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UvoD

Zaradi razvoja na podrocju biotehnologije, ugotovitev ba-
zi¢nih raziskav o tar¢ah in mehanizmih delovanja ter ucin-
kovitosti pri terapiji Stevilnih bolezni so proteini v zadnjih
desetletjin postali hitro rasto¢a skupina zdravilnih ucinkovin.
Gre za velike in kompleksne molekule, ki imajo Stevilne
funkcionalne skupine in vec nivojev strukture. Za svoje de-
lovanje morajo imeti ohranjeno tridimenzionalno strukturo,
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POVZETEK

Proteinske ucinkovine so v zadnjih desetletjih mo¢no
preoblikovale trg zdravil. Gre za velike molekule z
zapleteno strukturo, ki so nagnjene k razli¢nim obli-
kam nestabilnosti. Posledice nestabilnosti so lahko
zmanjSanje bioloske aktivnosti ali povecanje imu-
nogenosti, zato je izbira ustreznih analiznih tehnik
za vrednotenje stabilnosti proteinov klju¢nega po-
mena za zagotavljanje kakovosti, ucinkovitosti in
varnosti zdravila. V primerjavi z nizkomolekularnimi
udinkovinami je vrednotenje stabilnosti proteinov
kompleksen in veCplasten analizni izziv. Pri tem mo-
ramo Vkljuciti tri glavne vidike stabilnosti: fizikalno,
kemijsko in bioloSko stabilnost. Za celovito kvalita-
tivno in kvantitativho oceno nestabilnosti proteinov
je nujna uporaba kombinacije razli¢nih analiznih teh-
nik. Poleg tega moramo vsak protein obravnavati
individualno. V tem prispevku podajamo pregled
analiznih tehnik, ki jih uporabliamo za vrednotenje
najrazli¢nejSin sprememb, ki so posledica nestabil-
nosti proteinov. Pri tem imajo glavno viogo masna
spektrometrija ter separacijske, spektroskopske in
imunokemijske tehnike.

KLJUCNE BESEDE:
analizne tehnike, masna spektrometrija, nestabil-
nost, proteini

ABSTRACT

Therapeutic proteins have significantly transformed
the pharmaceutical market in recent decades.
These large molecules with complex structures are
susceptible to various degradation pathways. Their
instability may result in a decrease in biological ac-
tivity or an increase in immunogenicity. Therefore,
the selection of appropriate analytical techniques
for the evaluation of protein stability is crucial to en-
sure quality, efficacy and safety of the medicine.
Compared to small molecules, the evaluation of
protein stability is a complex and multifaceted ana-
lytical challenge. Three main stability aspects have
to be considered: physical, chemical and biological
stability. A combination of different analytical tech-
niques is necessary for a comprehensive qualitative
and quantitative evaluation of protein instability.
Moreover, an individual approach is required for
each protein. This article reviews analytical tech-
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niques used for the evaluation of various changes
resulting from protein instability, with mass spec-
trometry, separation, spectroscopic and immuno-
chemical techniques playing a major role.

KEY WORDS:
analytical techniques, instability, mass spectrometry,
proteins

ki se lahko pod vplivom razli¢nih dejavnikov hitro porusi (1,
2).

Nestabilnost proteinov delimo na fizikalno in kemijsko. Pri
slednji pride do nastanka nove kemijske entitete zaradi ce-
pitve ali nastanka kovalentnih vezi. Pri tem se spremeni
primarna struktura proteina, posledi¢no pa se lahko spre-
menijo tudi vi§ji nivoji strukture (1-3). Pri fizikalni nestabil-
nosti molekula proteina kemijsko ostane nespremenjena,
pride pa do sprememb v sekundarni, terciarni ali kvartarni
strukturi proteina (3, 4). Med fizikalne oblike nestabilnosti
uvrS¢amo denaturacijo, agregacijo, adsorpcijo proteinov
na povrsine in obarjanje (1, 3, 5). Fizikalna in kemijska ne-
stabilnost sta pogosto medsebojno povezani, ena oblika
nestabilnosti lahko vodi do druge, tako pa se potencira
verjetnost za pretvorbo proteina (1,3).

