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1. Roviditések jegyzéke

2-AA — 2-amino-benzoesav

2-AB - 2-amino-benzamid

ABE — atlagos bioekvivalencia index (average bioequivalence)

ADCC - antitest-fiigg6 sejt kozvetitett citotoxicitasra (antibody-dependent cellular
cytotoxicity)

APTS - 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsav

Asn — aszparagin

Asp — aszparaginsav

BFS — nem bevont falu szilika (bare fused silica) kapillaris

BHK — gjsziilott horesog vese sejt (baby hamster kidney)

C1 — fehérjekomplex, a komplement utvonal els6 eleme

Clqg - CI1 komplex q doménje

CD- cirkularis dikroizmus (circular dichroism)

CDC - komplement fiiggd citotoxicitas (complement-dependent cytotoxicity)
CE — kapillaris elektroforézis (capillary electrophoresis)

CGE-LIF — kapillaris gélelektroforézis 1ézer indukalt fluorescens detektalassal
CHO - kinai horcsog petefészkébdl szarmazo sejtek (chinese hamster ovary)
CQA — kritikus mindségi paraméter (critical quality attribute)

DER — durva feliiletli endoplazmatikus retikulum

DNS — dezoxiribonukleinsav

DoE — kisérlettervezés (design of experiment)

Dol-P — dolikol-foszfat

DSC - differencialis pasztazo kalorimetria (differential scanning calorimetry)
EMA — Europai Gyogyszeriigynokség (European Medicines Agency)

endoT - endo-N-acetil-p-D-gliik6zaminidaz

ER — endoplazmatikus retikulum

F(ab")2 — két Fab diszulfid hidakkal 6sszekotve

Fab — antigénkot6 fragmens

Fc — kristalyosithato fragmens (fragment crystallizable), nehézlancok C-terminalis resze
Fc/2 — Fc monomer

Fcyllla — anitest-kot6 receptor



Fd — nehézlanc N-terminalis fele

FDA - amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal (Food and Drug
Administration)

FLR — fluoreszcencia spektroszkopia (fluorescence spectroscopy)

FTIR — Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopia (Fourier transform infrared
spectroscopy)

Fuc — fukoz

Gal — galaktoz

gCQA - glikozilacioval kapcsolatos kritikus mindségi paraméter

Gl — glikoszimilaritasi index

GIcNAC - N-acetil-gliikozamin

Glu — glutaminsav

GnT I - N-acetil-glukézamin-transferaz |

GU — gliikkdzegység (glucose unit)

HPLC — nagy teljesitményt folyadékkromatografia (high-performance liquid
chromatography)

HILIC- hidrofil interakcios kromatografia (hydrophilic-interaction chromatography)
ICH — Nemzetkozi Harmonizéacios Konferencia (International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)

ID — bels6 atméroé (internal diameter)

IdeS - Streptococcus pyogenes-bél szarmazé endopeptidaz, amely az IgG-t Fc és F(ab')2
fragmentumokra képes hasitani

IgG — immunglobulin G

LC — folyadékkromatografia (liquid chromatography)

Lc — konnytilanc(light chain)

LC-MS - folyadékkromatografia tomegspektrométerrel kapcsolva (liquid chromatography
hyphenated with mass spectrometer)

Man — manndz

Man5 — mann6z-5

MoA — a termék hatasmechanizmusa (mechanism of action)

MS — tomegspektrométer (mass spectrometer)

Neu5Gc - N-glikolil-neuraminsav

NMR - magneses magrezonancia spektroszkopia (nuclear magnetic resonance)

NSO - egér myeloma



OST - oligoszacharidtranszferaz

PCR — polimeraz-lancreakcio (polymerase chain reaction)

PD — farmakodinamika (pharmacodynamics)

PEG - polietilén-glikol

PK — farmakokinetika (pharmacokinetics)

PNGaz F — peptid-N-glikozidaz F

RA - rheumatoid arthritis

rd — relativ kiilonbség (relative difference)

RFU — relativ fluorescens egység (relative fluorescence unit)

rhEPO — rekombinans human erythropoietin

RNS — ribonukleinsav

RPLC- forditott fazisu folyadékkromatografia (reversed-phase liquid chromatography)
RSD - relativ szoras (relative standard deviation)

