinové drovni.
Experimenty je navic mozné provadét
v pufrech za fyziologickych podminek,
pH a pfitomnosti soli [13].

Zakladnim principem metody HDX-MS
je schopnost proteinli vyménovat své
vodiky za vodiky pfitomné v okolnim
prostiedi. Vyména se sice tykd vsech
vodik{ v primdrni strukture, ale pouze
vyména amidovych vodik( hlavniho
fetézce je touto metodou detekova-
telnd [14]. Vodiky vazané v postrannich
fetézcich aminokyselin podléhaji velice
rychlé vyméné, kterd je téméf neméri-
telnd, zatimco vodiky vazané na uhlicich
hlavniho fetézce jsou vyménovany po-
malu, coz neumoznuje sledovani kon-
formacnich zmén proteinu v Zaddanych
casovych intervalech. Rychlost vymény
amidovych vodik( je zavisla na pfitom-
nosti vodikovych mustku a lokalizaci vo-
dikl v rdmci prostorové struktury. Ami-
dové vodiky vystavené na povrchu
proteinu jsou vyménovany za vodiky

z okoli rychleji nez vodiky tvofici vodi-
kové mustky nebo méné pristupné vo-
diky uprostfed proteinové struktury.
Princip metody byl popsénjizv 50. letech
20. stoleti pfi sledovani vymény vodik
za deuteria u inzulinu [15]. K detekci vo-
dikd vyménénych za deuteria byla dfive
vyuzivana zejména NMR [16] a infracer-
vend spektroskopie [17], ale SirSiho vyu-
Ziti se tato metoda dockala az po jejim
spojeni s MS [18]. Vlivem vymény jed-
noho atomu vodiku za jeden atom deu-
teria vzroste molekulovd hmotnost pro-
teinu o jednotku a tuto zménu je mozné
presné detekovat pravé hmotnostnim
spektrometrem.

Zakladni schéma HDX-MS experi-
mentu je znazornéno na schématu 1.
V prvnim kroku je protein inkubovan
za pozadovanych podminek s ligandem
a bezligandu. Vyménna reakce vodik je
zahajena pfidanim pufru s D,O a ve sta-
novenych ¢asovych intervalech je reakce
zastavena okyselenim na pH 2,5 a za-
mrazenim v tekutém dusiku. Pfed mé-
fenim jsou vzorky rychle rozmrazeny
a haneseny na pepsinovou kolonu, v niz
dochazi ke stépeni proteind. Vzniklé
peptidy jsou separovany na analytické
koloné a analyzovany v hmotnostnim
spektrometru. Hmotnostni spektra pep-
tidG jsou zpracovana softwarem, ktery
porovnava molekulové hmotnosti totoz-
nych deuterovanych a nedeuterovanych
peptidl a vypocitdva procenta deute-
race. Vysledkem jsou grafy pro jednot-
livé peptidy srovnavajici protein s ligan-

dem a bez ligandu, kde na ose x je doba
inkubace a na ose y procento deuterace.
HDX-MS si rychle nachazi cestu z aka-
demickych pracovist do biofarmaceu-
tickych laboratofi, a to diky moznosti au-
tomatizace celého procesu od pfipravy
vzork(, pfes jejich analyzu aZ po vyhod-
nocovani dat [19,20]. Mezi jeji nejcasté;jsi
pouziti v biofarmaceutickém pramyslu
patii epitopové mapovani, studium vlivu
PTM na strukturu biofarmaceutik, srov-
navaci studie biofarmaceutik z rliznych
produkci a v neposledni fadé i analyza
protein-ligandovych interakci, kterou Ize
vyuzit ke screeningu potencidlnich niz-
komolekularnich léciv [12,21].

HDX-MS a srovndvaci studie

Pfi vyrobé biofarmaceutik je nutné za-
jistit srovnatelnost vyslednych produktd
mezi jednotlivymi produkovanymi 3ar-
Zemi. Proteiny v nespravné konformaci
podléhaji v organizmu agregaci a na-
sledné degradaci a navic mohou spous-
tét odpovédimunitniho systému. Zmény
v primarni strukture protein(i je mozné
snadno detekovat klasickou ¢i tandemo-
vou MS, ale nemusi vypovidat nic o zmé-
nach vyssich struktur. HDX-MS se ukazala
byt velice vhodnou ortogonalni meto-
dou ke standardné pouzivanym meto-
dam pro analyzu proteinovych konfor-
maci, jako jsou cirkuldrni dichroizmus,
kalorimetrie a gelova chromatografie.
HDX-MS navic od téchto metod dokéaze
konformac¢ni zmény lokalizovat v rdmci
aminokyselinové sekvence.
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HDX-MS byla pouZzita pro srovnani to-
tozné monoklonalni protilatky vyro-
bené ve tfech rdznych vyrobnich pro-
cesech [22]. Pro analyzu vzorkd byla
pouZita globalni i lokalni analyza a au-
tomatizovany systém pro pfipravu i mé-
feni vzorkd. Vysledky ukazaly, Ze mezi
vzorky nebyly zmény na globalni pro-
teinové drovni ani na lokalni peptidové
urovni. Analyza stejnych vzorkl protila-
tek byla pro srovnani provedena i v jiné
laboratofi vybavené stejnym hmotnost-
nim spektrometrem, ale bez automa-
tizovaného systému pfipravy vzorkd.
Vysledna data téz potvrdila, ze mezi
analyzovanymi protilatkami neni rozdil
v proteinové strukture.

