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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Ondrej Hyvnar
Skolitel: PharmDr. Juraj Lenco, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Top-down, middle-up a bottom-up RPLC analyzy

biofarmaceutik pomoci jedné kolony

V soucasné dobé jsou pro top-down, middle-up i bottom-up analyzy biofarmaceutik
pomoci kapalinové chromatografie potfeba rizné kolony. Hlavnim cilem této prace bylo
zjistit, jestli je mozné pouzit na vSechny tyto typy analyz novou kolonu BioResolve RP
mAb Polyphenyl firmy Waters, ur€enou primarné k top-down a middle-up analyzam.
Analyzovany byly biofarmaceutika trastuzumab, bevacizumab, panitumumab
a aflibercept a to jako intaktni pro top-down analyzy, redukované, Stépené protedzou
IdeS, Stépené protedzou IdeS a redukované pro middle-up analyzy a Stépené
endopeptiddzou Lys-C a trypsinem pro bottom-up analyzy. Top-down a middle-up
analyzy byly provedeny na kapalinovou chromatografii s UV detekci. Ovérovali jsme pfi
nich schopnost kolony analyzovat takto pfipravené biofarmaceutika v nasich
podminkach. Zjistili jsme, Ze prestoze si kolona dokazie poradit i sintaktnimi
biofarmaceutiky, tak lepsi vysledky podava pfi middle-up analyzach. Bottom-up analyzy
byly provedeny kapalinovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii a zde
byla kolona BioResolve porovnavana s kolonou Acquity UPLC CSH Cig, kterd byla
vyvinuta pro bottom-up analyzy protein(. PrestoZe kolona Acquity podavala lepsi
vysledky, mGzeme z vysledkl fict, Ze kolona BioResolve je vhodna i pro bottom-up
analyzy. V posledni ¢asti prace jsme se pokouseli sjednotit mobilni faze tak, aby bylo
mozné provadét top-down, middle-up a bottom-up analyzy sjednim systémem
mobilnich fazi. Zjistili jsme, ze pfidanim 10 % 1-butanolu do slozky B mobilni faze
okyselené 0,1% FA ziskdme systém mobilnich fazi vhodny pro top-down, middle-up

i bottom-up analyzy kompatibilni s MS.

Klicova slova: Proteomickd analyza, biofarmaceutika, peptidy, LC-UV, LC-MS, reverzni

faze



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Ondrej Hyvnar

Supervisor: PharmDr. Juraj Lenco, Ph.D.

Title of diploma thesis: Top-down, middle-up and bottom-up RPLC analyses of

biopharmaceuticals using a single column

Nowadays, different columns are needed for top-down, middle-up and bottom-up
analyses of biopharmaceuticals using liquid chromatography. The aim of this thesis was
to determine whether it is possible to use for all these types analyses a new column
BioResolve RP mAb Polyphenyl of the company Waters, intended mainly for top-down
and middle-up analyses. The biopharmaceuticals trastuzumab, bevacizumab,
panitumumab and aflibercept were analyzed as intact for top-down analysis, reduced,
cleaved by IdeS protease, cleaved by IdeS protease and reduced for middle-up analysis
and cleaved by endopeptidase Lys-C and trypsin for bottom-up analysis. Top-down and
middle-up analyses were performed using liquid chromatography with UV detection.
We verified the ability of the column to analyze biopharmaceuticals prepared this way
in our conditions. We found that although the column can handle intact
biopharmaceuticals, it gives better results in middle-up analyses. Bottom-up analyzes
were performed using liquid chromatography coupled with mass spectrometry, where
the BioResolve column was compared to Acquity UPLC CSH Cis column developed for
bottom-up analyses of proteins. Although the Acquity column gave better results, we
can conclude from the results that the BioResolve column is also suitable for bottom-up
analyzes. In the last part of this thesis, we tried to unify the mobile phases so that it is
possible to perform top-down, middle-up and bottom-up analyses with one system of
mobile phases. We found that by adding 10% 1-butanol to component B of the mobile
phase acidified with 0.1% FA, we obtain a mobile phase system suitable for top-down,

middle-up and bottom-up analyzes compatible with MS.

Keywords: Proteomic analysis, biopharmaceuticals, peptides, LC-UV, LC-MS, reverse

phase
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1. UVOD

Diky jejich vysoké terapeutické ucinnosti a malym vedlejSim Gcinkiim jsou terapeutické
monoklondlni protildtky dnes jiz Siroce pfijimany jako cenné mozZnosti |éCby pro
onkologické, hematologické, dermatologické a revmatologické [1][2]. V soucasné dobé
je schvaleno Food and Drug Administration v USA a Evropskou agenturou pro lécivé
pfipravky v EU vice nez 80 terapeutickych monoklonalnich protilatek. Terapeutické mAb
jsou velmi heterogenni skupinou I|écCiv, protoze jsou produkovany biologicky
z kultivovanych ~ bunék. Béhem  procesu vyroby se analyzuje jejich
heterogenita, produkce agregatl a multimerU. Analyza terapeutickych monoklonalnich
protildtek je nezbytnd pro predklinicky farmakokineticky vyzkum a toxikokinetickou
analyzu pfti vyvoji l1ékd. Tyto analyzy predstavuji vyzvu, jelikoZ pro kazdy proteomicky
pfistup (top-down, middle-up nebo bottom-up) je potreba jiné kolony, aby separace

méla dostatecné rozliseni.

V této diplomové praci ovéfujeme, zdali je mozné provézt vSechny analyzy na jedné
koloné. Jedna se o kolonu BioResolve RP mAb Polyphenyl firmy Waters, ktera je uréena
pfedevSim na analyzu intaktnich monoklonalnich protilatek a jejich retézcl. Kolona
obsahuje povrchové porézni Castice o velikosti 2,7 pum. Na rozdil od jinych kolon
uréenych pro separaci na reverzni fazi vyuzivajicich nejcastéji stacionarni faze s C18,
vyuZiva kolona BioResolve Castice oxidu kfemicitého funkcionalizované patentovanym
procesem polyfenylové vazby. V predchozich studiich bylo prokazano, Ze tato kolona

poskytuje lepsi vysledky nez klasické C18 kolony pro top-down a middle-up analyzy.

Tuto kolonu testujeme pomoci ¢tyr biofarmaceutik, z nichz tfi jsou protilatkové a jedno
je Fc-fuzni protein. Trastuzumab je humanizovand monoklondlni protilatka pouzivana
pfi |écbé HER2-pozitivniho karcinomu prsu a Zaludku. Bevacizumab je také
humanizovana monoklonalni protilatka pouzivana pfi |écbé karcinomu plic, délozniho
Cipku, prsu a ledvin. Panitumumab je lidska monoklonalni protildtka pouzivana k |é¢bé
karcinomu tlustého stfeva a koneéniku, pokud v nddoru neni pfitomna mutace genu
RAS. Aflibercept je Fc-flzni protein vytvoreny spojenim Fc domény lidské protilatky

s VEGF receptorem. Pouziva se pfi |é¢bé karcinomu tlustého stfeva a konecniku [3].



V této praci se zamérujeme na bottom-up analyzy téchto biofarmaceutik na koloné
BioResolve RP mAb Polyphenyl a srovnani vysledk( s kolonou Acquity CSH C18 vyvinutou

pravé pro tyto analyzy.



2. CILPRACE

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, jestli se na koloné BioResolve RP mAb Polyphenyl
450 A, 2,7/0,4 pm, 2,1 x 150 mm vyvinuté pro separace v ramci top-down a middle-up
analyz biofarmaceutik daji provadét také bottom-up analyzy. Schopnosti kolony pfi top-
down a middle-up analyzach jsou jiz dostate¢né popsany. Zbyvalo tedy tyto schopnosti
ovéfit v nasich podminkach a pripadné zjistit jaké ma kolona limity. DalSim Ukolem bylo
samotné ovéreni, jestli se tato kolona da pouzit pro bottom-up LC-MS analyzy
biofarmaceutika. Poslednim ukolem bylo zjistit, zdali Ize sjednotit mobilni faze tak, aby
bylo moZné provadét vSechny typy analyz, tj. top-down, middle-up a bottom-up analyzy

na jedné koloné s jednim systémem mobilnich fazi.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Proteiny a peptidy

Proteiny a peptidy jsou nezbytnou soucdsti zivé hmoty, soucasti vétSiny bunék, kde pini
rGzné ulohy a jsou s nimi spojeny veskeré Zivotni procesy organismu. Soubor proteinu
kédovanych genomem se nazyva proteom. Véda zabyvajici se proteomem, proteomika,
dale studuje proteinové izoformy, posttransla¢ni modifikace, interakce mezi nimi, jejich
strukturdlni popis a témér vse ostatni ,,postgenomické”. Na rozdil od organické chemie,
kde se mezi proteinem a peptidem rozlisuje podle délky jejich molekuly, je v proteomice
za peptid povazovan fetézec aminokyselin vznikly Stépenim proteinu bez ohledu na jeji

délku [4].

3.1.1 Struktura proteint

Zakladnimi stavebnimi prvky molekul peptid( a protein(i jsou aminokyseliny. Ty jsou
z chemického hlediska substitu¢ni derivaty karboxylové kyseliny, presnéji
aminokarboxylové slouceniny. Jak ndzev napovida, aminokyselina je charakterizovana
karboxylovou skupinou a jednou nebo vice aminovymi skupinami. Pokud jsou obé
skupiny pfipojeny k prvnimu uhliku, jsou to a-aminokyseliny. Reakce karboxylové
skupiny jedné aminokyseliny s aminovou skupinou jiné aminokyseliny vede k peptidové
vazbé podle obrazku 1, cozZ je zakladni princip syntézy protein(. V pfirodé existuje vice
nez 300 aminokyselin, ale pouze 20 z nich je vazanych v proteinech prokaryotnich
i eukaryotnich organismu. Takové aminokyseliny se oznacuji jako kddované. Strukturné
se jednd o L-a-aminokyseliny. Kazdd kédovana aminokyselina ma svoji mezinarodni
tfipismennou a jednopismennou zkratku. VSechny kdédované aminokyseliny kromé
glycinu maji v molekule chirdlni a-uhlik. V proteinech se vyskytuji pouze L-enantiomery

[5-7].
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Obrazek 1: Vznik peptidové vazby (prevzato z [8]).

Aminokyseliny Ize délit podle rlznych hledisek. Podle polarity postranniho retézce jsou
rozdéleny na poldrni a nepolarni. Nepoldrni aminokyseliny maji pouze uhlik a vodik
v postrannim tetézci, jsou hydrofobni. Naproti tomu polarni aminokyseliny jsou
hydrofilni a obsahuji atomy kysliku, siry nebo dusiku v postrannim fetézci. Dle poctu
aminoskupin a karboxylovych skupin se déli na neutralni, zasadité a kyselé. Podle
produktl jejich katabolismu se déli na ketogenni, glukogenni a smisené. DalSim
aspektem, kterym se aminokyseliny rozlisuji je to, zda mohou byt syntetizovény
organismem ¢i nikoli, a to na esencialni a neesencidlni. Neesencialni [atky mohou byt
syntetizovany v téle z metabolickych meziprodukt(, takze lidské télo nezavisi na jejich
pfijmu potravy, jako je tomu u esencialnich aminokyselin. Mezi esencialni aminokyseliny
patfi aminokyseliny s rozvétvenym rtetézcem. V tabulce 1 je prehledné srovnani

aminokyselin, jejich kodl a struktur [5-7][9].

Tabulka 1: Pfehled aminokyselin (prepracovdno dle [10]).

