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Přehled

Využití metody vodík/ deuteriové výměny  
v biofarmaceutickém průmyslu

Utilization of Hydrogen/ Deuterium Exchange  
in Biopharmaceutical Industry

Coufalová D., Vojtěšek B., Hernychová L.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Vývoj biofarmaceutik je nejrychleji se rozvíjející oblastí dnešního farmaceutického 
průmyslu. Analýza proteinových terapeutik je však velice náročný úkol kvůli jejich velikosti 
a komplexnosti prostorové struktury. Jakékoliv změny v primární, sekundární, terciální či kvar-
terní struktuře proteinů mohou mít výrazný vliv na jejich funkci, účinnost a v neposlední řadě 
i toxicitu. Hmotnostní spektrometrie se v minulosti osvědčila jako kvalitní nástroj pro analýzu 
primární struktury proteinů (aminokyselinové sekvence) a v posledních letech je díky rozvoji 
nových metod schopná analyzovat i vyšší proteinové struktury. Jednou z těchto nových metod 
je vodík/ deuteriová výměna (HDX). HDX je založena na výměně amidových vodíků aminoky-
selinového řetězce za deuteria z okolního roztoku. Vodíky nacházející se na povrchu proteinu 
jsou za deuteria vyměňovány mnohem rychleji než vodíky schované uvnitř proteinu. Získané 
výsledky z HDX metody mohou poskytnout informace o prostorové struktuře proteinu a také 
o protein-proteinových a protein-ligandových interakcí. Navíc analýzou výměny deuterií v růz-
ných časových intervalech může tato metoda poskytnout informace i o dynamických změnách 
proteinové struktury a dynamice proteinových interakcí. Vzhledem k možnostem, které tato me-
toda nabízí, se HDX stala atraktivní metodou pro charakterizaci proteinových biofarmaceutik. 
Cíl: Cílem tohoto přehledového článku je poukázat na možnosti využití hmotnostní spektrome-
trie v biofarmaceutickém průmyslu se zaměřením na metodu HDX a její 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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Úvod
Vývoj biofarmaceutik, z  nichž největší 
část představují protilátky a  rekombi-
nantní proteiny, je jednou z nejvíce dyna-
micky se rozvíjejících oblastí farmaceu-
tického průmyslu. Biofarmaceutika však 
nejsou žádným nováčkem mezi používa-
nými léčivy a např. rekombinantní pro-
tein inzulin je k  léčbě diabetu úspěšně 
užíván již několik desítek let. Proteinová 
léčiva se od standardních nízkomoleku-
lárních léčiv liší nejen svoji velikostí do-
sahující až stovky kDa, ale i svou vysokou 
komplexitou. Kvůli ní vyžaduje navrho-
vání nových biofarmaceutik zcela od-
lišný přístup. Prostorové uspořádání 
a  funkce nízkomolekulárních léčiv jsou 
přímo závislé na jejich struktuře. U pro-
teinů je situace složitější, neboť protein 
se stává funkčním až po sbalení do na-
tivní konformace, obvykle za účasti dal-
ších proteinů (chaperonů). Nesprávně 
složené proteiny podléhají agregaci 
in vivo i in vitro a stávají se cílem proteáz. 
Navíc kromě ztráty funkce může agre-
gace proteinů spouštět nežádoucí imu-
nitní odpověď. Přes všechny obtíže, které 
přináší analýza biofarmaceutických pro-
duktů, nabízejí proteinová léčiva uni-
kátní vlastnosti a  funkce, které nelze 
zastoupit malými syntetickými moleku-
lami. Mezi jejich velké výhody patří vy-
soká specificita, bezpečnost, méně ne-
gativních vedlejších efektů a  dlouhá 
životnost v organizmu.

Nepostradatelným nástrojem pro cha-
rakterizaci proteinových léčiv se stala 
hmotnostní spektrometrie (mass spekt-
rometry –  MS), která umožňuje analyzo-
vat nejen kovalentní strukturu, ale i kon-
formaci proteinů, její dynamické změny 
a interakce s dalšími proteiny či jinými li-
gandy [1,2]. V současné době je MS nej-
více využívaná pro charakterizaci ko-
valentní struktury proteinů, tedy jejich 
aminokyselinové sekvence, a posttrans-
lačních modifikací (PTM) [3,4].