Posledice nestabilnosti so lahko zmanjSana aktivnost ali
povecCana imunogenost proteina, kar je neposredno pove-
zano z ucinkovitostjo in varnostjo zdravila (1, 6, 7). Zato je
izbira kombinacije ustreznih analiznih tehnik za vrednotenje
stabilnosti proteinov klju¢nega pomena za uspesen razvoj
zdravila.

VREDNOTENJE
NESTABILNOSTI PROTEINOV

V primerjavi z nizkomolekularnimi ucinkovinami je vredno-
tenje stabilnosti proteinov precej bolj zapleteno. Stabilnosti
proteina namre¢ ne moremo opredeliti izkljucno na podlagi
njegove koncentracije ali odsotnosti razgradnih produktov
(4). Za razumevanije nestabilnosti proteinov in njihovo ustre-
zno stabilizacijo v zdravilih je potrebno podrobno analizno
ovrednotenje posameznega proteina (8).

Zaradi velike raznolikosti moznih strukturnih sprememb je
vrednotenje stabilnosti proteinov kompleksen in ve¢plasten
analizni izziv, ki zahteva uporabo Sirokega spektra analiznih
pristopov (slika 1) (5, 8). Pri tem moramo vkljuciti tri glavne
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vidike stabilnosti: ovrednotiti moramo fizikalno stabilnost z
vidika strukture proteina in agregacije, prouciti kemijske
spremembe proteina in rezultate podkrepiti z ovrednote-
njem bioloske aktivnosti proteina (4).

Izbira analiznih tehnik je odvisna od lastnosti proteina, for-
mulacije, mehanizma razgradnje, destruktivnosti analizne
metode in priprave vzorca (5). Trenutno ima le malo tera-
pevtskih proteinov svoje monografije v farmakopejah (9).
Splosne usmeritve za vrednotenje stabilnosti proteinov po-
dajajo smernice Mednarodne konference o harmonizaciji
(ICH) Q5C in Q6B. Smernica ICH Q5C podaja usmeritve
proizvajalcem glede stabilnostnih Studij, ki jih morajo izvesti
za pridobitev dovoljenja za promet z bioloSkim zdravilom,
sgj sluzijo kot podpora predlaganim pogojem shranjevanja
in roku uporabnosti (10). Smernica ICH Q6B pa podaja
glavne principe za izbiro in utemeljitev specifikacij za biolo-
Ska zdravila (11). Obe smernici naslavljata tudi problematiko
analiznega vrednotenja stabilnosti proteinskih ucinkovin.
Za celovito kvalitativno in kvantitativno oceno stabilnosti
proteinov moramo uporabiti kombinacije ustreznih stabil-
nostno-indikativnih analiznih tehnik, najveCkrat spektro-
skopskih, separacijskih in imunokemijskih tehnik ter masne
spektrometrije (MS), s katerimi ovrednotimo fizikalno-ke-
mijske lastnosti, vsebnost in biolosko aktivnost, v nekaterih
primerih pa tudi imunokemijske lastnosti proteina (10, 11).
Ovrednotiti moramo tudi Cistost proteinske ucinkovine, saj
lahko necistote vplivajo na stabilnost in imunogenost pro-
teina (2, 7). Poleg tega morebitno prisotne necistote otezijo
analizno vrednotenje proteina. Za vrednotenje Cistosti upo-
rabliamo kombinacije specificnih metod, kot so elektrofo-
rezne in kromatografske metode ter peptidno kartiranje,
rezultat analize pa je odvisen od izbrane metode (10, 11).

2.1 VREDNOTENJE KEMIJSKE
NESTABILNOSTI

Kemijska nestabilnost povzro¢i spremembe v primarni
strukturi proteina zaradi reakcij, kot so deamidacija, oksi-
dacija, hidroliza, izmenjava disulfidne vezi, izomerizacija,
racemizacija, B-eliminacija, glikacija in deglikozilacija (1-3).
Obseg kemijske spremembe je odvisen od formulacije,
razmer shranjevanja in intrinzi¢nih lastnosti proteina, njene
posledice pa so odvisne od lokacije sprememb (4, 12).
Kemijska nestabilnost povzroci spremembe v fizikalno-ke-
mijskih lastnostih proteina, kot so polarnost, masa, naboj
in opti¢ne lastnosti (8, 13). Za vrednotenje teh sprememb
najpogosteje uporabliamo kromatografske, elektroforezne
in spektroskopske tehnike ter MS (12).
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Slika 1: Prikaz kompleksnosti vrednotenja nestabilnosti proteinov.
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Gravimetrija (QCM-D)

Spektroskopija (FTIR, CD, Ramanska, fluorimetrija)
Mikroskopija (AFM)

MS

Figure 1: Demonstration of the complexity of the evaluation of protein instability.