Nazev Kod Mw [Da] | Charakteristika | Struktura
0
Alanin Ala(A) | 8910 | Nepoldrni Ho A,
NHa
by “/ﬁi
Arginin Arg (R) | 174,20 | polarni, zasaditd | pn"~n OH
H NH.
o
Asparagin Asn (N) | 132,12 | polarni HzN OH
O NHp
Kys. asparagova | Asp (D) | 133,11 Polarni, kyseld HO OH
O  NH.
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Cystein Cys (C) | 121,12 | polrni HS OH
,\,ﬁl\
o )
Kys. glutamové | Glu (E) | 147,13 | pol4rni, kysela HOJ\/\I)LOH
NH2
146,15 i i
Glutamin GIn (Q) ) Polarni HaN OH
)k/\,,lﬁ:\
i 75,07 A rni Q
Glycin Gly (G) , Nepolarni HoN \)LOH
[e]
Histidin His (H) | 155,16 | polarni, zasadita Yy H
ﬁ 2
CH; O
Izoleucin lle (1) 131,18 | Nepolarni ch\_/i\HKOH
NHa
o)
Leucin Leu (L) |13L,18 | Nepolarni HsC OH
CHs NH,
(o]
Lysin Lys (K) | 146,19 | polarni, zdsadita Hoj\rhf‘f“"”m
) « HEI
149,21 i
Methionin Met (M) , Nepolarni HiCS OH
\/\hﬁj
o)
Fenylalanin Phe (F) | 165,19 | Nepolarni @/\(u\o,..
NH;
Prolin Pro(P) | 11513 Nepolarni Q\H/OH
H 0o
105,09 i
Serin Ser (S) , Polarni HO OH
/\,‘qji\
119,12 P
Threonin Thr (T) ’ Polarni HaC OH
[w]
Tryptofan Trp (W) | 204,23 | Nepolarni o on
H 2
[o]
Tyrosin Tyr(Y) | 18L19 | polarni OH
HO MNH2
CH; ©
Valin val (v) | 117,15 | Nepolarni Hac)\.)J\OH
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Sekvence aminokyselin v proteinu je kddovana v DNA. Proteiny jsou produkovany tak,
Ze nejprve transkripci za pouZiti DNA dojde k vytvofeni mRNA. Ta se pfi translaci na
ribozomech pouzije jako templat pro vedeni syntézy retézce aminokyselin, ktery tvofi
protein. Zatimco aminokyselinova sekvence tvofi primarni strukturu proteinu a definuje
chemicko-fyzikalni vlastnosti proteinu, biologické vlastnosti proteinu zdavisi predevsim

na sekundarni a terciarni strukture [11][12].

Useky proteind nebo peptidd maji odli§né, charakteristické lokalni strukturni
konformace nebo sekundarni strukturu zavislé na vodikovych vazbdach. Dva hlavni typy
sekundarni struktury jsou a-helix a B-skladany list. A-helix je vinuty pravotocivy pramen.
Substituenty postranniho fetézce aminokyselinovych skupin v a-helixu sahaji ven.
Vodikové vazby se tvofi mezi kyslikem kazdé vazby C=0 ve vldkné a vodikem kazdé N-H
skupiny ¢tyfi aminokyseliny pod nim ve Sroubovici. Diky vodikovym vazbam je tato
struktura obzvlasté stabilni. Vodikové vazby v B-sklddaném listu jsou spiSe mezi fetézci
neZ uvnitf retézcu. Listova konformace se sklada z pard retézcl lezicich vedle sebe.
Karbonylové kysliky v jednom fetézci se vazi s amino vodiky sousedniho fetézce. Tyto
dva retézce mohou byt bud paralelni nebo antiparalelni v zavislosti na tom, zda jsou
sméry vldken (N-konec k C-konci) stejné nebo opacné. Antiparalelni B-sklddany list je
stabilné;si diky Iépe vyrovnanym vodikovym vazbam [11][12].

Celkovy trojrozmérny tvar molekuly proteinu se nazyva terciarni struktura. Molekula
energii. Trojrozmérny tvar proteinu je vytvaren mnoha stabilizacnimi silami v disledku
vazebnych interakci mezi skupinami postrannich fetézc aminokyselin. Za fyziologickych
podminek maji hydrofobni postranni fetézce neutralnich nepolarnich aminokyselin, jako
je fenylalanin nebo isoleucin, tendenci byt ukryté uvnitf molekuly proteinu, ¢imz je
chrani pred vodnym prostfedim. Alkylové skupiny alaninu, valinu, leucinu a isoleucinu
Casto vytvareji mezi sebou hydrofobni interakce, zatimco aromatické skupiny, jako jsou
fenylalanin a tyrosin, se ¢asto skladaji dohromady. Tvorba disulfidovych mUstk( oxidaci
thiolovych skupin na cysteinu je dulezitym aspektem stabilizace terciarni struktury
proteinu, coZz umoznuje kovalentné drzet pohromadé rizné ¢asti proteinového retézce.
Kromé toho se mohou tvofit vodikové vazby mezi rGznymi skupinami postrannich

fetézcu. Stejné jako u disulfidovych mustk(i mohou tyto vodikové vazby spojit dvé c¢asti
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fetézce, které jsou v urcité vzdalenosti od sebe, pokud jde o sekvenci. Solné mustky
a iontové interakce mezi pozitivné a negativné nabitymi misty na aminokyselinovych

postrannich fetézcich také pomahaji stabilizovat tercidrni strukturu proteinu [11][12].

Mnoho protein( je tvorfeno nékolika polypeptidovymi rfetézci, asto oznacovanymi jako
proteinové podjednotky. Tyto podjednotky mohou byt stejné (homodimery), nebo
odlisné (heterodimery). Kvartérni struktura odkazuje na to, jak tyto proteinové
podjednotky interaguji navzdjem a usporadavaji se tak, aby vytvofily vétsi agregovany
proteinovy komplex. Konecny tvar proteinového komplexu je opét stabilizovan rdznymi
interakcemi, véetné vodikovych vazeb, disulfidovych mUstk( a solnych mastk(. Vsechny

stupné proteinové struktury jsou zobrazeny v obrazku 2 [11][12].

STUPNE PROTEINOVE STRUKTURY

Primarni struktura

% 0_ 8
H o H 0 H P
I} } I} S N~
c--c/ﬁ"‘c’c‘\ c/N‘C’C\N B/ﬁ‘ﬂ N F\rc H
H sxczg I\G/H 0
1 i 1 lil i '&"I:ub
i 7 ¥ 0 T
H ot P g
N-p-C~N-C \N-‘c/cxﬂ_—c’c"‘ﬁ«.czc H N
&t | e
0 H g 0 g}
b A
R-skladany list FreA,
- | 0 !
: 0
""""""" a-helix
Terciarni struktura Kvarterni struktura

o SUBSH

W R }
90/ "/

Obrdzek 2: Stupné proteinové struktury (prevzato z [13]).
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3.1.2 Posttranslacni modifikace

Posttranslacni modifikace (PTM zangl. Post-translational Modifications) proteind
zahrnuji kovalentni modifikaci postrannich fetézcl aminokyselin nebo N- a C- koncl
proteinu. Existuji dva hlavni typy PTM. Prvni zahrnuje enzymatické kovalentni pfidani
malych molekul (napf. fosfatové skupiny pfi fosforylaci) nebo polypeptidu
(napf. ubikvitinu pfi ubikvitinaci) k aminokyselindam, zatimco druha zahrnuje
proteolytické Stépeni polypeptidového tfetézce. Mezi nejbézinéjsi typy pridavani PTM
patfi fosforylace, acetylace, methylace, ubikvitinace a glykosylace (obrazek 3) z vice nez

450 rtznych typl PTM dokumentovanych v databazi Uniprot [14].

HN

HaN- 0 MML - Monomethyllysin
wOH Lysin H2N>LN\H_\_(}L0H Arginin

NHe NH, DML - Dimethyllysin
_'XC"AH 0 H\I\)—NH Q . .
\—QOH MML HyC-NH \—\_ZLOH MMA  TML -Trimethyllysin
NH, NH,
HiC, . MMA - Monomethylarginin
N
\/’\ 2 OH DML H—,C*\l?—i_NH 9 o+ SDMA L
HC SDMA - symetricky
o Nt NH dimethylarginin
7113 HN
iR 0 YN 0
L TML
EHy oH He—N \—\_QLOH ADMA ADMA - asymetricky
NH, o NH, dimethylarginin
CH.
o=

NH: [o]
\—\_?—OH Acetyllysin
HO

NH,
[e] (o] [e]
HO -OH . HO OH " OH .
\_2L Serin >_2L Threonin Tyrosin

NH, HiG  NH, 0 NH,
o\p/
~
/ So
[¢]

o
[e]
o0—b_o ] OH . oo % OH . N/ oH .
i \_ZL Fosfoserin it >_?_ Fosfothreonin Fosfotyrosin

NH, He N NH,

Obrazek 3: Chemické struktury castych PTM (pfevzato z [15]).

Existuje mnoho biologickych funkci posttranslacnich modifikaci. Jednim ze zpUsobd,
kterym pridani PTM reguluje aktivitu proteinu je zména konformace cilového proteinu.
Tato funkce je dobfe zdokumentovana pro fosforylaci. Dalsi posttranslacni modifikace
plsobi jako subceluldrni lokaliza¢ni signal (napt. fosforylace, methylace, ubikvitinace),
zatimco modifikace mastnych kyselin lze pouzit k ukotveni proteinu k membranam.
Modifikace mohou také ovlivnit polocas rozpadu proteinu. Napfiklad polyubikvitinace
proteinu jej mlzZe oznacit pro degradaci cestou ubikvitin-proteazom, zatimco N-
terminalni modifikace jsou dobre zndmy pro regulaci stability proteinu. Pfitomnost PTM

muzZe také ovlivnit skladani a rozpustnost proteinu [16—20].
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3.2 Monoklondlni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou produkovany B bunikami. Technika hybridom( zavedena
Kohlerem a Milsteinem v roce 1975 umoznila ziskat Cisté mAb (z angl. Monoclonal
Antibody) ve velkém mnozstvi, coZ znacné zvysilo zakladni vyzkum a potencial pro jejich
klinické pouziti. Dalsi védecky a technologicky pokrok umoznil také Uspésny prenos mAb
na terapii. Je zfejmy rostouci vyznam terapeutickych mAb, protoZze mAb se za poslednich
25 let staly prevladajici modalitou lé¢by rdznych onemocnéni. BEéhem této doby diky
zasadnimu technologickému pokroku byl objev a vyvoj terapeutickych mAb rychlejsi
a efektivnéjsi. Od roku 2008 bylo schvdleno 48 novych mAb, coz na konci roku 2017
podle americké FDA (z angl. Food and Drug Administration) pfispivd k celkovému

celosvétovému trhu 61 mAb v klinickém pouziti [21].

3.2.1 Stavba protilatek

Lidské imunoglobuliny jsou proteiny ve tvaru ,Y“ sloZzené ze dvou identickych lehkych
fetézcl a dvou identickych tézkych fetézc(. V pfirozenych systémech se sparovany jeden
lehky fetézec s jednim tézkym retézcem spojuje s jinym identickym heterodimerem
za vzniku intaktniho imunoglobulinu. Lehky a tézky fetézec heterodimeru a dva tézké
fetézce heterodimeru jsou spojeny disulfidickymi mUstky. Lidské lehké fetézce mohou
byt jednou ze dvou funkéné podobnych tfid, k nebo A. Obé tfidy lehkého fetézce maiji
dvé domény, konstantni doménu a variabilni doménu. Ve srovnani tézké retézce lidské
protildtky mohou byt jednim z péti izotypQ, IgA, 1gD, IgE, 1gG a IgM, z nichz kazdy ma
nezavislou roli v adaptivnim imunitnim systému. IgA, IgD a IgG maji tfi konstantni a jednu
variabilni doménu. IgE a IgM maji jednu variabilni a Ctyfi konstantni domény. Izotypy IgA
a IgM maji navic dalsi J-fetézec, ktery umoznuje tvorbu dimer( a pentamer(. Ostatni

izotypy jsou monomerni [22].

Intaktni molekula protildtky ukazana na obrazku 4 ma tfi funkéni slozky. Dva
Fab-fragmenty a Fc-fragment, pricemz dva Fab jsou spojeny s Fc zavésovou oblasti, ktera
umoziuje Fab velky stupen konformacni flexibility vzhledem k Fc. Oba Fab maji identicka
vazebnd mista pro vazbu na specificky cilovy antigen. Dvojice Fab se skldda z dvojice
variabilnich domén lehkého a tézkého retézce. Naproti tomu glykosylovana Fc oblast

se vaZze na ruzné receptorové molekuly a poskytuje profil efektorové funkce, ktery
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urcuje, jak protilatka interaguje s jinymi slozkami adaptivniho a humoralniho imunitniho

systému [23].

NH,, NH,
NH,

VARIABILNi
DOMENY
L+H

VARIABILNI
DOMENY
L+H

KONSTANTNI
DOMENY
L+H

KONSTANTN
DOMENY
L+H

Fab

Zavésova
oblast

Fab

Lehky Fetézec &\ qnsTANTNI

DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Fc

KONSTANTN
DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Tézky fetezec

COOH COOH

Obrazek 4: Struktura molekuly imunoglobulinu (pFevzato z [24]).