Metody analýzy proteinové 
konformace
Mezi klasické metody studia proteino-
vých konformací patří rentgenová krys-
talografie a nukleární magnetická rezo-
nance (NMR). Obě metody se v minulosti 
ukázaly jako velice přínosné pro de-
tailní charakterizaci proteinové struktury 

a proteinových komplexů. Avšak vzhle-
dem k jejich limitujícím faktorům nejsou 
v řadě případů nejvhodnější volbou pro 
analýzu biofarmaceutik.

Rentgenová krystalografie je jedineč-
nou metodou pro určení absolutní pro-
storové struktury proteinů vč. polohy 
všech atomů a vazeb mezi nimi. Jak již 
vyplývá z názvu, tato metoda vyžaduje 
krystalizaci proteinu, což ovšem zne-
možňuje analýzu proteinů za fyziolo-
gických podmínek. Navíc částečně sba-
lené proteiny je obtížnější krystalizovat, 
proto při analýze roztoku se směsí slo-
žených a  částečně složených proteinů 
není možné určit poměr obou forem. 
Příbuzná metoda „X-ray scattering“, která 
umožňuje analýzu proteinů přímo v roz-
toku, je limitována nízkým rozlišením [5].

Oproti rentgenové krystalografii je 
vysokorozlišovací NMR schopná od-
halit detaily vyšších struktur vč. jejich 
dynamických změn. Metoda je však 
omezena maximální velikostí mole-
kul (~30  kDa), čímž je pro většinu bio
farmaceutických produktů nevyužitelná. 
Není tedy překvapením, že rutinní ana-
lýzy konformace a  stability proteino-
vých léčiv jsou stále závislé na klasických 
biofyzikálních metodách, jako jsou me-
tody spektroskopické (cirkulární dichroi-
zmus, fluorescence, UV absorpce, FTIR 
spektroskopie), kalorimetrie, analytická 
ultracentrifugace a gelová chromatogra-
fie [6]. Metody umožňují analyzovat pro-
tein za fyziologických podmínek, jejich 
nevýhodou je však nízké rozlišení a ne-
schopnost detekce dynamických změn 
proteinové konformace.

MS a analýza konformace 
proteinů
MS je další účinnou metodou pro ana-
lýzu struktury biopolymerů, avšak bez 
spojení s  jinými technikami umožňuje 
pouze charakterizaci aminokyselinové 
sekvence proteinů a  PTM. Teprve až 
s  rozvojem nových metod během po-
sledních dvou desetiletí došlo k  výraz-
nému rozšíření použitelnosti MS i  pro 
studium vyšších proteinových struk-
tur, jejich dynamických změn a  inter-
akcí s  proteiny či nízkomolekulárními 
ligandy. Přesto však většina aplikací zů-
stává i  nadále pouze doménou akade-
mických pracovišť, a  to zejména kvůli 

obtížné automatizaci celého postupu. 
Příkladem je chemické zesítění, které 
je vhodné pro studium proteinových 
struktur i  protein-proteinových inter-
akcí, ale poskytuje nízké výtěžky, a není 
tudíž zcela vyhovující pro specifické po-
žadavky biofarmaceutického průmyslu, 
který vyžaduje vysoké výtěžky, auto-
matizaci přípravy vzorků i vyhodnocení 
dat [7]. Naproti tomu metody přímé io-
nizace v elektrospreji (ESI) a vodík/ deu-
teriová výměna (HDX) ve spojení s MS si 
cestu do biofarmaceutických laboratoří 
již našly.

Přímá ESI-MS
Přímá ESI-MS využívá šetrné ionizace 
proteinů v ESI, která umožňuje transfer 
proteinů z kapalné fáze do plynné, aniž 
by došlo ke změně jejich konformace 
nebo narušení nekovalentních vazeb. 
Přímá ESI-MS je v  biofarmaceutickém 
průmyslu nejčastěji používána ke studiu 
rozložení nábojových stavů a ke studiu 
protein-proteinových a protein-ligando-
vých interakcí [8,9]. Schopnost proteinu 
přijímat více nábojů během ionizace 
přímo souvisí s  jeho konformací, díky 
tomu je možné sledováním nábojových 
stavů a  zejména jejich změn deteko-
vat výrazné strukturní změny proteinů, 
a to např. jejich denaturaci [10]. Proteiny 
sbalené v nativní formě mají kompaktní 
strukturu, která je schopná přijmout re-
lativně malé množství nábojů. Naopak 
denaturované proteiny, ale i  proteiny 
s navázanými ligandy a proteinové oli-
gomery, které mají mnohem větší struk-
turu, dokážou přijmout mnohem větší 
počet nábojů. Z  hmotnostních spekter 
lze následně porovnáním populace píků 
s nízkým počtem nábojů a vysokým po-
čtem nábojů určit zastoupení jednotli-
vých forem proteinu.