MS je v zadnjih desetletjih postala nepogresljivo orodje pri
analitiki proteinov. Najpogosteje jo uporabliamo za prido-
bivanje informacij o aminokislinskem zaporedju in tocni
molekulski masi, za doloCevanje mesta in narave posttran-
slacijskih modifikacij ter tudi za prou¢evanje vigjih nivojev
strukture in agregacije (14—16). Pomembno vlogo ima pri
stresnih Studijah, kjer jo uporabljamo za identifikacijo raz-
gradnih poti in potencialnih kriticnih atributov kakovosti
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(16). Vse to omogocajo razlicne izvedbe in nacini delovanja
masnih spektrometrov, razli¢ni nacini ionizacije, fragmen-
tacije in detekcije (8, 16). Za strukturno vrednotenje pro-
teinov rutinsko uporabliamo tri strategije: MS intaktnih
proteinov (top-down approach), MS po delni fragmentaciji
proteinov (middle-down / middle-up approach) in peptidno
kartiranje (bottom-up approach) (14-16). MS lahko upo-
rabliamo samostojno ali pa je sklopliena z razli¢nimi kro-
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matografskimi tehnikami ali kapilarno elektroforezo (CE)
(16).

Stevilne kemijske reakcije povzrogijo spremembe v naboju
ali porazdelitvi naboja, kar lahko proucujemo z ionsko-iz-
menjevalno kromatografijo (IEC), (kapilarnim) izoelektriénim
fokusiranjem in kapilarno consko elektroforezo (4, 8, 12,
13). Za proucevanje deamidacije kot ene najpogostejsSih
reakcij, pri katerih pride do spremembe naboja, obstajajo
tudi specifi¢ne tehnike, kot so visokozmogljivostna biolu-
miniscencna metoda (17), jedrska magnetna resonanca
(NMR), 2D NMR in dolocitev nastalega amoniaka z en-
cimskim testom ali selektivno elektrodo (12, 13).
Kemijska nestabilnost lahko povzrodi tudi spremembe v
hidrofobnosti proteinov, kar najpogosteje vrednotimo s kro-
matografskimi tehnikami, kot sta reverznofazna in hidrof-
obnointerakcijska kromatografija v kombinaciji z razli¢nimi
nacini detekcije (8, 9, 14, 18). Pomembno orodije pri prou-
Gevanju kemijske nestabilnosti proteinov so tudi dvo- ali
vecdimenzionalne tehnike, kot sta 2D-gelska elektroforeza
in dvo- ali ve¢dimenzionalna tekocinska kromatografija (8).
Slednja se je v zadnjih letih zelo razvila predvsem zaradi
moznosti kombiniranja ortogonalnih separacijskih principov,
izboljSane selektivnosti, locljivosti in obdutljivosti v primerjavi
z enodimenzionalno kromatografijo, poleg tega pa omo-
gocCa uporabo MS-detekcije tudi pri vrstah kromatografije
(npr. IEC), ki niso zdruzlive s tem nacinom detekcije (8,
15).

Fragmentacija proteinov je najpogosteje posledica hidrolize
peptidne vezi ali redukcije intermolekularnih disulfidnih vezi.
Poleg nekaterih tehnik, ki jih uporabljamo za vrednotenje
agregacije proteinov (podpoglavje 2.2.3), za vrednotenje
fragmentacije uporabliamo tudi CE in tekocinsko kroma-
tografijo visoke locljivosti (HPLC) z UV- ali elektrokemijsko
detekcijo (8, 13). Enake tehnike uporabljamo tudi pri prou-
Cevanju sprememb zaradi tvorbe, cepitve ali izmenjave di-
sulfidne vezi. Za proucevanje [3-eliminacije uporabliamo
voltametrijo s katodnim raztapljanjem, za proucevanije ra-
cemizacije pa uporabliamo polarimetrijo, MS pa le, ko do
racemizacije pride v devteritranem mediju (13).
Vrednotenje sprememb v glikozilacijskih vzorcih je zaradi
njihove kompleksnosti in heterogenosti zelo zahtevno in
obsega §tiri glavne analizne pristope: i) z analizo mase in-
taktnega proteina dobimo informacije o razli¢nih glikofor-
mah posameznega glikoproteina; ii) analiza glikopeptidov
nam omogoca dolocitev mesta in stopnje glikozilacije; iii)
oligosaharidne profile proteina dolo¢imo z analizami spros-
Genih glikanov; iv) z doloGanjem monosaharidov identifici-
ramo in kvantificiramo posamezne monosaharide (9, 16).
Pri tem ima glavno viogo MS v kombinaciji z razli¢nimi se-
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paracijskimi tehnikami in uporabo reagentov za oznaCeva-
nje (9, 14, 16).