3.2.2 Vyroba monoklonalnich protilatek

Milstein a Kdhler vyvinuli prvni techniku pro stabilni produkci monoklonalnich protilatek
v roce 1975. Tato technika spociva ve vytvoreni hybridomu, stabilni hybridni bunky
schopné produkovat jeden typ protilatky proti specifickému epitopu pritomnému
v antigenu. Tato technika spocivda v odebrani skupiny aktivovanych B lymfocytl
zimunizované mysi sleziny a jejich kombinaci s imortalizovanymi myelomovymi
burikami, které nejsou schopné produkovat enzym hypoxantin-guanin-
fosforibosyltransferazu (HGPRT z angl. hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase), dllezity enzym pritomny v zachranné cesté, coz je jedna
z odpovédnych cest pro vyrobu nukleotidu. Pro selekci hybridomovych bunék se soubor
bunék vzniklych fazi (smés hybridomovych bunék a nefizovanych B lymfocytl
a myelomovych bunék) kultivuje v selektivnim médiu obsahujicim aminopterin, ktery
inhibuje syntézu nukleotidi de novo. Myelomové buriky postradaji zachrannou cestu
pro produkci nukleotidl. KdyzZ jsou vystaveny aminopterinu pfitomném v selektivnim
mediu, je blokovana také syntéza de novo a ve vysledku nejsou myelomové burky

dlouhodobé aktivni. Naproti tomu neflizované aktivované B lymfocyty mohou prezit,
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protoze jejich zachranna cesta funguje perfektné a mohou pokracovat v produkci
nukleotidd, i kdyZ je de novo cesta blokovana aminopterinem. Tyto burnky vSak nejsou
zvécnény a mohou se replikovat jen omezené které nakonec zemrou. S ohledem na tuto
skute¢nost mohou pouze buriky schopné neomezené replikace a syntézy nukleotidl
zachrannou cestou prezit prostfednictvim podminek vybéru a tyto burky jsou
hybridomy. Takto vyrobené monoklondlni protilatky ale po nékolika aplikacich spusti

lidskou protimysi protilatkovou odpovéd [25][26].

Velké zlepseni produkce monoklonalnich protilatek ptislo s vyvojem knihoven fagovych
displeju. Tato metodika pomahd zkoumat interakce mezi molekulami (protein-protein,
protein-peptid a protein-DNA) a v zasadé spociva v klonovani gent kddujicich oblast Fab
amplifikovanych z B lymfocytl do bakteriofagovych plazmidovych vektor(l. Pak mliZe byt
bakterie transformovdna s témito vektory, ¢imz dojde k expresi heterolognich gen(
z virové kapsidy. Tato kapsida obsahuje virové proteiny a proteiny kddované sekvenci
Fab pfijatou touto konkrétni burikou. Jakmile je knihovna Uplnd, mlze byt afinita mezi
proteiny produkovanymi z rliznych Fab oblasti testovdna proti poZzadovanému antigenu
a bunka transformovana plazmidem obsahujici tyto geny, mlze byt snadno
sekvenovana. Vyhody této metodiky jsou nasledujici: stejnd knihovna ma potencidl
generovat velké mnozstvi novych protilatek, jedna se o proces in vitro, takze nevyzaduje
kroky imunizace zvifat, a proto lze testovat toxické antigeny. Lze také testovat vétsi

rozmanitost antigen( a rychle ziskat molekuly protilatek [27][28].

Pfi vyrobé monoklondlnich protilatek, at uz extrakci z tkané Zivocicht nebo technikami
rekombinantni DNA, vznika vysoka variabilita koneéného produktu. Aby bylo mozno
mezi nimi rozliSovat, prvni verze takto vyrobeného l|éciva je uréena jako referencni.
Nasledujici verze jsou oznadovany anglickym slovem ,biosimilars“ a mohou se lisit
posttranslacnimi modifikacemi nebo vyrobnim procesem. DalSi vyraz pouZivany
v souvislosti s monoklonalnimi protildtkami je ,biobetter”. Oznacuje molekuly

modifikované tak, aby mély lepsi farmakologické ucinky jako napfiklad vyssi aktivitu,

vV
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3.2.3 Monoklonalni protilatky schvalené pro lécbu onkologickych
onemocneni

K roku 2020 bylo americkou FDA schvdleno 35 monoklondlnich protilatek indikovanych
k 1écbé hematologickych, koznich nebo solidnich nadorovych malignit. U schvalenych
monoklondlnich protilatek pouzivanych pfi [é¢bé onkologickych onemocnéni byla
prokdzdna nebo navriena kombinace rdznych zplsobl plsobeni. Molekuldrni
mechanismy, kterych se to tykd, jsou zejména: primy cytotoxicky ucinek proti
rakovinovym  bunkam, inhibicni udcinek na promitogenni signdlni drahy
a imunomodulacni Uc¢inky vedouci k nepfimé destrukci rakovinnych bunék. V tabulce 2
je prehled monoklonalnich protildtek schvalenych FDA pro lécbu onkologickych
onemocnéni, jejich cilovy antigen a indikace. [31]

Tabulka 2: Prehled schvdlenych monoklondlnich protilatek pro lIécbu onkologickych
onemocnéni k roku 2020 (prevzato z [32]).

Nazev protilatky Cilovy antigen Indikace
Rakovina mocového méchyre,
Atezolizumab PD-L1 nemalobuné&&ny karcinom plic, triple
negativni karcinom prsu
Avelumab PD-L1 Urotelidlni karcinom, karcinom z
Merkelovych bunék
Bevacizumab VEGF Kolorektalni, rektalni, ovaridlni karcinomy,
glioblastom
Cemiplimab PD-1 KoZni spinocelularni karcinom
Cetuximab EGFR Kolorektalni karcinom, kozni
spinoceluldrni karcinom hlavy a krku
Daratumumab CD38 Mnohocetny myelom
Dinutuximab GD2 Neuroblastom
Durvalumab PD-L1 Rakovina mocového méchyre
Elotuzumab SLAMF7 Mnohocetny myelom
Ipilimumab CTLA-4 Mnohocetny myelom, karcinom ledviny
Isatuximab CD38 Mnohocetny myelom
Mogamulizumab CCR4 Kozni T-lymfomy
Necitumumab EGFR Nemalobunécny karcinom plic
Nivolumab PD-1 Melanom, rakovina plic a ledvin
Obinutuzumab CD20 Chronicka lymfaticka leukemie
Ofatumumab CD20 Chronicka lymfaticka leukemie
Olaratumab PDGFR Sarkom
Panitumumab EGFR Kolorektalni karcinom
Pembrolizumab PD-1 Melanom
Pertuzumab HER2 Rakovina prsu
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Ramucirumab VEGFR2 Rakovina Zaludku

Rituximab CD20 B-lymfom

Trastuzumab HER2 Rakovina prsu

Gemtuzumab ozogamicin CD33 Akutni myeloidni leukemie

Brentuximab vedotin cD30 HodkinlGv lymfom, anaplasticky
velkobunéény lymfom

Trastuzumab emtansine HER2 Rakovina prsu

Inotuzumab ozogamicin CD22 Akutni lymfoblasticka leukemie

Polatuzumab vedotin CD79B B-lymfom

Enfortumab vedotin Nectin-4 Rakovina mocového méchyre

Trastuzumab deruxtecan HER2 Rakovina prsu

Sacituzumab govitecan TROP2 Triple negativni rakovina prsu

Moxetumomab pasudotox CD22 Vlasatobunééna leukemie

Ibritumomab tiuxetan CD20 Nehodgkinsky lymfom

lodine tositumomab CD20 Nehodgkinsky lymfom

Blinatumomab CD19, CD3 | Akutni lymfoblasticka leukemie

Podle nazvu jednoduse rozezname cilovy antigen ¢i cilové onemocnéni a plivod
terapeutickych monoklondlnich protilatek. Prvni slabikou je unikatni predpona
identifikujici konkrétni produkt. Nasledujici slabika charakterizuje protilatku podle jejiho
cilového antigenu ¢i onemocnéni a slabika nasledujici identifikuje jeji plvod. Podle
pfipony -mab muzZeme rozeznat protilatky od jinych Iéciv. Pfehled nomenklatury pro
protilatky proti onkologickym onemocnénim je v tabulce 3. V roce 2017 byla vyddna
nova nomenklatura vypoustéjici slabiku identifikujici plvod. Pfehled nové nomenklatury

je v tabulce 4 [33].

Tabulka 3: Prehled pivodni nomenklatury pro terapeutické protilatky proti
onkologickym onemocnénim (prevzato z [33]).

Cilové onemocnéni Plvod
-me(l)- Melanom -0- Mys
-pr(o)- Prostata -a- Potkan
-tu(m)- RGzné tumory -axo- Hybrid mysi a potkana
-co(l)- Tlusté stfevo -e- Krecek
-go(t)- Varlata -i- Primat
go(v)- Vajecniky -ZU- Humanizované
-ma(r)- Prsa -u- Lidské

-Xi- Chimerické
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Tabulka 4: Prehled nové nomenklatury terapeutickych monoklondlnich protilatek

(prevzato z [33]).
Cilové onemocnéni
-ami- Amyloiddza
-ba- Bakterialni
-Ci- Kardiovaskularni
-de- Metabolické a endokrinni cesty a cile
-fung- Plisnové
-gros- Rastové faktory a receptory kosterniho svalstva
-ki- Interleukin
-li- Imunomodulujici
-ne- Nervové
-0s- Kosti
-ta- Tumory
-toxin- Toxin
-vet- Pro veterinarni uziti
-Vi- Virus
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3.3 Metody analyzy terapeutickych monoklonalnich protilatek

Mezi nejdulezitéjSi metody analyzy monoklondlnich protilatek patfi kapalinova
chromatografie. Jedna se o separacni techniku provadénou mezi dvéma fazemi —
pevnou fazi a kapalnou fazi. Vzorek je rozdélen na zakladni slozky interakcemi (napf.
rozdélenim, adsorpci) mezi analytem unasenym mobilni fazi (tekouci kapalina) a pevnou
stacionarni fazi (sorbenty uvnitf kolony). Mobilni fazi maze byt napftiklad organické
rozpoustédlo, jako je hexan. Stacionarni fazi mohou byt porézni Castice oxidu
kfemicitého naplnéné do kolony. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC z angl.
High Performance Liquid Chromatography) je moderni forma kapalinové
chromatografie (LC z angl. Liquid Chromatography), kterd pouziva kolony s malymi
Casticemi (3—5 um), kterymi je mobilni faze cerpdna pod vysokym tlakem. Ultra-
vysokoucinna kapalinovd chromatografie (UHPLC z angl. Ultra-high Performance Liquid
chromatography) vyuziva kolony naplnéné jesté mensimi ¢asticemi (<2 um) a je schopna
provadét separace rychleji a vysSim rozliSenim. Nevyhodou UHPLC je velmi vysoky

zpétny tlak, kvuli kterému je potieba specializovaného UHPLC systému [34].

3.3.1 Chromatografie na reverzni fazi

Separace vtomto madu je zaloZena na rozdélovacich koeficientech analytd mezi poldrni
mobilni fazi a hydrofobni (nepolarni) stacionarni fazi. Prvni stacionarni faze byly pevné
Castice potazené nepoldrnimi kapalinami. Ty byly rychle nahrazeny trvale kovalentné
vazanymi hydrofobnimi skupinami, jako jsou oktadecylové (C18) skupiny vdzané na
nosi¢i oxidu krfemicitého. Zjednoduseny schematicky pohled na chromatografii na
reverzni fazi (RPLC z angl. Reverse Phase Liquid Chromatography) je znazornén na
obrazku 6, kde polarni analyty eluuji jako prvni, zatimco nepolarni analyty eluuji pozdéji
diky silnéjsi interakci s hydrofobnimi skupinami C18, které tvofi vrstvu , kapaliny” kolem
opory oxidu kfemicitého. RPLC typicky pouZivd smés methanolu nebo acetonitrilu
s vodou. Mechanismus separace se pfipisuje hlavné hydrofobni interakci. RPLC je
nejoblibenéjsi rezim HPLC a pouZiva se ve vice nez 70 % vSech analyz HPLC. Je vhodny
pro analyzu polarnich, stfedné polarnich a nékterych nepolarnich analytd. RPLC se ¢asto

pouziva pfianalyzach Cistoty nebo v testech indikujicich stabilitu, protoze slabé disperzni
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sily odpovédné za zadrZzovani analytl davaji jistotu, Ze vSechny slozky vzorku jsou

eluovany z kolony [34][35][37][38].
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Obrdzek 5: Schéma separace v médu RPLC (pfevzato z [34]).

3.3.2 Hydrofilni interakéni chromatografie

Zakladni charakteristikou separaci HILIC (z angl. Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography) jsou vlastnosti rozdéleni, adsorpce a pripadné elektrostatické
interakce, pficemz posledni dvé zavisi na zvolené stacionarni fazi. Stacionarni faze HILIC
jsou materialy s velmi polarnimi povrchy (napf. klasické ¢astice oxidu kiemicitého) nebo
s chemicky vazanymi poldrnimi funkénimi skupinami. Spoleénym znakem vsech
stacionarnich fazi je schopnost tvofit vrstvu vody na povrchu ¢astic pomoci adsorpce.
Hydrofilni slozky se poté zadrzuji na HILIC fazich predevsim proto, Ze se prednostné
hromadi ve vytvorené vodni vrstvé. Hydrofobnéjsi analyty k tomu nejsou nuceny, takze
se eluuji dfive. V této vodni vrstvé mohou analyty vytvaret polarni nekovalentni

interakce s funkénimi skupinami povrchu &3astic [39].