Hlavními výhodami metody jsou její 
jednoduchost (nevyžaduje žádné zna-
čení ani imobilizaci proteinů), rych-
lost, nízká spotřeba vzorku a specificita 
(umožňuje přímo měřit vazebnou ste-
chiometrii a analyzovat směsné vzorky). 
Mezi nevýhody přímé ESI-MS patří nut-
nost měření proteinu v  roztoku vhod-
ném pro ionizaci, což v  řadě případů 
vylučuje možnost použití pufru optimál-
ního pro protein, a také nízké rozlišení, 
které sice dovoluje detekci strukturních 
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dem a bez ligandu, kde na ose x je doba 
inkubace a na ose y procento deuterace.

HDX-MS si rychle nachází cestu z aka- 
demických pracovišť do biofarmaceu
tických laboratoří, a to díky možnosti au-
tomatizace celého procesu od přípravy 
vzorků, přes jejich analýzu až po vyhod-
nocování dat [19,20]. Mezi její nejčastější 
použití v  biofarmaceutickém průmyslu 
patří epitopové mapování, studium vlivu 
PTM na strukturu biofarmaceutik, srov-
návací studie biofarmaceutik z různých 
produkcí a v neposlední řadě i analýza 
protein-ligandových interakcí, kterou lze 
využít ke screeningu potenciálních níz-
komolekulárních léčiv [12,21].

HDX-MS a srovnávací studie
Při výrobě biofarmaceutik je nutné za-
jistit srovnatelnost výsledných produktů 
mezi jednotlivými produkovanými šar-
žemi. Proteiny v nesprávné konformaci 
podléhají v  organizmu agregaci a  ná-
sledné degradaci a navíc mohou spouš-
tět odpověď imunitního systému. Změny 
v primární struktuře proteinů je možné 
snadno detekovat klasickou či tandemo-
vou MS, ale nemusí vypovídat nic o změ-
nách vyšších struktur. HDX-MS se ukázala 
být velice vhodnou ortogonální meto-
dou ke standardně používaným meto-
dám pro analýzu proteinových konfor-
mací, jako jsou cirkulární dichroizmus, 
kalorimetrie a  gelová chromatografie. 
HDX-MS navíc od těchto metod dokáže 
konformační změny lokalizovat v rámci 
aminokyselinové sekvence.

z okolí rychleji než vodíky tvořící vodí-
kové můstky nebo méně přístupné vo-
díky uprostřed proteinové struktury. 
Princip metody byl popsán již v 50. letech 
20. století při sledování výměny vodíků 
za deuteria u inzulinu [15]. K detekci vo-
díků vyměněných za deuteria byla dříve 
využívaná zejména NMR [16] a infračer-
vená spektroskopie [17], ale širšího vyu-
žití se tato metoda dočkala až po jejím 
spojení s  MS  [18]. Vlivem výměny jed-
noho atomu vodíku za jeden atom deu-
teria vzroste molekulová hmotnost pro-
teinu o jednotku a tuto změnu je možné 
přesně detekovat právě hmotnostním 
spektrometrem.

Základní schéma HDX-MS experi-
mentu je znázorněno na schématu  1. 
V  prvním kroku je protein inkubován 
za požadovaných podmínek s ligandem 
a bez ligandu. Výměnná reakce vodíků je 
zahájena přidáním pufru s D2O a ve sta-
novených časových intervalech je reakce 
zastavena okyselením na pH 2,5  a  za-
mražením v  tekutém dusíku. Před mě-
řením jsou vzorky rychle rozmraženy 
a naneseny na pepsinovou kolonu, v níž 
dochází ke štěpení proteinů. Vzniklé 
peptidy jsou separovány na analytické 
koloně a  analyzovány v  hmotnostním 
spektrometru. Hmotnostní spektra pep-
tidů jsou zpracována softwarem, který 
porovnává molekulové hmotnosti totož-
ných deuterovaných a nedeuterovaných 
peptidů a  vypočítává procenta deute-
race. Výsledkem jsou grafy pro jednot-
livé peptidy srovnávající protein s ligan-

změn proteinů, ale je již nedostačující 
pro lokalizaci změn v rámci aminokyse-
linové sekvence.