SD — szoéras (standard deviation)

Ser — szerin

SP2/0 - egér hybridoma

STT3A — OST katalitikus alegysége

STT3B — OST Kkatalitikus alegysége, amely a Kitekeredett fehérje C-terminalis végét is képes
glikozilalni

Thr — treonin

TNF-a — tumor nekrozis faktor-a

UPLC — ultranagy teljesitményii folyadékkromatografia (Ultra High Performance Liquid
Chromatography)

UV — ultraibolya (ultraviolet)

VT-CD - valtozé hémérsékletii cirkularis dikroizmus (variable-temperature circular
dichroism)

WHO — Egészségiigyi Vilagszervezet (Word Health Organization)

XRC — rontgen krisztallografia (X-ray crystallography)



2. Bevezetés

A biologiai gyogyszerek, vagy mas néven bioterapias készitmények napjainkban egyre
nagyobb teret hoditanak a gyogyszerpiacon. Ezek a készitmények a rekombinans fehérjék
sz€les skalajat olelik fel, mint a kiilonb6z6 hormonok, vérkészitmények, novekedési faktorok,
antitest alapu termékek, fuzids proteinek vagy rekombinans oltdanyagok [1]. Ezt jol szemlélteti,

hogy az elmult 10 évben a bioldgiai gyogyszerek piaca megkétszerez6dott (1. abra).
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1. abra: A hagyomanyos és biologiai gyogyszerek globalis piaca 2014 és 2023 kozott amerikai
dollarban kifejezve. Figyelembe véve az elmult évek trendjeit, egyes becslések szerint a
biologiai gyogyszerek globalis piaca 2014-hez képest az idei év végére mintegy
megkétszerezodik 194.4 millidrd dollarrol tobb, mint 400 millidrd dollarra. Ehhez képest a
hagyoményos gyogyszerek éves forgalméanak ndvekedése 848.1 milliard dollarrél 1200

milliard dollar koriilire becsiilhetd az idei évben [2].

Az els6 rekombinans fehérjealapu gyogyszer az Eli Lilly nevii vallalat inzulinja volt, amit
a Genentech fejlesztett ki, és a *80-as években vezetett be a piacra [3]. Ezt par év elteltével
kiilonbozé betegségekre kifejlesztett bioterapias készitmények tucatjai kovették [4, 5].
Azonban szamos olyan rekombinans fehérjealapii gyogyszer van jelenleg a piacon, melyek

szabadalmai napjainkban lejarnak, megnyitva ezzel a lehetéséget a konkurens cégek szamara,



hogy azok is kifejlesszék a sajat valtozataikat, amelyeket biohasonlonak, vagy mas néven
bioszimilarisnak hivunk [6]. Az altalanosan elfogadott nevezéktan szerint bioszimilarisnak
nevezzilkk azokat az utdlag kifejlesztett bioterapias készitményeket, amelyek nagymértékben
hasonléak az innovator termékhez, de nem teljesen azonosak vele. Ezek a kiilonbségek abbol
adddnak, hogy gyartasuk soran az eredetitdl kiilonbozo sejtvonalakat, illetve eltérd gyartasi és
tisztitasi technologiakat hasznalnak. Fejlesztésiik soran a kdvetkez6 megfontolasokat kell szem
elott tartani: (1) hasonlosag hitelesitése; (2) az eredeti — innovator — termékkel valo
felcserélhetdség; (3) egyedi nevezéktan a megkiilonboztethetéség jegyében; (4) hatosagi
szabalyozasok; (5) hatdsagi iranyelvek, amelyek segitik a gyartot a termékfejlesztésben; (6)
szellemi tulajdonjogok; végiil, de nem utolso sorban pedig (7) a biztonsag [1].

A kovetkez6 oldalakon szeretném Osszefoglalni a bioldgiai hasonlosag sajatossagait a
hatosagi iranyelvek tekintetében. Ezt kovetden az egyik kiemelten fontos minéségi jellemzot,
az N-glikozilaciot fogom targyalni, kiillonds tekintettel annak szabalyozasara és vizsgdlatara

vonatkozoan (glikozilacids mintazat vizsgalata a gyartds minden egyes fazisaban).