2.2 VREDNOTENJE FIZIKALNE
STABILNOSTI

2.2.1 Vrednotenje visjih nivojev strukture

Zaradi delovanja razli¢nih stresnih dejavnikov lahko pride
do sprememb na vseh nivojih strukture proteina (5, 8). Pri
fizikalni nestabilnosti se primarna struktura proteina ne
spremeni, spremenijo pa se Visji nivoji strukture (1). V ta
namen uporabliamo kombinacije razli¢nih ortogonalnih
analiznih tehnik, ki se med seboj razlikujejo po kolicini
pridoblienih informacij, lodljivosti, dostopnosti, enostav-
nosti, zmogljivosti ter potrebi po specializirani in dragi
opremi (8).

Za proucevanje Visjih nivojev strukture primarno upora-
bliamo razli¢ne spektroskopske tehnike, ki jih v sploSnem
uvrs¢amo med tehnike z nizko locljivostjo (8, 12, 19). To
so cirkularni dikroizem (CD), infrardeCa spektroskopija s
Fourierjevo transformacijo (FTIR), ramanska, UV- in fluo-
rescencna spektroskopija, v nekaterih primerih tudi NMR
(4,8, 15, 20, 21). S temi tehnikami lahko za molekulo pro-
teina pridobimo znacilne spektroskopske prstne odtise in
opazimo vecje spremembe v sekundarni, terciarni ali kvar-
tarni strukturi proteina, ki morajo biti prisotne pri relativno
velikem delezu molekul v vzorcu (8, 9). Slabost teh tehnik
pa je, da ne moremo zaznati majhnih razlik v konformaciji
proteinov in pridobiti specifi¢nih informacij o lokaciji spre-
memb in njihovi dinamiki, zato jih uporabljamo v t. i. pri-
merjalnih Studijah (comparability studies) (8, 15). Med niz-
kologljivostne tehnike uvrs€amo tudi metode termicne
analize, kot so diferencna dinami¢na kalorimetrija (DSC),
diferen¢na dinami¢na fluorimetrija in izotermi¢na kalorime-
trija (4, 9, 19, 20, 22). Tudi s temi tehnikami lahko pridobimo
le informacije, ki odsevajo globalne spremembe v strukturi
proteinov (9).