3.3.3 lontové-vyménna chromatografie

Viontové-vyménné chromatografii (IEC z angl. lon Exchange Chromatography) je
separacni princip zaloZzen na vyméné iontovych analytl s protiionty skupin pfipojenych

k pevnému nosici (obrazek 7). Typickymi staciondrnimi fazemi jsou kationtové vyménné
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(sulfonatové) nebo aniontové vyménné (kvartérni amoniové) skupiny vdzané na
polymerni nebo silikové materidly (Polymeric or silica support v obrazku 7). Mobilni faze
se skladaji z pufrt, ¢asto se zvysujici se iontovou silou (napf. koncentrované NacCl), aby
se vynutila migrace analytd. BéZnymi aplikacemi jsou analyzy iontovych a biologickych

sloZek, jako jsou aminokyseliny, proteiny/peptidy a polynukleotidy [34][36].

IEC

Obrdzek 6: Schéma separace v médu IEC (prevzato z [34]).

3.3.4 Vylucovaci chromatografie

Vylucovaci chromatografie (SEC z angl. Size Exclusion Chromatography) je separacni
rezim zaloZzeny pouze na molekularni velikosti analytu. Obrazek 8 ukazuje, Ze velka
molekula je vyloucena z pérd a rychle migruje, zatimco mald molekula maze pronikat
véemi vnitfnimi pory a migrovat pomaleji po koloné. Pfi stanoveni molekulovych
hmotnosti organickych polymerl se tomuto mdédu tikd gelovd permeacni
chromatografie (GPC zangl. Gel Permeation Chromatography) a gelova filtraéni
chromatografie (GFC z angl. Gel Filtration Chromatography), pokud se pouziva pfi
separaci ve vodé rozpustnych biologickych slouéenin. V GPC mddu je kolona naplnéna
zesiténymi polystyrenovymi kulickami s kontrolovanou velikosti pérd a eluovana
mobilnimi fazemi, jako je toluen nebo tetrahydrofuran. Typicka je detekce pomoci

indexu lomu nebo UV detektoru. SEC je technika s nizkym rozlisSenim, pfi které by mély

25



byt vylouceny vSechny interakce mezi analytem a stacionarni fazi kromé vylouceni

velikosti [40].

Smér toku

Obrazek 7: Schéma separace v médu SEC (prevzato z [34]).

3.3.5 Detektory

Detektory u HPLC méfi koncentraci eluujicich analytli sledovdanim jedné z jejich
inherentnich fyzikdlné-chemickych vlastnosti, jako je absorbance v UV (z angl.
Ultraviolet) oblasti elektromagnetického zareni. Detektor mulze byt univerzalni
a reagovat na vsechny analyty nebo specificky pro konkrétni tfidy analyt. Nej¢asté;jsi
detektory a jejich atributy jsou uvedeny v tabulce 3. Prvni HPLC detektory byly
spektrometry vybavené malymi pratokovymi celami, zatimco moderni UV detektory

jsou navrzeny pfimo pro HPLC [36][41][44].
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Tabulka 5: Pfehled HPLC detektorii (pfevzato z [34]).

Detektor | Vlastnosti Senzitivita
UVv/Vis Specificky: Slouceniny s UV chromofory ng—pg
Specificky: Stejny jako UV/Vis detektor, navic poskytuje
PDA UV spektra ng~pe
ELD Velmi speC|f|vckly: Slouvcenllny s nativni fluorescenci nebo fa-pg
s fluorescen¢nim znacenim
Univerzalni: polymery, sacharidy, triacylglyceridy,
RID organické kyseliny; nekompatibilni s gradientovou 0,1-10 ug
analyzou
CAD Univerzalni: netékavé nebo ¢astecné tékavé slouceniny | ng
Univerzalni i specifické, poskytuje strukturalni
MS identifikaci ne~re
MS/MS Vysoce senzitivni a specifické pg—fg

v

Detektor UV/Vis (z angl. Ultraviolet/Visible) byval nejbéZnéjsim detektorem HPLC, nyni
je nahrazovan detektorem PDA (z angl. Photodiode-Array). Principem absorpce u UV/Vis

detektoru je Lambert-Beer(iv zdkon, kde
Absorbance (A) = molarni absorpéni koeficient (g) x tloustka vrstvy (d) x koncentrace (c)

Detektor UV/Vis absorbance sleduje absorpci UV nebo viditeIného svétla v eluentu HPLC
mérenim energetického poméru paprsku vzorku k paprsku referenéniho paprsku. Jedna
se o velmi béZiny detektor, protoZze mnoho analytll, které nas zajimaji (napr. 1éciva),
obsahuje jednu nebo vice chromoforickych skupin. Detektor se sklada z deuteriové
lampy, monochromatoru a malé pritokové cely. Monochromator se sklada z mfizky,
kterou Ize otocit a zvolit tak konkrétni vinovou délku. Svételny zdroj je rozdélen na
paprsek pro vzorek a referencni paprsek a intenzita kazdého paprsku je monitorovana
samostatnou fotodiodou, ktera transformuje svételnou energii na elektronicky signal.
Pratokovou celou prochdzi pouze paprsek vzorku. Cela ma typické objemy 2—-10 pl

a délku drahy 10 mm s ¢o¢kami nebo okénky na obou koncich pritokové cely [34][35].

Detektor PDA zndmy také jako detektor diodového pole (DAD z angl. Diode-Array
Detection), poskytuje UV spektra eluovanych pik( a zaroven funguje jako detektor
UV/Vis vice vinovych délek. Diky své schopnosti zaznamenavat UV-spektra za béhu
usnadnuje identifikaci piku a je preferovanym detektorem pro metody HPLC. Citlivost
PDA detektoru byvala v dfivéjSich modelech vyrazné nizsi nez u detektord UV/Vis

s jednou vinovou délkou, ale v poslednich letech se vyrazné zlepsila. Stal se standardnim

27



detektorem ve vétsiné laboratofi vyuZivajicich HPLC. Obrdzek 9 ukazuje schéma PDA
detektoru, kde celé spektrum deuteriové lampy prochazi priitokovou celou a je
rozptyleno pevnou mfizkou na diodové pole, které méfi intenzitu svétla pfi kazdé vinové
délce. Vétsina PDA pouziva pole diod s vazbou na naboj s 512-1024 diodami, které jsou
schopné spektralniho rozliSeni pfiblizné 1 nm. Software pro spektralni vyhodnoceni
umoznuje zobrazit jak chromatograficka, tak spektralni data vSech pik( ve vzorku

[34][35].

Pratokova cela

L
—

B Stérbina

Deuteriova
lampa

Obrazek 8: Schéma PDA detektoru (prevzato z [34]).
3.3.6 RPLC-MS analyza monoklonalnich protilatek

RPLC analyza mAb ma mnoho aplikaci napfi¢ vSiemi strukturdlnimi drovnémi, od top-
down, pres middle-up k bottom-up analyzdm. Vyhodou je také moznost analyzy
nékterych posttranslacénich modifikaci jako je napftiklad oxidace methioninu. Top-down
analyza poskytuje pouze omezené informace. Redukci a Stépenim monoklondlnich
protildtek pfi middle-up RPLC-MS je moiné ziskat velké mnoiZstvi informaci
o posttranslacnich modifikacich diky zménam m/z ve spektru. Velkou vyhodou middle-
up analyz je kombinace relativné jednoduché ptipravy vzorku s mnozstvim ziskanych dat
a jednodussiinterpretaci téchto dat. Mezi nejcastéji pouzivané enzymy pro tento pfistup
patfi papain, pepsin, IdeZ a IdeS. Pfi bottom-up analyzach se analyzované monoklonalni
protilatky enzymaticky Stépi na peptidy o molekulové hmotnosti 500-5000 Da. Hlavnim
pfinosem bottom-up analyz je ovéfeni aminokyselinové sekvence a cilené hodnoceni
a riziko ztraty nékterych posttranslaénich modifikaci. NejpouzivanéjsSimi enzymy pfi
bottom-up analyzach jsou trypsin Stépici C-konec lysinu a argininu, a endopeptidaza

Lys-C stépici C-konec lysinu [42][43].
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3.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr se skladd ze zdroje iontli, hmotnostniho analyzatoru
a detektoru, které pracuji za podminek vysokého vakua. Zdakladnim principem
hmotnostni spektrometrie (MS zangl Mass Spectrometry) je generovat ionty ze
slouc¢enin vhodnou metodou, separovat tyto ionty pomérem hmotnosti k naboji (m/z)
a kvalitativné a kvantitativné je detekovat pomoci jejich m/z a poctu. Analyt mlze byt
ionizovan napfr. tepelné, elektrickymi poli, narazem na energetické elektrony, ionty nebo
fotony. lonty mohou byt jednotlivé ionizované atomy, shluky, molekuly nebo jejich
fragmenty. Separace se provadi statickym nebo dynamickym elektrickym, magnetickym

polem, nebo v ptipadé analyzatoru doby letu, i v oblastech bez pole. [45]

3.4.1 lonizacni techniky

Hmotnostni spektrometry jsou navrzeny tak, aby vytvarely ionty z neutralnich molekul,
aby bylo mozné je urychlit a pfinutit je do fizeného pohybu s cilem dosahnout m/z
analyzy téchto iontl. Analyzator hmotnosti jakéhokoli hmotnostniho spektrometru
zpracovava pouze nabité Castice, tj. ionty, které byly vytvoreny z atomU nebo molekul,
prileZitostné také z radikalt nebo zwitteriondl. Ukolem iontového zdroje je provést tento
zasadni krok a k dosazeni tohoto cile pro celou rfadu analytl se pouziva Siroka skala

ioniza¢nich metod [45].

Klasickym zastupcem ionizaénich technik pro analyzu velkych molekul je ionizace
elektrosprejem (ESI z angl. Electrospray lonization). ESI je technika mékké ionizace
provadéné za atmosférického tlaku, kterda umoznuje prenos iontl z roztoku do plynné
faze. Tato technika je mimoradné uZiteCnd pro analyzu velkych netékavych molekul
schopnych nést ndboj, jako jsou proteiny a polymery nukleovych kyselin. Roztok analytu
je veden v kovové kapildre, na které je udrzovan elektricky potencial nékolika kV. Roztok
na konci kapilary tvori Taylorav kuzel, ktery emituje jemnou mlhovinu kapic¢ek. Tento
proces je obvykle podporovan koaxialnim tokem nebuliza¢niho plynu. Pocatecni kapicky
maji poloméry v rozsahu mikrometra. Kapicky emitované z Taylorova kuzZele podléhaji
rychlému odparovani rozpoustédla, ¢asto za pomoci susiciho plynu. Hustota naboje na
zmensujicich se kapickach narlista, dokud neni vyrovnano povrchové napéti

Coulombickym odpuzovanim. Jakmile kapky dosdhnou tzv. Rayleighova limitu, dojde
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k jejich rozpadu na mensi kapicky s rozdélenim jejich plvodnich naboji. Opakovanim

tohoto procesu mohou vznikat az kvazimolekuldrni ionty [45][46].

DalSim zastupcem ionizacnich technik dilezitych pfi analyze velkych molekul je MALDI
(z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization). MALDI vyuZivd absorpci
laserového svétla vrstvou pevné latky. Pfijem energie pfi laserovém ozareni pak zpUsobi
desorpci, a nakonec ionizaci vzorku. Pulz laserového svétla je zaméren na malé misto,
které ma obvykle primér 0,05-0,2 mm. Nejcastéji pouzivanymi lasery jsou dusikové
lasery s vinovou délkou 337 nm. Velmi dllezity je zde vybér matrice. Vybrana matrice by
méla mit podobnou rozpustnost jako vzorek, silnou absorpci vinové délky laseru
a schopnost pfenosu protonu. Dale nesmi reagovat se vzorkem a musi s analytem tvorit
smeésné krystaly o co nejmensi velikosti. Nej¢astéji pouzivana matrice v analyze protein(

a peptidu je kyselina a-kyano-4-hydroskoricova [45][47].