HDX-MS
HDX-MS je spolehlivá, robustní a  do-
statečně senzitivní metoda pro analýzu 
proteinové konformace, protein-protei-
nových interakcí, protein-ligandových 
interakcí a  agregace proteinů  [11,12]. 
Na  rozdíl od výše zmiňovaných metod 
dokáže nejen detekovat globální změny 
ve struktuře proteinu, ale je schopná je 
lokalizovat na aminokyselinové úrovni. 
Experimenty je navíc možné provádět 
v  pufrech za fyziologických podmínek, 
pH a přítomnosti solí [13].

Základním principem metody HDX-MS 
je schopnost proteinů vyměňovat své 
vodíky za vodíky přítomné v  okolním 
prostředí. Výměna se sice týká všech 
vodíků v  primární struktuře, ale pouze 
výměna amidových vodíků hlavního 
řetězce je touto metodou detekova-
telná [14]. Vodíky vázané v postranních 
řetězcích aminokyselin podléhají velice 
rychlé výměně, která je téměř neměři-
telná, zatímco vodíky vázané na uhlících 
hlavního řetězce jsou vyměňovány po-
malu, což neumožňuje sledování kon-
formačních změn proteinu v  žádaných 
časových intervalech. Rychlost výměny 
amidových vodíků je závislá na přítom-
nosti vodíkových můstků a lokalizaci vo-
díků v rámci prostorové struktury. Ami-
dové vodíky vystavené na povrchu 
proteinu jsou vyměňovány za vodíky 

Schéma 1. Schéma HDX-MS experimentu. 
Protein je nejprve inkubován samostatně a s ligandem po dobu potřebnou k vytvoření protein-ligandové interakce. Následně je přidá-
ním pufru s D2O zahájena reakce výměny deuterií, která je v požadovaných časových intervalech zastavena okyselením vzorku na pH 2,5 
a zamražením v tekutém dusíku. V dalším kroku je vzorek rychle rozmražen a dávkován na pepsinovou kolonu, kde dochází ke štěpení 
proteinu. Vzniklé peptidy jsou separovány na analytické koloně a měřeny hmotnostním spektrometrem. Výsledná data pro protein a pro-
tein s ligandem jsou porovnávána speciálním softwarem a výsledky jsou nejčastěji prezentovány formou grafů zobrazujících závislost 
procenta deuterace na délce deuterace.

MS – hmotnostní spektrometrie, LC – kapalinová chromatografie
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HDX-MS byla např. použita pro ově-
ření interakce mezi navrženým nízkomo-
lekulárním ligandem a  onkoproteinem 
Reptin  [30]. Analýza potvrdila protein-
-ligandovou interakci a  navíc s  přes-
ností na peptidy určila interakční místo.  
Obdobně i  v  případě proteinu MDM2 
HDX-MS potvrdila interakci s nízkomole-
kulárním ligandem Nutlin-3 [31].

Závěr
Vzrůstající poptávka po nových bio
farmaceutikách vytváří tlak na vývoj 
analytických metod schopných léčiva 
kompletně analyzovat s vysokou repro-
ducibilitou a  ve velkých množstvích.  
Metoda MS si již našla své stabilní místo 
pro analýzu primární struktury proteinů 
a  propojením s  novými technikami se 
pomalu stává nepostradatelnou i  pro 
charakterizaci proteinových konfor-
mací a  vazeb s  interakčními partnery.  
Zejména spojení s HDX je zajímavé pro 
biofarmaceutický průmysl, jelikož do-
káže snadno odpovědět na otázky tý-
kající se komplexní struktury bio
farmaceutik, jejich dynamických změn 
a interakcí a navíc umožňuje proces od 
přípravy vzorků až po vyhodnocování 
dat z velké části automatizovat.
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padě byla použita HDX-MS i rentgenová 
krystalografie. Nalezený epitop byl kon-
formační povahy, což vysvětlilo, proč se 
v předchozích experimentech využíva-
jících klasické metody epitopového ma-
pování (např. fágový display) nepoda-
řilo epitop dostatečně charakterizovat.  
Popsaný epitop slouží k přípravě synte-
tické peptidové vakcíny obsahující imu-
nodominantní epitop navržený dle vý-
sledků z epitopového mapování.