3. Irodalmi attekintés

3.1 A bioszimilaritas és jellemzo6i

A bioszimilarisok, az EMA (European Medicines Agency), az FDA (Food and Drug
Administration) és a WHO (Word Health Organization) iranyelveivel 6sszhangban 1év6, pontos
meghatdrozasa a kovetkezd: ,,A bioszimilarisok olyan masolatai a mar jovahagyott bioldgiai
gyogyszereknek, amelyek atfogo, 6sszehasonlito vizsgalatok alapjan hasonlosagot mutatnak az
eredetivel fizikai-kémiai tulajdonsagaikban, hatékonysagukban és biztonsagossagukban” [7].
Azaz, a Dbiohasonld gyogyszereknek nagyfoku hasonlosagot kell mutatniuk a
referenciatermékkel fizikai, kémiai és bioldgiai tulajdonsagaik alapjan is. A biztonsagossagra
¢és hatékonysagra vonatkoz6 tulajdonsagokat klinikai 6sszehasonlité vizsgalatoknak is ala kell
tamasztaniuk, mind az eredeti, mind pedig a bioszimilaris termék esetén [8]. Biohasonlo
gyogyszerek kapcsan a legnagyobb aggodalmat altalaban az immunogenitas kérdése valtja ki,
ezért a jovahagyas el6tt elengedhetetlenek az erre iranyuld klinikai vizsgalatok [9]. Minden
egyes eltérést ki kell vizsgalni és megfelelden igazolni, hiszen az hatassal lehet a termék klinikai
hatékonysagara [8]. Mig a bioszimilarisok az innovator gyogyszerek masolatai, addig fontos
megemliteni az un. ,biobetter” termékeket is. Utdbbiak szerkezeti valtozéasaik révén és az
eredetihez képest célzottabb funkcionalis targetdldssal vagy jobb kiszereléssel birnak,
melyeknél fogva biztonsagosabbak, illetve hatékonyabbak az innovatorhoz képest [10]. A
hagyomanyos kismolekulas gyodgyszerekkel parhuzamba allitva leginkabb a generikus
készitményekhez hasonldak, azonban fontos megemliteni, hogy van néhdny Ilényeges
kiilonbség. Ugyanis a generikus készitmények jovahagyasakor alkalmazhatd egy lerdviditett,
un. ANDA (Abbreviated New Drug Application) eljaras, amelynek soran nem sziikséges
preklinikai és klinikai adatokkal bebizonyitani a generikus készitmény hatékonysagat és
biztonsagos hasznalatat, hiszen az kémiailag megegyezik az eredetivel. Ebben az esetben a
gyartonak elegendd igazolnia a bioekvivalencat €s két termék azonossdgat. Bioszimilaris
produktomok esetében ez elképzelhetetlen, hiszen az aktiv hatéanyag az adott fehérje szamos
izoform4jat tartalmazhatja, ezért biohasonld termékeknél a biztonsagos alkalmazas ¢és
hatékonysag igazolasara elengedhetetlenek mind a preklinikai, mind pedig a klinikai
vizsgalatok [1].

Bioszimilaris fejlesztés soran a folyamatot 1épésrél 1épésre kell megkozeliteni, kezdve
egy atfogd fizikai-kémiai és biologiai jellemzéssel megfeleld, lehetdség szerint ortogonalis

modszerekkel [11]. Ahogy arra fentebb mar utaltam, a biohasonlosag alatamasztasahoz



nélkiilozhetetlenek a klinikai adatok, amelyek nagyban fiiggenek a preklinikai vizsgalatok
tapasztalataitol és eredményeitdl [12]. Ezek soran a molekularis szerkezetben bekdvetkezett
valtozasokat (poszttranszlaciés modosulasok, magasabb renda struktarak valtozasai) szigoru
analitikai vizsgalatoknak vetik ald. A molekularis szerkezeti paraméterek CQA (critical quality
attributes) relevanciaval birnak az innovator és a bioszimilaris termék kozott folytatott klinikai
vizsgalatok soran. Az ilyen vizsgalatokat ,,analitikai hasonlosagértékelésnek™ hivjak [13].