3.4.2 Hmotnostni analyzatory

Prvnim hmotnostnim analyzdtorem je analyzator doby letu (TOF z angl. Time-of-flight).
Princip TOF je pomérné jednoduchy: ionty o rliznych m/z se béhem svého letu rozptyli
v Case po draze znamé délky. Pokud vSechny ionty zahdji svou cestu soucasné, lehciionty
Ize realizovat bud’ pulznim iontovym svazkem z kontinualniho paprsku, nebo vyhodnéji
pouzitim skute¢né metody pulzni ionizace (napf. MALDI). Pro zvySeni rozliSovaci
schopnosti TOF lze pouZzit reflektron. Ten se sklada z fady prstencovitych elektrod se
zvySujicim se elektrickym potencidlem. Reflexni napéti je nastaveno na pfiblizné
1,1nasobek akceleraéniho napéti, aby se zajistilo, Ze vSechny ionty budou odrazeny
v homogenni ¢asti elektrického pole zafizeni. lonty pronikaji do reflektronu, dokud
nedosahnou nulové kinetické energie a poté jsou vypuzeny z reflektronu v opacéném
sméru. Kinetickd energie opoustéjicich iontl zlGstava nedotcena, avsak jejich letové
drahy se lisi podle jejich rozdila v kinetické energii. lony nesouci vice kinetické energie
vleti hloubéji do reflexniho pole, a tak stravi vice ¢asu v reflektronu nez méné
energetické ionty. Reflektor tak dosahuje korekce doby letu, kterd podstatné zlepsuje

rozliSovaci schopnost analyzatoru TOF. Kromé toho reflektron poskytuje zaostreni
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s ohledem na uhlové Sifeni iontl opoustéjicich zdroj a koriguje jejich prostorové

rozlozeni [48-50].

Dalsim hmotnostnim analyzatorem je kvadrupdl. Skldda se ze ctyf hyperbolicky nebo
valcovité tvarovanych tyCovych elektrod ve ctvercové konfiguraci. Dvojice protilehlych
tyc¢i je udrzovdna na stejném potencidlu, ktery se skldda ze stejnosmérné a stridavé
slozky. Jakmile iont vstoupi do kvadrupdlové sestavy, pUsobi na néj pfitazliva sila jedné
z tyci s opaénym nabojem. Pokud je napéti na tycich periodické, pfitazlivost a odpudivost
v obou smeérech se budou casem stfidat, protoZze znaménko elektrické sily se také
periodicky méni v ¢ase. Kazdé m/z ma urcitou hodnotu stejnosmérného a stfidavého
napéti o urcité frekvenci, ktera zajisti stabilni trajektorii iontu kvadrupélem na detektor.
Nejcastéji se kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr vyuziva jako trojity kvadrupdl. Jde
o spojeni dvou kvadrupdlli, mezi které je vloZzen hexapdl nebo oktapdl fungujici jako

kolizni cela. V tomto tandemovém usporadani Ize provadét i MS/MS analyzy [51].

Jednim ze zastupcll pastovych hmotnostnich analyzatord je orbitrap. Orbitrap se sklada
ze tfi elektrod, jak je zndazornéno na obrazku 9. Vnéjsi elektrody (b) maji tvar kalisk(
obracenych k sobé které jsou elektricky izolovany tenkou mezerou zajisténou stfredovym
prstencem z dielektrika. Vietenova centrdini (a) elektroda drzi past pohromadé
a vyrovnava ji pomoci dielektrickych koncovych rozpér. Kdyz je napéti aplikovano mezi
vnéjsi a vnitini elektrody, vysledné elektrické pole je striktné linedrni podél osy, a tak
oscilace v tomto sméru budou cisté harmonické. Radialni slozka pole soucasné silné
pritahuje ionty k centrdlni elektrodé. lonty jsou vpraveny do objemu mezi vnéjsi a vnitfni
elektrodu podél te€ny prostfednictvim specidlni Stérbiny s kompenzaéni elektrodou
v jedné z vnéjsich elektrod. Napétim vniklé radidlni elektrické pole mezi vnéjsi a vnitfni
elektrodou ohybd trajektorii iontli smérem k vnitfni elektrodé, zatimco tangencialni
rychlost vytvari protilehlou odstredivou silu. Se spravnou volbou parametr( zUstavaji
ionty na témér kruhové spirdle uvnitf pasti. Soucasné axialni elektrické pole zplsobené
zvlastnim konickym tvarem elektrod tlaci ionty smérem k nejsSirsi ¢asti pasti, ktera
iniciuje harmonické osové oscilace. Vnéjsi elektrody se poté pouzivaji jako pfijimaci
desky pro detekci indukovaného proudu. Hmotnostni spektrum se poté ziska

Fourierovou transformaci signalu [53].
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Obrdzek 9: Schéma orbitrapu (prevzato z [45]).
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4. PPRAKTICKA CAST

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

2-chloracetamid — > 98 % (Sigma-Aldrich, USA)

Acetonitril — HPLC, LC-MS grade (Honeywell, USA)

Aflibercept — Zaltrap (Sanofi, Francie)

Bevacizumab —Avastin® (Roche, Svycarsko)

Bikarbonat triethylamonny — 1M, pH 8,5 (Sigma-Aldrich, USA)

Dithiotreitol —> 98 % (Sigma-Aldrich, USA)

Endopeptidaza Lys-c — MS grade, (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japonsko)
FabRICATOR — IgG-degradujici enzym Streptococcus pyogenes (GENOVIS, Svédsko)
Guanidin-hydrochlorid — 8M, pH 8,5 (Sigma-Aldrich, USA)

Pamitimumab — Vectibix (Amgen Europe B.V., Nizozemi)

Sequencing grade modified trypsin — porcine (Promega, USA)

Trastuzumab — Herceptin (Roche, Svycarsko)

Trifluoroctova kyselina — LC-MS grade (Honeywell, USA)

TRIS HCl — molecular biology grade, pH 7,5, 1M (SERVA, Némecko)

Voda — LC-MS grade (Sigma-Aldrich, USA)

4.1.2 Pristroje

UHPLC systém s DAD detektorem Dionex UltiMate RSLC 3000 — Thermo Fisher Scientific
(USA).

Ze systému byly v ramci diplomové priace pouzity tyto moduly:

UltiMate 3000 RS Pump

UltiMate 3000 RS Autosampler
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UltiMate 3000 RS Column Compartment
UltiMate 3000 RS Pump (externi pumpa)
UltiMate 3000 RS Diode Array Detector

Ovladaci software: Chromeleon console

UHPLC systém Vanquish Horizon spojeny s hmotnostnim spektrometrem Q Exactive HF-

X — Thermo Fisher Scientific (USA).

4.1.3 Kolony

Kolona s povrchové poréznimi ¢asticemi:

BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A 2,7/0,4 pum, 2,1 x 150 mm — Waters (USA)
Kolona s pIné poréznimi ¢asticemi:

Acquity UPLC CSH C18130 A, 1,7 um, 2,1 x 150 mm — Waters (USA)

4.2 Experimentadlni cast

4.2.1 Priprava mobilnich fazi
e Mobilni faze A: H,O + 0,1 %FA (0,1% TFA)

K pfipravé 500 mL 0,1% roztoku kyseliny mravenci (pro LC-MS) a kyseliny trifluroctové
(pro LC-UV) bylo v odmérném valci odméreno 500 mL vody a poté bylo pfidano 500 pL

kyseliny mravenci nebo trifluroctové.
e Mobilni faze B: ACN + 0,1% FA (0,1% TFA)

K pfipravé 250 mL 0,1% roztoku kyseliny mravenci (pro LC-MS) a kyseliny trifluroctové
(pro LC-UV) bylo v odmérném vdélci odméreno 250 mL acetonitrilu a poté bylo pfidano

250 pL kyseliny mravenci nebo trifluroctové.
e Mobilni faze B: ACN + 10% butanol + 0,1% FA

K pfipravé 250 mL 0,1% roztoku kyseliny mravenci bylo v odmérném valci odméreno

225 mL acetonitrilu, 25 mL butanolu a poté bylo pridano 250 uL kyseliny mravencdi.
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4.2.2 Ptiprava vzorki

4.2.2.1 Priprava intaktnich protilatek

2,5 plL protilatky o koncentraci 20 mg/mL bylo smichano se 7,5 uL 8M guanidin-
hydrochloridu v mikrozkumavce. Dale byly vzorky promichany, stoceny v centrifuze
a inkubovany 10 minut pfi pokojové teploté. Kone¢na koncentrace biofarmaceutik byla

5 mg/mL.

4.2.2.2 Priprava redukovanych protilatek

2,5 plL protilatky o koncentraci 20 mg/mL bylo smichano se 7,5 uL 8M guanidin-
hydrochloridu v mikrozkumavce. Dale byly vzorky promichany, stoceny v centrifuze
a inkubovdany 10 minut pfi pokojové teploté. Poté bylo navazeno 10,6 mg dithiotreitolu
a rozpusténo v 344 puL deionizované vody na koncentraci 200 mM. Ke vzork(m bylo
pridano 1,111 pl dithiotreitolu na koncentraci 20 mM a byly inkubovany 60 minut pfi

37 °C. Konecna koncentrace protilatek byla 4,5 mg/ml.

4.2.2.3 Priprava protildatek stépenych IdeS protedzou

5 uL protilatky o koncentraci 20 mg/mL bylo smichano se 45 pL 50mM TRIS HCI
v mikrozkumavce. Timto byla rekonstituovana IdeS proteaza lyofilizovana

v mikrozkumavce a inkubovano 2 hodiny pfi 37 °C. Kone¢nd koncentrace byla 2 mg/mL.

4.2.2.4 Priprava protilatek stépenych IdeS protedzou a redukovanych

Z predchozi pfipravy vzorku bylo odebrdano 25 uL a pfiddano k75 pL 8M guanidin-
hydrochloridu. Ddle byly vzorky promichany, sto¢eny v centrifuze a inkubovany 10 minut
pfi pokojové teploté. Poté bylo ke vzorkiim pfidano 11,111 puL 200 mM dithiotreitolu na
koncentraci 20 mM a vzorky byly inkubovany 60 minut pfi 37 °C. Koneé¢na koncentrace

byla 0,45 mg/mL.

4.2.2.5 Priprava protildatek stépenych endopeptidazou Lys-C

5 uL protilatky o koncentraci 20 mg/mL bylo smichano s 15 pL 8M guanidin-

hydrochloridu v mikrozkumavce. Dale byly vzorky promichany, stoceny v centrifuze
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a inkubovany 10 minut pfi pokojové teploté. Poté bylo ke vzorklm pfidano 2,222 uL
200 mM dithiotreitolu na koncentraci 20 mM a vzorky byly inkubovany 60 minut pfi
37 °C. Dale bylo navdzeno 9,61 mg 2-chloraceteamidu a rozpusténo v 206 pulL
deionizované vody na koncentraci 500 mM, ke vzorkim bylo pfidano 2,469 uL na
koncentraci 50 mM. Vzorky byly inkubovany 30 minut v temnu pfi pokojové teploté. 1M
bikarbonat triethylamonny byl nafedén na 50 mM pfidanim 950 uL vody a bylo pfidano
95,039 uL tohoto pufru ke vzorklim tak, aby mnoZstvi guanidin-hydrochloridu bylo 1 M.
Nakonec bylo pfidano 10 pL endopeptidazy Lys-C o koncentraci 0,2 mg/mL a inkubovano

pres noc vtemnu pfi 37 °C. Konecna koncentrace biofarmaceutik byla 0,769 mg/mL.

4.2.2.6 Priprava protildtek stépenych trypsinem

5 uL protildtky o koncentraci 20 mg/mL bylo smichano s 15 pL 8M guanidin-
hydrochloridu v mikrozkumavce. Dale byly vzorky promichdny, stoceny v centrifuze
a inkubovany 10 minut pfi pokojové teploté. Poté bylo ke vzorkim pridano 2,222 ulL
200 mM dithiotreitolu na koncentraci 20 mM a vzorky byly inkubovany 60 minut pfi 37
°C. Dale bylo navdzeno 9,61 mg 2-chloraceteamidu a rozpusténo v 206 uL deionizované
vody na koncentraci 500 mM, ke vzorklm bylo pfidano 2,469 uL na koncentraci 50 mM.
Vzorky byly inkubovdany 30 minut vtemnu pfi pokojové teploté. Bikarbonat
triethylamonny byl naredén na 50 mM pfidanim 950 uL vody a bylo priddno 34,6 uL
tohoto pufru ke vzorkiim tak, aby mnozstvi guanidin-hydrochloridu bylo 2 M. Déle bylo
pridano 10 pL endopeptidazy Lys-C o koncentraci 0,2 mg/mL a inkubovano 4 hodiny
vtemnu pfi 37 °C. Nakonec bylo pfidano 10 pL trypsinu o koncentraci 0,2 mg/mL
a inkubovano v temnu pres noc pfi 37 °C. Kone¢nd koncentrace biofarmaceutik byla

1,26 mg/mL.