HDX-MS a vliv posttranslační modifikace 
na strukturu proteinů
Posttranslační modifikace proteinových 
biofarmaceutik mohou vznikat přirozeně 
(glykosylace, fosforylace, metylace…) 
nebo uměle (PEGylace, konjugace s léky) 
v  závislosti na výrobním procesu a  po-
žadavcích. Kromě detekce a  identifi-
kace PTM je u biofarmaceutik nutné ově-
řit, zdali přítomnost dané PTM ovlivňuje 
strukturu proteinu a  tím i  jeho funkč-
nost. Například u glykosylací, které patří 
mezi nejčastější PTM, byl prokázán vliv 
na skládání proteinu, vazby s  interakč-
ními partnery i  na imunitní odpověď 
organizmu [27].

Houde et al ve své studii pomocí HDX-
-MS srovnávali účinek glykosylace na 
konformaci monoklonálních IgG1  pro-
tilátek  [28]. Výsledky ukázaly, že oxi-
dace a galaktosylace methioninu ovliv-
nila strukturu IgG1, zatímco fukosylace 
na ni neměla žádný vliv. Z uměle vytvo-
řených modifikací jsou velice zajímavé 
konjugáty protilátky s lékem (antibody-
-drug conjugate –  ADC) tvořené speci-
fickou tumor rozpoznávající protilátku 
s navázaným chemoterapeutikem, které 
je takto zacíleno přímo do nádorové 
buňky. Nezbytným krokem ve vývoji no-
vých ADC je ověření, zdali vazba léku 
s  protilátkou nezpůsobuje změny ve 
struktuře protilátky, k čemuž je možné 
využít právě metodu HDX-MS [29].

HDX-MS a protein-ligandové interakce
Kromě charakterizace samotných protei-
nových léčiv je možné metodu HDX-MS 
využít i ke sledování účinku nízkomole-
kulárních léčiv na cílové proteiny. Takto 
lze pozorovat, zdali léčivo interaguje 
s předpokládanou oblastí či zdali dokáže 
změnit konformaci proteinu na aktivní či 
neaktivní formu.

HDX-MS byla použita pro srovnání to-
tožné monoklonální protilátky vyro-
bené ve třech různých výrobních pro-
cesech  [22]. Pro analýzu vzorků byla 
použita globální i  lokální analýza a au-
tomatizovaný systém pro přípravu i mě-
ření vzorků. Výsledky ukázaly, že mezi 
vzorky nebyly změny na globální pro-
teinové úrovni ani na lokální peptidové 
úrovni. Analýza stejných vzorků protilá-
tek byla pro srovnání provedena i v jiné 
laboratoři vybavené stejným hmotnost-
ním spektrometrem, ale bez automa-
tizovaného systému přípravy vzorků. 
Výsledná data též potvrdila, že mezi 
analyzovanými protilátkami není rozdíl 
v proteinové struktuře.

HDX-MS a epitopové mapování
Epitopové mapování je přístup sloužící 
k popisu specifické interakce mezi para-
topem protilátky a  epitopem antigenu. 
Vzniklý komplex protilátka-antigen může 
aktivovat imunitní odpověď organizmu 
nebo inaktivovat antigen. Epitopy se dělí 
na lineární a konformační. Lineární epi-
topy jsou definované aminokyselino-
vou sekvencí a  denaturace neovlivňuje 
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topů je funkce úzce spjatá s jejich prosto-
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Zejména charakterizace konformačních 
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tigeny i  protilátky analyzovat za nativ-
ních podmínek. Identifikace a charakteri-
zace epitopů je zásadní pro vývoj nových 
protilátek i ochranu duševního vlastnictví 
v biofarmaceutickém průmyslu [23,24].
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tor H vázající protein) [26]. V tomto pří-
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