HDX-MS a epitopové mapovdni
Epitopové mapovani je pfistup slouzici
k popisu specifické interakce mezi para-
topem protildtky a epitopem antigenu.
Vznikly komplex protilatka-antigen mdze
aktivovat imunitni odpovéd organizmu
nebo inaktivovat antigen. Epitopy se déli
na linearni a konformacni. Linearni epi-
topy jsou definované aminokyselino-
vou sekvenci a denaturace neovliviuje
jejich funkénost. U konformacnich epi-
topU je funkce Uzce spjata s jejich prosto-
rovou strukturou a denaturaci se ztraci.
Zejména charakterizace konformacnich
epitopU je naro¢na, jelikoz je nutné an-
tigeny i protilatky analyzovat za nativ-
nich podminek. Identifikace a charakteri-
zace epitopl je zasadni pro vyvoj novych
protilatek i ochranu dusevniho vlastnictvi
v biofarmaceutickém prdmyslu [23,24].
HDX-MS je vhodna metoda pro iden-
tifikace linearnich i konformacnich epi-
topd, jak ukazuje nasledujici ptiklad.
Zhang et al analyzovali epitop u aler-
genu (Ana o 2) z kedu ofiskl v komplexu
s dvéma protilatkami (2B5 a 1F5) [25].
Vysledek odhalil, Ze protilatka 2B5 in-
teraguje s linedrnim epitopem, zatimco
protilatka 1F5 pro vazbu potiebuje epi-
top konformacni. HDX-MS v tomto pfi-
padé umoznila presné lokalizovat epi-
top, a to s vynaloZzenim mensiho usili,
nez vyzaduji konvenéni metody epitopo-
vého mapovani. V nékterych pfipadech
je v8ak vhodné kombinovat vice metod,
jako tomu bylo u epitopového mapovani
meningokového lipoproteinu fHbp (fak-
tor H vazajici protein) [26]. V tomto pfi-

padé byla pouzita HDX-MS i rentgenova
krystalografie. Nalezeny epitop byl kon-
formacni povahy, coz vysvétlilo, pro¢ se
v pfedchozich experimentech vyuZiva-
jicich klasické metody epitopového ma-
povani (napf. fdgovy display) nepoda-
filo epitop dostatecné charakterizovat.
Popsany epitop slouZi k pripravé synte-
tické peptidové vakciny obsahujici imu-
nodominantni epitop navrzeny dle vy-
sledk(l z epitopového mapovani.

HDX-MS a vliv posttransla¢ni modifikace
na strukturu proteinu

Posttranslacni modifikace proteinovych
biofarmaceutik mohou vznikat pfirozené
(glykosylace, fosforylace, metylace...)
nebo uméle (PEGylace, konjugace s léky)
v zavislosti na vyrobnim procesu a po-
Zadavcich. Kromé detekce a identifi-
kace PTM je u biofarmaceutik nutné ové-
fit, zdali pfitomnost dané PTM ovliviuje
strukturu proteinu a tim i jeho funk¢-
nost. Napfiklad u glykosylaci, které patfi
mezi nejcastéjsi PTM, byl prokazan vliv
na sklddani proteinu, vazby s interak¢-

nimi partnery i na imunitni odpovéd

organizmu [27].

Houde et al ve své studii pomoci HDX-
-MS srovnavali ucinek glykosylace na
konformaci monoklonalnich IgG1 pro-
tildtek [28]. Vysledky ukazaly, Ze oxi-
dace a galaktosylace methioninu ovliv-
nila strukturu IgG1, zatimco fukosylace
na ni neméla zadny vliv. Z uméle vytvo-
fenych modifikaci jsou velice zajimavé
konjugaty protilatky s lékem (antibody-
-drug conjugate — ADC) tvofené speci-
fickou tumor rozpoznavajici protilatku
s navazanym chemoterapeutikem, které
je takto zacileno pfimo do nadorové
buriky. Nezbytnym krokem ve vyvoji no-
vych ADC je ovéfeni, zdali vazba Iéku
s protildtkou nezplsobuje zmény ve
strukture protildtky, k ¢emuz je mozné
vyuzit prdvé metodu HDX-MS [29].

HDX-MS a protein-ligandové interakce
Kromé charakterizace samotnych protei-
novych léciv je mozné metodu HDX-MS
vyuzit i ke sledovani G¢inku nizkomole-
kuldrnich 1éciv na cilové proteiny. Takto
Ize pozorovat, zdali 1é¢ivo interaguje
s predpokladanou oblasti ¢i zdali dokaze
zménit konformaci proteinu na aktivni ¢i
neaktivni formu.

HDX-MS byla napf. pouzita pro ové-
feni interakce mezi navrzenym nizkomo-
lekularnim ligandem a onkoproteinem
Reptin [30]. Analyza potvrdila protein-
-ligandovou interakci a navic s pres-
nosti na peptidy urcila interakéni misto.
Obdobné i v pfipadé proteinu MDM2
HDX-MS potvrdila interakci s nizkomole-
kuldrnim ligandem Nutlin-3 [31].

Zaveér

Vzrlstajici poptdvka po novych bio-
farmaceutikach vytvafi tlak na vyvoj
analytickych metod schopnych léciva
kompletné analyzovat s vysokou repro-
ducibilitou a ve velkych mnozstvich.
Metoda MS si jiz nasla své stabilni misto
pro analyzu primarni struktury proteint
a propojenim s novymi technikami se
pomalu stava nepostradatelnou i pro
charakterizaci proteinovych konfor-
maci a vazeb s interakénimi partnery.
Zejména spojeni s HDX je zajimavé pro
biofarmaceuticky primysl, jelikoz do-
kdze snadno odpovédét na otdzky ty-
kajici se komplexni struktury bio-
farmaceutik, jejich dynamickych zmén
a interakci a navic umoznuje proces od
pfipravy vzorkl az po vyhodnocovéni
dat z velké ¢asti automatizovat.
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