4.2.3 Parametry LC analyzy na systému Dionex UltiMate RSLC 3000

Pfed samotnym zacatkem analyzy bylo provedeno promyti pump mobilni fazi v poméru
A (50 %): B (50 %) s pratokem 8 mL/min po dobu 120 s. Tok za pumpami byl odklonén
do odpadu, aby nedoslo prekroceni tlakového limitu na koloné a tim k jejimu poskozeni.
Promyti bylo provedeno, aby se pumpy procistily od mobilni faze z pfedchozich analyz

a aby se odstranily pfipadné bubliny vzniklé pfi vyméné mobilni faze. Ddle byl nastaven
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program gradientové eluce podle tabulky 6. Nasledovala ekvilibrace kolony pomoci
mobilni faze v poméru A (50 %): B (50 %) s prlitokem 0,300 mL/min po dobu 5 min

a naslednym nastavenim pratoku na pocatecni stav metody.

Tabulka 6: Program gradientové eluce pro LC-UV analyzu.

Cas (min) Pratok (mL/min) %A %B

0 0,300 85 15
14 0,300 45 55
14,5 0,300 20 80
15,5 0,300 20 80
16 0,300 85 15
26 0,300 85 15

Tato metoda ma 14minutové elucni okno, po kterém nasleduje promyti systému
80% organickou fazi. Celkovd délka metody je 26 minut. Teplota na koloné byla

nastavena na 80 °C. UV detekce probihala pfi 214 nm.

4.2.4 Parametry LC-MS analyzy

Protilatky Stépené endoproteindzou Lys-C a trypsinem byly analyzovany na LC-MS
pfistroji v médu datové zavislém sbéru dat. Z divodu vysoké koncentrace guanidin
hydrochloridu ve vzorku byl pouzit systém rozdélujici tok, ktery zamezil jeho pfistupu do
MS analyzatoru. Systém rozdélujici tok byl nastaven podle tabulky 7. Pozice 1-6

znamena, Ze eluat z HPLC jde do odpadu. U pozice 1-2 jde eluat do MS analyzatoru.

Tabulka 7: Nastaveni systému rozdélujici tok.

Pozice BioResolve mAb  Acquity UPLC CSH

1-6 0-1,5 min 0—1 min
1-2 1,5—-38 min 1-38 min
1-6 38-42 min 38-42 min
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Dale byl nastaven program gradientové eluce podle tabulek 8 a 9. Metody maji
30minutové elu¢ni okno, po kterém nasleduje promyti systému 80% organickou fazi.

Celkova délka obou metod byla 42 minut. Teplota kolony byla nastavena na 60 °C.

Tabulka 8: Program gradientové eluce pro LC-MS analyzu protilatek Stépenych
endopeptidazou Lys-C.

Cas (min) Pratok (mL/min) %A %B

0 0,300 99 1
30 0,300 61 39
31 0,300 20 80
34 0,300 20 80
35,5 0,300 99 1
42 0,300 99 1

Tabulka 9: Program gradientové eluce pro LC-MS analyzu protilatek stépenych
trypsinem

Cas (min) PrGtok (mL/min) %A %B

0 0,300 99 1
30 0,300 67 33
31 0,300 20 80
34 0,300 20 80
35,5 0,300 99 1
42 0,300 99 1

Nasledné byly nastaveny parametry pro hmotnostni analyzu v médu datové zavislém
sbéru dat. Na iontovém zdroji HESI-Il bylo nastavené napéti +3,5 kV. K odparovani
mobilni faze byl pouzit zmlZovaci plyn o prltoku 25 arbitrarnich jednotek a susici plyn
ohfaty na 325 °C o pratoku 10 arbitrarnich jednotek. Pro oba plyny byl pouzit dusik.
Vstupni kapilara byla vyhfata na 275 °C.
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MS spektra byla méfena v rozmezi m/z 300—-2000 pro peptidy Stépené endopeptidazou
LysC a m/z 300-1600 pro peptidy Stépené trypsinem s rozliSenim 60 000. Maximalni
pocet naboju zachycenych v orbitrapu byl 10 milionli a maximalni ¢as pro dosazeni
tohoto mnoiZstvi naboju byl 60 ms. Ztéchto spekter byly izolovany prekurzory
s nabojovym stavem 2* az 6* a s intenzitou presahujici 100 000, které byly podrobeny
kolizné navozené fragmentaci. lzolace byla provedena pomoci kvadrupélu s izolacnim
oknem 2m/z a posunem izola¢tniho okna 0,3 m/z. Kfragmentaci byla pouZita
normalizovana kolizni energie 27 a dusik jako kolizni plyn. Fragmentacni spektra byla
zaznamendvana s rozliSenim 15 000. Maximalni pocet nabojl v orbitrapu byl 200 000
a maximalni ¢as pro dosazeni tohoto poctu byl 100 ms. Prekurzory byly vylouéeny
z opakované fragmentace po dobu 5 s pro peptidy Stépené endopeptidazou Lys-Ca 10 s

pro peptidy stépené trypsinem.

4.2.5 Softwarova analyza LC-MS dat

Primarni hodnoceni ziskanych LC-MS dat provadél Dr. Lenco, tak jak je uvedeno v ¢lanku
Dr Khalikové [52]. Takto byla ziskdna informace o sekvenénim pokryti biofarmaceutik.
Datové soubory s primarnimi vysledky byly nasledné importovany do softwaru Skyline.
Pomoci nich byly wvytvoreny knihovny pro jednotlivé biofarmaceutika Stépena
endopeptidazou Lys-C a trypsinem. Pro obé sStépeni bylo nastaveno maximalné jedno
vynechané stépné misto a fixni modifikace byla zvolena karbamidometylace cysteinu.
Diky témto knihovnam se k chromatogramim priradily sekvence peptidd. Dale byla

vygenerovany Sirky pikd pro jednotlivé peptidy, aby mohly byt porovnany kolony.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem diplomové prace bylo ovéfit potencial kolony BioResolve RP mAb Polyphenyl
450 A, 2,7/0,4 um jako kolony univerzalné pouzitelné pro vicetroviiové analyzy
biofarmaceutik. Za timto Ucelem bylo provedeno Sest rlznych pfiprav Ctyf rlznych
biofarmaceutik, mezi kterymi byly tfi protilatkova léciva (tratuzumab, panitumumab
a bevacizumab) a jeden fuazni protein (aflibercept). Pro top-down analyzy byla
pfipravena intaktni biofarmaceutika. Pro middle-up analyzy byla pfipravena redukovana
biofarmaceutika, biofarmaceutika Stépena IdeS proteazou a biofarmaceutika Stépend
IdeS protedzou s naslednou redukci. Pro bottom-up analyzy byla stépena redukovana
biofarmaceutika pomoci Lys-C proteazy nebo trypsinem. Podle Urovné pripravy a cild
analyz byly pfipravené vzorky analyzovany bud LC-UV nebo LC-MS metodami. Po
potvrzeni univerzalnosti kolony BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 pm

nasledné probihaly experimenty za Ucelem sjednotit mobilni faze.

5.1 Ovéreni ucinnosti kolony BioResolve pri top-down a middle-
up analyzach

Pro top-down a middle-up LC-UV analyzy byla pouzita mobilni faze okyselena 0,1% TFA.

TFA je silna kyselina (pKa 0,3) s vyraznymi iontové-parovymi vlastnostmi a velice nizkou

absorbanci v oblasti UV zareni, kterd se vyuzivd pro detekci peptidd pti 214 nm

a proteind pti 280 nm. Kvuli témto vlastnostem je upfednostiiovdna zejména pfi LC-UV

analyzach velkych proteind.

5.1.1 Top-down analyza biofarmaceutik

Nejprve byla intaktni biofarmaceutika analyzovdna pomoci chromatografu Dionex
UltiMate RSLC 3000 na koloné BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 pm,
v kombinaci s mobilni fazi okyselenou 0,1% TFA. Byla pouzita 26minutova gradientova
metoda pfi teploté kolony 60 °C. Na kolonu byl nanesen 1 ug protilatky. Jak je vidét
z chromatogramu na obrazku 10, trastuzumab a bevacizumab maji pti této teploté
dostatecné rozlisSené piky, ale aflibercept a pfedevsim panitumumab nikoliv. Proto byla
analyza zopakovana za pouziti stejné metody, ale pti 80 °C. Pfi 80 °C se Sirka piku

trastuzumabu jesté zlepSila, zato u bevacizumabu je tomu naopak. To muzZe byt
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zplisobeno tim, Ze pfi zvydeni teploty zde také roste riziko vzniku artefaktd. Sitky pikd
panitumumabu a afliberceptu se zlepsSily, stidle se ale nedaji rovnat s vysledky
predchozich dvou biofarmaceutik (obrazek 11). Autofi Bobadly et al. [54] analyzovali
panitumumab pfi 60-90 °C na stejné koloné za pouZiti stejnych mobilnich fazi. Detekce
probihala pfi 280 nm oproti nasi pti 214 nm. Jiz pfi 75 °C dosahli vyrazné uzsich pikd nez
u 60 °C. Autofi Peréz-Robles et al. [55] zase analyzovali aflibercept pomoci CEX
chromatografie (z angl. Cation Exclusion) s vysledkem vice definovaného piku bez
zdvojeni. Stoji zde za Uvahu, jestli pro analyzu intaktniho afliberceptu neni vhodnéjsi

tahle metoda separace nez nami pouzita RPLC.

| 9,42 min |
1865 =
Trastuzumab Bevacizumab .
o 9,86 min

‘ 1865

Panitumumah i Aflibercept

9,99 min J 1
19625 1

Obrdzek 10: Srovndni chromatogramii s vyznacenymi retencnimi casy (v minutdch)
a Sirkami piku (v sekunddch) biofarmaceutik na koloné BioResolve RP mAb Polyphenyl
pfi 60 °C.
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Obrdzek 11: Srovndni chromatogramii s vyznacenymi retencnimi ¢asy (v minutdch)
a Sirkami piki (v sekunddch) biofarmaceutik na koloné BioResolve RP mAb
Polyphenyl pri 80 °C

Celkové jde tedy fict, Ze prestoZe si kolona dokaze poradit i s intaktnimi biofarmaceutiky,
je vyhodné zvysit teplotu kolony na 80 °C. Bylo by také vhodné zopakovat analyzu

panitumumabu s detekci pfi 280 nm pro ovéreni vysledkl autorl Bobaly et al. [54].

5.1.2 Middle-up analyza biofarmaceutik

Chromatografie intaktnich proteint nebyla zcela idedlni. Provedli jsme proto middle-up
analyzy za uUcelem zjistit, jak si kolona poradi s mensimi ¢adstmi biofarmaceutik. Intaktni
biofarmaceutika maji molekulovou hmotnost kolem 150 kDa, kdezto fetézce
a podjednotky maji podle zplsobu pripravy molekulovou hmotnost kolem 25, 50

a 100 kDa.

5.1.2.1 Analyza redukovanych biofarmaceutik

Biofarmaceutika byla redukovana pomoci DTT, ktery stépi disulfidické muUstky mezi
aminokyselinami proteinu a uvolfiuje tak lehké (=25 kDa) a tézké (=50 kDa) retézce.
Na chromatogramu bychom tak méli vidét dva piky pro trastuzumab, bevacizumab
a panitumumab. Aflibercept je Fc-fuzni protein sloZzeny z receptoru vaskularniho
endotelidlniho ristového faktoru (VEGFR z angl. receptors for vascular endothelial

growth factor) pripojeného k Fc regionu protilatky. Lze tedy predpokladat, Ze po redukci
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pomoci dithiotreitolu dojde k rozstépeni na dvé stejné Casti a na chromatogramu

budeme pozorovat jeden pik.

Na obrazku 12 mUzZeme vidét, Ze trastuzumab a bevacizumab se opravdu separovaly na
dva piky. Prvni pik odpovida lehkym fetézclim a druhy pik odpovida tézkym fetézclim
[56]. Lehké a tézké retézce u panitumumabu nebyly separovany viibec. Toto by mozna
Slo vyresit zvySenim teploty na koloné na 90 °C i pres riziko tvorby artefaktd, nebo
optimalizaci mobilni faze, ¢i upravou gradientu podle autor( Fekete et al. [57].
U afliberceptu pfekvapivé vidime dva piky. Ty mohou byt zplsobeny budto variabilitou
ve velikosti fragmentl [58] nebo degradaci z dlvodu vysoké teploty na koloné. Pro
presnéjsi vysvétleni tohoto pozorovani by byla potreba provést frakcionaci pikli a MS

analyzu.