Z nekaterimi tehnikami pa lahko pridobimo specifi¢ne struk-
turne in prostorske informacije za posamezne domene,
funkcionalne skupine ali celo atome v molekuli proteina.
Temeljna visokolodljivostna tehnika za doloCanje strukture
proteinov je rentgenska praskovna difrakcija (XRPD). Krioe-
lektronska mikroskopija nam omogoc¢a opazovanije nativne
strukture proteinov s skoraj atomsko locljivostjo (8). NMR
je uveljavliena tehnika za proucevanie strukturnih sprememb
z visoko locljivostjo, vendar je zaradi kompleksnosti, relativno
slabe obcutljivosti, omejene prisotnosti aktivnih jeder v naravi
in omejitev pri velikosti proteinov (do 25 kDa) rutinsko ne
uporabliamo za vrednotenje visjih nivojev strukture (9, 21).
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Obc&utno izboljSanje omenjenin pomanjkljivosti je omogodil
razvoj 2D NMR (2D °C NMR in 2D "H/'*N NMR). S to teh-
niko lahko pridobimo NMR prstne odtise proteinov z loclji-
vostjo na nivoju posameznih aminokislin, kar lahko nepo-
sredno uporabimo v primerjalnih Studijah (8, 21). SodobnejSa
tehnika, s katero lahko pridobimo komplementarne infor-
macije o visjih nivojih strukture, je MS (8, 16). Uporabliamo
razli¢ne pristope MS, in sicer MS ionske mobilnosti, kemi¢no
premrezenje v kombinaciji z MS-analizo ter izmenjavo vodika
in devterija v kombinaciji z MS (HDX-MS) (16). Predvsem
slednja postaja v zadnijih letih vedno bolj priljubliena, saj je
obcutljiva, neomejena z velikostjo proteina, potrebna je
majhna koli¢ina vzorca, mozna je tudi avtomatizacija (8, 9,
16). S HDX-MS lahko ovrednotimo konformacijske spre-
membe, jih lokaliziramo in proucujemo dinamiko zvijanja
proteina na nivoju 3—10 aminokislin velikih regij proteina (9,
16, 21). Pri tem moramo uporabiti vodne raztopine vzorcev
in mehke metode ionizacije (npr. elektrorazprsevalna ioniza-
cija), da se nekovalentne interakcije ne porusijo (16).
Alternativa uporabi tehnik z visoko locljivostjo je izdelava
empiri¢nih faznih diagramov. Pri tem z ve¢ razlinimi niz-
kolocljivostnimi tehnikami izvedemo analize pri Stevilnih po-
gojih, da pridobimo veliko koli¢ino podatkov, v katerih z
matematicno analizo iS¢emo vzorce, ki kazejo na strukturne
spremembe (21).

Denaturacijo proteina lahko (kvantitativno) vrednotimo tudi
z reverznofazno HPLC, saj se pri denaturaciji izpostavijo
hidrofobne skupine iz notranjosti proteina, posledicno pa
se spremeni hidrofobnost proteina. Da je priSlo do razvitja
proteinske strukture, lahko ugotavijamo tudi z imunoke-
mijskimi metodami, kot je encimskoimunski test (ELISA).
Za proucevanje kvinarne strukture, ki je znacilna za neka-
tera monoklonska protitelesa, pa lahko uporabimo izklju-
¢itveno kromatografijo (SEC) in 'H NMR spektroskopijo z
multivariantno analizo (4).

2.2.2 Vrednotenije strukture v trdnem
agregatnem stanju

Eden od nacinov stabilizacije proteinov je izbira trdnih far-
macevtskih oblik, med katerimi so najpogostejsi liofilizati
(1, 23). Na ta nacin proteine stabiliziramo, upo¢asnimo nji-
hovo razgradnjo, izboljSamo odpornost proteinov proti
temperaturnim spremembam in mehanskemu stresu, po-
daljSamo rok uporabnosti zdravila in se izognemo hladni
verigi (1, 5). Po drugi strani pa so proteini med suSenjem
izpostavljeni ostrim pogojem, kar je prav tako problemati-
¢no z vidika stabilnosti (5, 23).

Ceprav je Ze skoraj polovica zdravil s proteini v trdnih obli-
kah, je na voljo relativno malo analiznih tehnik za vredno-

256

tenje proteinov v trdnem agregatnem stanju (23). Z izbra-
nimi tehnikami lahko proucujemo lokalne in globalne spre-
membe v strukturi proteinov (24). Za proucevanje sekun-
darne in terciarne strukture proteinov najpogosteje
uporabliamo spektroskopske metode, kot so FTIR, bliznja
infrardeCa in ramanska spektroskopija, CD ter fluorescen-
¢na in UV-VIS-spektroskopija v trdnem stanju. DSC upo-
rabliamo za vrednotenje mobilnosti molekul, kinetike kri-
stalizacije, stopnje kristalizacije in denaturacije ter za
doloCanje temperature steklastega prehoda, ki jo rutinsko
dolo¢amo pri razvoju trdnih formulacij. XRPD nam omo-
gocCa ugotavljanje kristalnosti oziroma amorfnosti praska.
S HDX-MS proucujemo strukturo proteinov v trdnem stanju
z visoko locljivostjo in tako odkrivamo spremembe v kon-
formaciji proteinov, ki kazejo na fizikalno nestabilnost. S
proteolizo devteriranih proteinov pa lahko te spremembe
ovrednotimo tudi na lokalnem nivoju (23, 24). Za prouce-
vanje interakcij med proteini in pomoznimi snovmi upora-
bliamo fotolitsko oznaevanje v trdnem stanju in NMR v
trdnem stanju (23). Slednjo poleg ozkokotnega nevtron-
skega sipanja uporabliamo tudi za vrednotenje strukturnih
in dinami¢nih sprememb (24).

2.2.3 Vrednotenje agregacije

Najpogostejsa, najkompleksnejSa in najbolj raznolika oblika
fizikalne nestabilnosti proteinov je nastanek agregatov (4,
12). Agregati so skupki nativnih ali denaturiranih proteinskih
molekul (monomerov), ki so med sabo povezane s kova-
lentnimi ali Sibkimi nespecificnimi nekovalentnimi vezmi (4,
5). Pri tem nastanejo topni dimeri ali oligomeri ali pa vecji
skupki nevidnih ali celo vidnih delcev (21, 25). Agregati se
razlikujejo po velikosti, morfologiji, proteinski strukturi, vrsti
medmolekulskih vezi, topnosti, mehanizmu nastanka in re-
verzibilnosti, nastanejo pa lahko tako v tekoCih kot tudi
trdnih formulacijah (4-6, 8, 25). Trenutno sprejeta meja za
prisotnost topnih agregatov v proteinskih formulacijah je
5-10 % (5).

Najvedii izziv pri analizi agregatov predstavlja neznana na-
rava nastalih agregatov in ogromen razpon njihovih velikosti,
ki sega od nekaj nm do nekaj mm (25, 26). Z nobeno teh-
niko ne moremo dolociti vseh Zelenih parametrov v celot-
nem obmocdju velikosti, zato moramo za celovito ovredno-
tenje agregacije uporabiti kombinacijo komplementarnih
in ortogonalnih tehnik (12, 25, 26).

Na voljo je velik nabor analiznih tehnik, ki se razlikujejo po
fizikalnem principu meritve, poslediéno pa nam omogocajo
ovrednotenje razli¢nih vidikov agregacije (preglednica ) (8,
25, 26). Nekatere tehnike so farmakopejske (npr. vizualni
pregled), druge, predvsem robustne kvantitativne tehnike,
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SO primerne za uporabo v kontroli kakovosti (npr. SEC),
tretje so namenjene podpori pri razvoju izdelka ali pa potr-
ditvi ustreznosti metod za kontrolo kakovosti (npr. dinami-
¢no sipanje svetlobe), nekatere tehnike, kot so samointe-
rakcijska in navzkriznointerakcijska kromatografija ter
izotermicna kalorimetrija, pa uporabliamo za napovedova-
nje agregacije (4, 21, 25). Analizne tehnike za vrednotenje
agregatov temeljijo na osnovi dolo¢anja velikosti, zato je
vecina primerna tudi za vrednotenje fragmentacije proteinov

®).

2.2.4 Vrednotenje adsorpcije proteinov

Proteini so povrsinsko aktivne molekule, ki se zlahka ad-
sorbirajo na hidrofobne povrsine in medfaze. Adsorpcija
vodi v zmanjSanje koncentracije proteina, lahko pa vpliva
tudi na stabilnost, povzroci strukturne spremembe ali izzove
agregacijo proteina (4, 5, 28). Prou¢evanje adsorpcije pro-
teinov je zahtevno zaradi povezanosti proteina s povrsino
in majhne koli¢ine adsorbiranega proteina. Izbira analizne
tehnike je odvisna od povrSine, koli¢ine adsorbiranega pro-
teina, kompleksnosti vzorca in zelenih informacij (kinetika
adsorpcije, konformacija, orientacija in koli¢ina adsorbira-
nega proteina).

S posameznimi tehnikami ne moremo opisati celotnega
procesa adsorpcije, zato tudi v tem primeru uporabljamo
kombinacije najrazlicnejsih tehnik, kot so radiooznacevalne,
imunokemijske (npr. ELISA), gravimetricne (npr. kvarc¢na
mikrotehtnica z meritvami disipacije), opticéne (npr. povr-
Sinska plazmonska resonanca (SPR), elipsometrija), spek-
troskopske (npr. FTIR, CD, ramanska in fluorescencna
spektroskopija) in mikroskopske (npr. mikroskopija na
atomsko silo) tehnike ter MS in metoda izpraznitve (28—
30).