9,60 min o 1805
Trastuzumab 1925 = Bevacizumab

Lc
8,94 min
180

893 min
) . 3905
Panitumumab ] Aflibercept

10,04 min B

1 3785 Fel/2 + VEGFR

Le+ He

Obrdzek 12: Srovndni chromatogramii s vyznacenymi retencnimi ¢asy (v minutdch)
a Sirkami pikd (v sekunddch) redukovanych biofarmaceutik na koloné BioResolve RP
mAb Polyphenyl.

5.1.2.2 Analyza biofarmaceutik stépenych IdeS protedazou

IdeS protedza velmi specificky S$tépi protildtky hned pod zavésovou oblasti.
V chromatogramu tedy ocekdvame dva piky pro podjednotky nesouci Fab, (=100 kDa)
a Fc regiony (=50 kDa) pro trastuzumab, bevacizumab a panitumumab a dimer VEGF

receptor a Fc region pro aflibercept. Analyza probihala pomoci chromatografu Dionex
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UltiMate RSLC 3000 na koloné BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 pm,

v kombinaci s mobilni fazi okyselenou 0,1% TFA pfi 80 °C.

Na obrdzku 13 se opét potvrzuje, Ze tato kolona je velmi dobrd pro analyzu
trastuzumabu a bevacizumabu. Také podjednotky panitumumabu se separovaly velmi
dobfe v porovnani s predchozimi analyzami. Objevuje se zde ale mirné zdvojeni
u druhého piku, ktery by mél odpovidat Fab; podjednotce protilatky. Jesté vyraznéjsi
zdvojeni pozorujeme udruhého piku afliberceptu odpovidajicimu dimeru VEGF
receptoru. Oba tyto jevy se daji vysvétlit inherentni heterogenitou ve velikosti
biofarmaceutik [59]. Pro ptfesnéjsi informace k tomuto jevu by byla potfeba provést MS

analyzu.

. 931 min ™ Fabs 874 min

1735 - ‘
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Trastuzumab
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8,01 min Fabs
1985

‘ | VEGFR
Il o 8,65 min
| 15585
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Obrdzek 13: Srovndni chromatogramii s vyznacenymi retencénimi ¢asy (v minutdch)
a sitkami piki (v sekunddch) biofarmaceutik Stépenych IdeS protedzou
a redukovanych na koloné BioResolve RP mAb Polyphenyl.

5.1.2.3 Analyza biofarmaceutik stépenych protedzou IdeS a redukovanych

Pfi redukci protilatek Stépenych IdeS protedzou vznikaji dva stejné lehké retézce
(=25 kDa), dva stejné Fd regiony (=25 kDa) a dva stejné fragmenty Fc1/2 (=25 kDa).
V chromatogramu tedy ocekavame tfi piky. Aflibercept jako Fc-fuzni protein by se mél
Stépit na dva stejné Fcl/2 fragmenty adva stejné monomery VEGF receptoru.

V chromatogramu by se tedy mély objevit dva piky.
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Na obrazku 14 vidime, Ze kolona separovala trastuzumab a bevacizumab velmi dobfre,
ale pred hlavnimi piky se objevuji také minoritni piky. Jedna se pravdépodobné
o fragmenty jednotlivych podjednotek zplisobené teplotni degradaci biofarmaceutik.
Analyty z panitumumabu a afliberceptu jakoZzto nejproblémovéjsich biofarmaceutik se
separovaly relativné dobre. Ztoho plyne, Ze kolona si dokaze Iépe poradit s mensimi
podjednotkami (=25 kDa) nékterych biofarmaceutik neZz sintaktnimi nebo jen
redukovanymi. U panitumumabu se zde také objevil pik pfed pikem Fd regionu. Podobny
pik se také objevil u NIST protilatky ve ¢lanku autor( Bobaly et al. [54]. Autoti jeho plivod
ale neobjasnili. PfestoZe u afliberceptu byly ocekdvany dva piky, objevuji se zde tfi.
Autofi Khallali et al. [59] separovali stejné Stépeny aflibercept pomoci elektroforézy na
polyakrylamidovém gelu. V misté, kde ocekavali monomer receptoru VEGF, se objevil
zdvojeny band, ktery autofi vysvétlili heterogenitou v glykosylaci. RPLC metoda ale neni
vhodna pro separaci glykosylacnich variant, tudiz by pro potvrzeni této hypotézy byla

potfeba budto MS analyza nebo separace pomoci metody HILIC.
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Obrazek 14: Srovndni chromatogramii s vyznacenymi retencnimi casy (v minutdach)
a Sitkami piki (v sekunddch) biofarmaceutik stépenych IdeS protedzou na koloné
BioResolve RP mAb Polyphenyl.

Z téchto poznatk( tedy mGzeme fict, Ze kolona dokaze separovat biofarmaceutika Iépe
pfi middle-up analyzach. Bylo by také vhodné analyzovat aflibercept pomoci LC-MS pro

zjisténi divodu zdvojeni pika.
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5.2 Ovéreni schopnosti kolony pfi bottom-up analyzach

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit, jestli je mozné na koloné BioResolve RP
mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um, 2,1 x 150 mm provadét také bottom-up analyzy. Za
timto ucelem byla provedena dvé rlzna Stépeni, ktera poskytla dostatek potfebnych
dat. Pravé z tohoto dlivodu byly tyto analyzy provedeny pomoci LC-MS instrumentace
namisto LC-UV pfistroje pouzitého v predchozich analyzach. Kvdli vyraznému
potlacovaniionizace analytl byla TFA, pouzivana v predchozich analyzach, vyménéna za
kyselinu mravenci. Data byla porovndvana s vysledky ziskanymi na koloné Acquity UPLC
CSH C18130 A, 1,7 um o stejnych rozmérech, kterd byla pro bottom-up analyzy pfimo

vyvinuta [60].

5.2.1 LC-MS analyza biofarmaceutik stépenych endopeptidazou Lys-C

Analyzy probihaly na pfistroji Vanquish Horizon UHPLC spojenym s hmotnostnim
spektrometrem Q Exactive HF-X. Vysledky z kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi
BioResolve RP mAb Polyphenyl byly srovnavény s kolonou s plné poréznimi ¢asticemi
Acquity UPLC CSH Cis. Sledovanymi parametry byly Sitka piku v poloviné jeho vysky,
poradi pik( pti eluci a sekvenéni pokryti peptid(.

Na obrazku 15 muzeme vidét srovnani pramérnych Sifek pik vsech peptidd mérenych
ve tfech replikdtech na obou kolondch. Je zde vidét Ze kolona Acquity poskytuje vyrazné

lepsi Sitky pik( u vétSiny biofarmaceutik nez kolona BioResolve. Je zde vidét, Ze kolona

vvvvv

BioResolve. Vyjimkou je analyza afliberceptu, kde u dvou ze tfi replikdtl poskytuje

nepatrné uzsi piky kolona BioResolve.
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Obrdzek 15: Srovndni Sifek piki v poloviné jejich vysky na kolondch Acquity UPLC CSH
Ci18130 A, 1,7 um, a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um.

Na obrdzcich 16-19 muZeme vidét srovnani poradi piki mezi kolonami. Kolona
BioResolve poskytuje kratsi retencni ¢asy pro kratsi peptidy, ale u vétsiny delsich peptid(
jsou retencni Casy stejné nebo delsi. Nékteré z téchto pikd jsou oznaceny Sipkami. To je
pravdépodobné zplsobené rozdilnou velikosti pérd na stacionarnich fazich a rychlejsim
prevodem hmoty u povrchové poréznich ¢astic na stacionarni fazi kolony BioResolve
[61]. To ale mélo také za nasledek ztratu nékolika peptid( s retencnimi ¢asy <1,6 minuty,

z dlvodu nastaveni systému rozdélujici tok.
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BioResolve

Obradzek 16: Srovndni retencnich ¢ast a poradi piki trastuzumabu na kolondch Acquity
UPLC CSH C18 130 A, 1,7 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um.
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Obrdzek 17: Srovndni retencnich ¢ast a poradi piki bevacizumabu na kolondch Acquity
UPLC CSH C18 130 A, 1,7 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um.
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Obrazek 18: Srovnadni retencnich cast a poradi piki panitumumabu na kolondch
Acquity UPLC CSH C18 130 A, 1,7 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4

um.
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Obrazek 19: Srovnadni retencnich cast a poradi piki afliberceptu na kolondch Acquity
UPLC CSH C18 130 A, 1,7 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um.
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Sekvencni pokryti proteinu bylo u obou kolon velmi podobné, jak miZeme vidét na

obrazku 20.
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Obrazek 20: Srovndni sekvencniho pokryti proteinii na kolondch Acquity UPLC CSH
C18 130 A, 1,7 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um.

5.2.2 LC-MS analyza biofarmaceutik stépenych trypsinem

Analyzy probihaly na pfistroji Vanquish Horizon UHPLC spojenym s hmotnostnim
spektrometrem Q Exactive HF-X. Kolona s povrchové poréznimi ¢asticemi BioResolve RP
mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um zde byla srovnavéna s kolonou s plné poréznimi
¢asticemi Acquity UPLC CSH C18 130 A, 1,7 um. Sledovanymi parametry byly $itka piku

v poloviné jeho vysky, poradi pikd a sekvenéni pokryti peptidd.

Na obrazku 21 muizeme vidét, Ze na rozdil od predchozich analyz kolona BioResolve
poskytuje velmi podobné a v nékterych pripadech dokonce lepsi Sifky pikd nez kolona
Acquity. Z toho plyne, Ze ¢im jsou peptidy mensi, tim Iépe je dokaze kolona BioResolve

separovat.

50



Trastuzumab Bevacizumab

5,00 5,00
4,50 4,50
4,00 4,00
3,50 3,50
= 3,00 3,00
£ 2,50 2,50
3
2 200 2,00
1,50 1,50
100 1,00
0,50 0,50
0,00 0,00
Replikdt 1 Repliet 2 FReplikit2 Replicit Replika: 2 Regr kit 3
W Acquity ™ BioResolve = Acquity ® BioResolve
Panitumumab Aflibercept
4,00 5,00
4,50 = = =
3,50
- _ 4,00
3,00 550
2,50 3,00
@ 2,00 2,50
= 2,00
2 150 4
2 1,50
.00 1,00
0,50 0,50
0,00
0,00 Heplican 1 Aepliit 2 Replikét 3 Replikst 1 Realkst2 Reglikst3
W Acquity ® BioResolve B Acguity M BioResolve

Obrdzek 21: Srovndni Sifek piki v poloviné jejich vysky na kolondch Acquity UPLC CSH
C18 130 A, 1,7 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um.

Na obrazcich 22-25 vidime srovnani poradi pikl. Kolona BioResolve stejné jako
u prechozich analyz vykazuje kratsi retencni €asy pro kratsi peptidy a podobné, nebo

delsi retencni casy pro peptidy delSi. Nékteré z téchto pikd jsou oznaceny Sipkami.
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Obrazek 22: Srovndni retencnich cast a poradi piki trastuzumabu na kolondch

Acquity UPLC CSH C18 130 A, 1,7 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4
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Obrazek 23: Srovnadni retencnich ¢ast a poradi piki bevacizumabu na kolondch

um.

Acquity UPLC CSH C18 130 A 17 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A 2,7/0,4
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Obrazek 24: Srovnadni retencnich cast a poradi piki panitumumabu na kolondch
Acquity UPLC CSH C18 130 A, 1,7 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4

um.
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Obrazek 25: Srovnadni retencnich ¢asi a poradi piki afliberceptu na kolondch Acquity
UPLC CSH C18 130 A, 1,7 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um.

53



Sekvencni pokryti protein(ll je stejné jako u predchozich analyz velmi podobné u obou

kolon (obrazek 26).
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Obrazek 26: Srovndni sekvencniho pokryti proteinii na kolondch Acquity UPLC CSH
C18 130 A, 1,7 um a BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um.

| pres urcité rozdily kolona BioResolve zvladad separovat biofarmaceutika Stépend
endopeptiddzou Lys-C i trypsinem velmi dobte. MUzZzeme tedy potvrdit nasi hypotézu, Zze

kolona BioResolve je vhodna i pro bottom-up analyzu biofarmaceutik.

5.3 Top-down a middle-up analyzy s mobilnimi fazemi bez TFA

Na zakladé vysledkt Dr. Khalikové ohledné poufZiti kolony BioResolve RP mAb Polyphenyl
s mobilnimi fazemi bez TFA, které jsou shrnuty v ¢lanku , Evaluation of strategies for
overcoming trifluoroacetic acid ionization suppression resulted in single-column intact
level, middle-up, and bottom-up reversed-phase LC-MS analyses of antibody
biopharmaceuticals” [52], byla kolona testovana i pro analyzy, kde pozitivni roli 0,1%
TFA prevzal pfidavek 1-butanolu do mobilni faze. V analyzach v uvedeném clanku byl
1-butanol v obou slozkach mobilni faze v koncentraci 3 %. Toto slozeni mélo pozitivni

efekt na separaci intaktnich biofarmaceutik a z nich pripravenych velkych analytt, avsak
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v bottom-up LC-MS analyzadch vedla k uniku nejméné hydrofobnich peptidi z kolony

pfed zahdjenim gradientu.