2.3 VREDNOTENJE BIOLOSKE
AKTIVNOSTI

Vzporedno s fizikalno-kemijskim vrednotenjem je treba
ovrednoatiti tudi bioloSko aktivnost proteina (4, 9, 22). Bio-
loske teste uporabliamo le kot komplementarne teste, saj
ohranjena bioloska aktivnhost ne pomeni, da je struktura
proteina nespremenjena in torej niso zadosten dokaz za
stabilnost proteina (4). Uporabni pa so za oceno pomemb-
nosti ugotovitev iz Studij stabilnosti z vidika klini¢nih u¢inkov
9.

BioloSke teste delimo na teste in vivo in teste in vitro. Pri
testih in vivo ucinkovino apliciramo zivali in spremljamo
njen odziv (31, 32). Pomanjkljivosti testov in vivo so visoki

257

stroski, slabi specificnost in obcutljivost, visoka variabilnost
rezultatov med zivalmi, asovna potratnost ter eticni vidiki,
prednost pa boljSa klinicna relevantnost rezultatov, poleg
tega pa lahko opazimo tudi morebitne nezelene ucinke
(32).

S testi in vitro spremljamo in merimo odziv specificnega
receptorja ali mikrobioloSke ali tkivne celi¢ne linije po do-
datku proteinske ucinkovine (31). Prednosti testov in vitro
pred testi in vivo so manjSa variabilnost ter cenejsa in hi-
trejSa izvedba. Po drugi strani pa so testi in vitro le nado-
mestni kazalec bioloSke aktivnosti in ne odrazajo dejanskih
razmer v okolju in vivo, predvsem kadar pri njihovi izvedbi
uporabimo spremenjene celice, poleg tega pa so lahko
podvrzeni Stevilnim interferencam (32).

Bioloske teste in vitro delimo na celi¢ne teste in na teste
vezave. Slednji temeljijo na ELISA ali SPR in jih pogosto
uporabliamo pri razvoju bioloskih zdravil (8). S Stevilnimi in
raznolikimi celi¢nimi testi spremljamo vpliv u¢inkovine na
proliferacijo, diferenciacijo in adhezijo celic, citotoksic¢nost,
izrazanje genov, sintezo DNA, spro$¢anje citokinov, akti-
vacijo kinaznih receptorjev, izrazanje in sintezo razli¢nih
proteinoy, ki jinh sekundarno dolo¢amo z imunokemijskimi
testi, ter vrednotimo genotoksi¢ne ucinke ucinkovine (8,
31, 32). Z uporabo pristopa reporterskih genov se je razvoj
bioloskih testov bistveno poenostavil (8).

SKLEP

Stabilnost proteina je temeljna lastnost, ki dolo¢a, pod ka-
terimi pogoji je protein pravilno zvit in zato aktiven. Zaradi
prepletanja razli¢nih dejavnikov in velike raznolikosti moznih
sprememb je opredelitev strategij za vrednotenje stabilnosti
proteinov kljuCnega pomena za uspesen razvoj zdravila in
predstavlja velik izziv za strokovnjake s podrocja analitike.
Poleg tega moramo analizne pristope zaradi raznolikosti
teh ucinkovin individualno prilagoditi posameznim protei-
nom. Izbiramo lahko med Stevilnimi tehnikami, kot so se-
paracijske, spektroskopske, imunokemijske in mikroskop-
ske tehnike, bioloski testi, metode termicne analize in druge.
Nepogresljivo orodje za analitiko proteinov in vrednotenje
njihove stabilnosti pa je v zadnjih desetletjih postala MS,
saj zaradi razlicnih izvedb in nacinov delovanja masnih
spektrometrov ter moznosti sklopitve z drugimi tehnikami
omogocCa proucevanje najrazlicnejsih sprememb, ki so po-
sledica tako kemijske kot tudi fizikalne nestabilnosti. Zaradi
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ANALIZNE TEHNIKE ZA VREDNOTENJE (NE)STABILNOSTI PROTEINOV

Preglednica 1: Pregled analiznih tehnik za vrednotenje agregacije proteinov (4, 5, 8, 12, 25-27).
Table 1: Overview of analytical techniques used for the evaluation of protein aggregation (4, 5, 8, 12, 25-27).

Tehnika

Opazovana lastnost

Velikostni razred

Vizualni pregled

ocenitev bistrosti, opalescence, motnosti

> 50 pm —mm

Opticna mikroskopija

velikost in morfologija delcey, Stetje delcev

> 1 pm-—mm

_ @
Metoda zatemnitve svetlobe (Light obscuration) | koncentracija in velikost delcev ;_1 88 Em 25)
. ' . . . 1-100 pm (2
“ . . koncentracija, velikost in morfologija delcev (oblika, B 5)
Pretogna mikroskopija (MFI) transparentnost, kompaktnost) 1> fg?nu(g\
Fluorescencna mikroskopija velikost in oblika (delci, amiloidni proteini) > 1 pm-mm
Coulterjev Stevec (EZS) koncentracija in velikost delcev 0,4-1200 um

Laserska difrakcija*

koncentracija in velikost delcev

20 nm -2 mm

Dinami¢no sipanje svetlobe (DLS)

hidrodinamska velikost, homogenost vzorca

0,3nm —10 pm @
1 nm->5 pm @9
10nm -5 pum ©

Metoda sledenja nanodelcem (NTA)

hidrodinamska velikost, koncentracija delcev (semikvantitativno)

20 nm -1 pm @9
30nm-0,8 um ©

Resonanéno merjenje mase (RMM)

koncentracija in velikost delcev, gostota delca

30nm-1pm®
40 nm -1 pm (12
50 nm —5 pm @

200 nm -2 pym @
300 nm -5 pm (12)

“ . . Stetje delcey, relativna velikost, intenziteta fluorescence, notranja 0,2-150 um ©
Pretotna citometriia kompleksnost (struktura) delca > 500 nm (12
Veckotno sipanje laserske svetlobe (MALLS) molekulska masa, velikost (polmer vrtenja) kDa — MDa

Nefelometrija, turbidimetrija

opti¢na gostota ali intenziteta sipanja svetlobe je odvisna od
razmerja med velikostjo delcev in koncentracijo

Ni relevantno

IzkljuCitvena kromatografija (SEC) molekulska masa, oblika, hidrodinamska velikost 1-50 nm
Nativna poliakrilamidna gelska elektroforeza elektroforetska mobilnost kDa — MDa
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v ' ’ e —

prisotnosti natrijevega lavrilsulfata (SDS-PAGE) navidezna molekulska masa, prisotnost disulfidnih vezi, Cistost kDa — MDa
Kapilarna SDS elektroforeza (CE-SDS) navidezna molekulska masa, prisotnost disulfidnih vezi, Cistost kDa — MDa

Pretoc¢ni sistem z asimetricnim precnim
pretokom (AF4)

hidrodinamska velikost

1 nm — nekaj pm

velikost in morfologija delcev (oblika, povrSinske lastnosti, sestava,

(SAXS / SANS)

Elektronska mikroskopija (TEM, SEM, CryoEM) atomska struktura) nm — mm
Mikroskopija na atomsko silo (AFM) velikost in morfologija delcev nm obmocije
Ozkokotno rentgensko / nevironsko sipanje velikost in oblika molekul / agregatov v raztopini nm obmocje

Nativna masna spektrometrija

razmerje med maso in nabojem

atomska lodljivost
do obmocja MDa

Spektrometrija ionske mobilnosti (IMS-MS) masa, Stetje delcev 3-65 nm
Analitsko ultracentrifugiranje (AUC) molekulska masa, velikost, oblika 1-100 nm

) ) N . . ) ) . ) - ) 0,1 nm-—
Taylorjeva disperzijska analiza (TDA) hidrodinamska velikost, ocenjevanje polidisperznosti vzorca nekaj 100 nm
Vodna 'H jedrska magnetna resonanca (WNMR) | kvantifikacija topnih in netopnih agregatov ter nevidnih delcev Egig Em -

* Novejsa razlicica te tehnike je kvantitativna laserska difrakcija, s katero lahko ocenjujemo koncentracijsko porazdelitev proteinskih delcev s

premerom med 0,2 in 10 um (12).
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nenehnega razvoja pricakujemo, da bo MS v prihodnosti
Se bolj uveljavila viogo nenadomestljive tehnike za vredno-
tenje stabilnosti proteinov.
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