Analyzy v této diplomové praci mély ovéfit, zda se pozitivniho efektu 1-butanolu pro
separaci intaktnich biofarmaceutik a jejich velkych ¢asti neda docilit také tim, Ze toto
aditivum bude pfidano pouze do mobilni faze B ve vyssi koncentraci. V retencnich
Casech, kdy eluuji intaktni biofarmaceutika a jejich velké derivaty, by bylo dosaZzeno
koncentrace 1-butanolu kolem 3 %, ale v ramci pfipadnych bottom-up LC-MS analyz

bude koncentrace 1-butanolu na za¢atku gradientové eluce minimalni.

Analyzy byly provedeny pomoci chromatografu Dionex UltiMate RSLC 3000 na koloné
BioResolve RP mAb Polyphenyl pfi 80 °C. Pouzité mobilni faze byly okyseleny 0,1% FA.
Slozka B mobilni faze obsahovala pfidavek 10 % 1-butanolu. Pro srovnani byly pouzity
vysledky z pfedchozich top-down a middle-up analyz pouZivajicich mobilni fazi
okyselenou 0,1% TFA. Sledovanym parametrem byla Sifka piku v poloviné jeho vysky

a retencni Casy.

5.3.1 Top-down analyzy biofarmaceutik

Pro intaktni biofarmaceutika méla nejnizsi Sitky piki mobilni faze s0,1 % TFA,
nasledovana mobilni fazi s pridavkem 1-butanolu (obrazek 27). Sitky pikd trastuzumabu,
bevacizumabu a afliberceptu se mezi sebou zasadné nelisi. Panitumumab se vSak opét
ukazuje jako velmi problémovy. Divod proc¢ kolona BioResolve podava takto Spatné
vysledky pfi analyze intaktniho panitumumabu zlstdva z nedostatku dostupnych
informaci nezndmy. Mobilni faze s pfidavkem 1-butanolu vykazuje také vyrazné nizsi
retencni ¢asy nez mobilni faze okyselené TFA i FA. Toto se da vysvétlit vyssi elu¢ni silou

1-butanolu v porovnani s acetonitrilem.
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Obrdazek 27: Srovndni sifek pikia (vlevo) a retencnich cast (vpravo) intaktnich
biofarmaceutik pro jednotlivé mobilni faze.

Skuteénou koncentraci 1-butanolu v dobé eluce pro intaktni biofarmaceutika mizeme
vidét v tabulce 10. Skutecna koncentrace byla vypoctena odeétenim zpozdéni ndstupu
gradientu od retencnich ¢asu biofarmaceutik a vyndsobenim pfirlistkem koncentrace
1-butanolu za minutu. Poté byla pfi¢tena pocatecni koncentrace 1-butanolu pfi zac¢atku

gradientu.

Tabulka 10: Skutecna koncentrace 1-butanolu v dobé eluce intaktnich
biofarmaceutik.

Protilatka Retencni das % BuOH

Trastuzumab 6,58 2,83
Bevacizumab 6,19 2,72
Panitumumab 7,43 3,08

Aflibercept 6,28 2,75

5.3.2 Middle-up analyza biofarmaceutik

Pfestoze vysledky analyzy intaktniho trastuzumabu a bevacizumabu s mobilni fazi
s pridavkem 1-butanolu byly slibné, intaktni panitumumab vySel mnohem hure ve
srovnani s mobilni fazi okyselenou 0,1% TFA. V middle-up analyzach jsme se pokouseli

zjistit, jestli se tento problém da vyresit nastépenim biofarmaceutik na mensi analyty.

5.3.2.1 Analyza redukovanych biofarmaceutik

Na obrazku 28 mlzZeme vidét srovnani primérl Sirek pikda lehkych a tézkych retézcl.
Sitka pikd panitumumabu je u obou mobilnich fazi bez TFA mnohem lep&i. Nesmime také

zapominat, Ze mobilni faze s TFA nezvladla odseparovat od sebe lehké a tézké retézce
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viz obrazek 13. Na obrdzku 29 miZeme vidét, Ze toto neplati pro obé& mobilni faze bez
TFA. Vypada to tedy, Ze pro analyzu redukovaného panitumumabu je vyhodnéjsi pouZiti
mobilni faze okyselené 0,1% FA spridavkem 10 % 1-butanolu nez 0,1% TFA.
U redukovaného afliberceptu ocekdavame jeden pik. Ten, ktery zde vidime, je ale pfilis
Siroky. Byly by potieba dalsi analyzy pro zjisténi, jestli nedoSlo napf. k degradaci
biofarmaceutika na koloné.

18
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Wsy [5]

N

Trastuzumab Bevacizumab Panitumumab Aflibercept

o

mTFA ®mFA BuOH + FA

7 vrv

Obrdzek 28: Srovnani sirek piki redukovanych biofarmaceutik pro jednotlivé mobilni
faze.
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Obrdzek 29: Chromatogramy ze separace redukovaného panitumumabu.

5.3.2.2 Analyza biofarmaceutik stépenych protedazou IdeS

Na obrazku 30 vidime srovnani primérnych Sitrek pikd Fab, a Fc regionl pro
trastuzumab, bevacizumab a panitumumab, a dimer VEGF receptoru a Fc region pro
aflibercept. Sitky pik(l trastuzumabu, bevacizumabu a dokonce i panitumumabu jsou
velmi dobré. U panitumumabu se dokonce neprojevuje ani mirné zdvojeni piku Fab
oblasti pfitomné u analyzy s mobilni fazi okyselené 0,1% TFA (obrazek 13). Zdvojeni piku
se neobjevuje ani u afliberceptu, projevuje se ovsem vyraznym narlstem Sirky tohoto
piku (obrazek 31). Mobilni faze s TFA ma ocividné dostatecné vlastnosti na separaci
téchto pikd. Co toto zdvojeni a narust Sitky zplsobuje ovsem LC-UV analyzou nezjistime

a byla by potfeba provést analyzu s pouZitim LC-MS.
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Obrazek 31: Chromatogramy ze separace dafliberceptu stépeného protedzou IdeS.
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5.3.2.3 Analyza biofarmaceutik stépenych protedzou Ides a redukovanych

Z dlivodu velké Casové prodlevy mezi analyzami a velkym poctem reagencii ve vzorku
doslo s nejvétsi pravdépodobnosti k degradaci vzorkG a vysledky jsou tak
nehodnotitelné. Vidét to miZeme na obrazcich 32 a 33. Z ¢asovych a ekonomickych
dlvodl nebylo moZné pfipravy vzorku a jejich analyzy zopakovat. Na druhou stranu
analyzy redukovanych biofarmaceutik a biofarmaceutik Stépenych IdeS proetedzou
pfinesly dostatec¢né validni dlikazy o tom, Ze tento systém mobilnich fazi je vhodny pro

top-down i middle-up analyzy.

Trastuzumab - Bevacizumab

Obradzek 32: Chromatogramy ze separace biofarmaceutik stépenych protedzou IdeS
a redukovanych za pouZiti mobilni faze okyselené 0,1% FA.

Trastuzumab “‘: Bevacizumab

Aflibercept

Obrdzek 33: Chromatogramy ze separace biofarmaceutik stépenych protedzou
IdeS redukovanych za pouZiti mobilni faze okyselené 0,1% FA s pridavkem 10 % 1-
butanolu.
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Na zakladé téchto vysledki mGzZeme konstatovat, Ze ptridanim 10 % 1-butanolu ke sloZce
B mobilni faze okyselené 0,1% FA lze dosahnout eluce analytd v prostiedi kolem 3 %

1-butanolu, ktery ma pozitivni ucinky na tvar téchto analytt v LC-MS [52].
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6. ZAVER

PFi ovérovani schopnosti kolony pfi top-down analyzach v naSich podminkdch jsme
zjistili, Ze prestoze kolona ddva velmi kvalitni chromatogramy, je vyhodné zvysit teplotu
kolony na 80 °C. | pres zvySenou teplotu se ale ne vSechna intaktni biofarmaceutika
separovala optimalné. Velmi problematicky byl panitumumab. To se do znacné miry
vytesilo pfi middle-up analyzach redukci nebo stépenim biofarmaceutik IdeS proteazou.
Plyne z toho tedy, Ze ackoliv si kolona dokaze poradit i s intaktnimi biofarmaceutiky, ¢im
jsou analyty mensi, tim méné jsou problematické. Stépenim biofarmaceutik ale zase

narUsta narocnost pripravy vzorku a samoziejmé také cena analyzy.

Pomoci protilatek Stépenych endopeptiddzou Lys-C a trypsinem jsme zjistili, Ze kolona
BioResolve RP mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 um je opravdu vhodna pro bottom-up
analyzy. Bottom-up analyzy na této koloné se samoziejmé neobejdou bez urcitych
kompromisl v celkovém tvaru pik(i a sekvencénim pokryti. Kolona Acquity UPLC CSH
C18 130 A, 1,7 um je samoziejmé stale vhodnéjsi pro bottom-up analyzu, nedaji se viak
na ni provadét top-down ani middle-up analyzy. Na zakladé téchto prvotnich vysledku

byly proveden analyzy, které se staly soucasti ¢lanku Dr. Khalikové a kolektivu [52].

Chromatogramy a vypocty potvrdily, Ze analyty v rdmci top-down a middle-up analyz
skutecné eluuji kolem 3 % 1-butanolu v mobilni fazi. Tento systém mobilnich faze se tedy
zda byt vhodny pro top-down, middle-up i bottom-up analyzy na jedné koloné.
Pfedpokladany potencial této univerzalni metody zaloZzené na koloné BioResolve RP
mAb Polyphenyl 450 A, 2,7/0,4 pm a systému mobilnich fazi s 10% 1-butanolem
v organické sloZce pro analyzu biofarmaceutik je jesté nutné ovéfit v bottom-up LC-MS
analyzach. Z kapacitnich ddvod( jiz nebylo moZné tyto experimenty v ramci diplomové

prace provézt.
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7. POUZITE ZKRATKY

ACN

CEX

DAD

DTT

ESI

FA

FDA

GFC

GPC

HGPTR

HILIC

HPLC

IEC

Acetonitril

Kationtovd vyménny chromatografie (z angl. Cation

Exchange)

Detektor s diodovym polem (z angl Diod-Array Detector)
Dithiotreitol

Elektrosprejova ionizace (z angl Electrospray lonization)
Kyselina mravenci (z angl. Formic Acid)

Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv (z angl. Food an Drug

Administration)

Gelova filtraéni chromatografie (GFC z angl. Gel Filtration

Chromatography)

Gelova permeacni chromatografie (GPC zangl. Gel

Permeation Chromatography)

Hypoxantin-guanin-fosforibosyltransferdzu (HGPRT z angl.

Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase)

Hydrofilni interakéni chromatografie (z angl. Hydrophilic

Interaction Liquid Chromatography)

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (z angl. High

Performance Liquid Chromatography)

lontové vyménnd chromatografie (z angl. lon Exchange

Chromatography)
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LC

LC-MS

mAb

MALDI

MS

PDA

PTM

RPLC

SEC

TFA

TOF

UHPLC

uv

UV/Vis

Kapalinova chromatografie (z angl. Liquid

Chromatography)

Kapalinovd chromatografie spojend s hmotnostnim
spektrometrii (z angl. Liquid Chromatography-Mass

Spectrometry)

Monoklonalni protilatky (z angl. Monoclonal Antibodies)

lonizace desorpci laserem za Ucasti matrice (z angl. Matrix-

Assisted Laser Desorption/lonization)

Hmotnostni spektrometrie (z angl. Mass Spectrometry)

Detektor s diodovym polem (z angl. Photodiode-Array)

Posttranslacni modifikace (z angl. Post-translational

Modifications)

Chromatografie na reverzni fazi (z angl Reverse Phase

Liquid Chromatography)

Vylucovaci chromatografie (z angl. Size exclusion

chromatography)

Kyselina trifluoroctova (z angl. Trifluoracetic Acid)

Analyzator doby letu (z angl. Time-of-flight)

Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl.

Ultra-high Performance Liquid Chromatography)

Ultrafialové zareni (z angl. Ultraviolet)

Ultrafialové/Viditelné zareni (z angl. Ultraviolet/Visible)
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