Az FDA altal javasolt [épésrdl Iépésre torténd megkozelités bevett eljaras a
bioszimilaritas és felcseréhetoség vizsgalatara vonatkozolag. Célja, hogy a lehetd legtobb
bizonyitékot felsorakoztassa az innovator és a bioszimilaris termék hasonldsdganak

alatamasztasara. A kovetkez6 analitikai vizsgélatokat foglalja magéba:

1) a kritikus min6ségi jellemzok szerkezeti és funkcionalis jellemzése analitikai
modszerekkel
2) allatkisérletek a farmakokinetikara, farmakodinamiara ¢és toxicitasra

vonatkozolag, illetve
3) klinikai tanulmanyok a biztonsdgossag, hatékonysdg ¢és immunogenitasi

problémak Kiértékeléshez és validalashoz [13, 14].

3.1.1 Hatosagi kovetelmények

Az FDA iranyelvei szerint terapias fehérjék szerkezeti jellemzéséhez olyan analitikai
modszereket kell hasznalni, amelyek megfeleléen érzékenyek és specifikusak az adott
hatéanyagra. A bioszimildris €s a referencia terméket az alabbi szempontok szerint kell
Osszehasonlitani: (1) elsddleges szerkezet, azaz aminosav szekvencia, (i1) masodlagos,
harmadlagos és negyedleges szerkezet, (iii) poszttranszlaciés modosulasok, ugy, mint
glikozilacio, foszforilacio, sth. (iv) lebomlasi profil pl. fehérje deamidacioé és oxidacio, és (v)
kémiai modositasok, mint pl. PEGilacié. Bioszimilarisok fejlesztése sordn torekedni kell a
minél pontosabb Osszehasonlitd szerkezeti jellemzésre, ezért annak érdekében, hogy az yj
bioszimilaris variabilitasat a gyartasi paraméterek fiiggvényében lehessen vizsgalni, annak
minden gyartasi sarzsat analizalni sziikséges. Az egyes sarzsokbol vett mintaknak
reprezentativnak kell lenniiik annak érdekében, hogy megfeleld képet mutassanak az Gjonan
fejlesztett és a referencia termék egymashoz viszonyitott bioszimilaritasrol. A kelld szamu sarzs
mellett, elengedhetetlen a megfeleld mintaszam is [12]. A fent emlitett kovetelmények a
szabalyozoszervek alapvetd elvarasai kozé tartoznak az egyes bioszimildris készitmények
jellemzésekor. Szamos 6sszehasonlitod tanulmany késziilt mar, melyek az innovator terméket és

annak bioszimilarisat fizikai-kémiai tulajdonsagaik alapjan veti dssze [15-17].
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Mivel a termék jovahagyasat kovetden, gyartas soran is torténhetnek a termék mindségét célzo
fejlesztések, ezért eléfordulhat, hogy az igy kapott termék a klinikai tanulmanyok sordn jobb
eredményeket mutathat hatékonysag és/vagy biztonsagi szempontbol [18]. A Nemzetkozi
Harmonizacios Konferencia (ICH) QSE direktivaja a kovetkezOképpen hatarozza meg az
Osszehasonlitds kritériumait: ,, A valtoztatas elOtti és utani termék kritikus mindségi
jellemzoinek (CQAS) dsszevetése, melyek nagy mértékben hasonldak, de nem azonosak, illetve
nincsenek negativ hatassal a termék biztonsagossagara és hatékonysagara” [18, 19]. Ezek a
kritikus mindségi jellemzdket 6sszehasonlitod vizsgalatok képezik az alapjat a bioszimilaritasra
vonatkoz6 0sszehasonlitd vizsgélatoknak is.

A bioszimilaris termékek fejlesztése el0szor atfogo és kiterjedt irodalmazassal kezdddik,
hogy pontosan kideriiljon az innovator termék hatdsmechanizmusa (mechanism of action —
MoA), valamint az irodalmi adatok alapjan feltérképezhetébbé valnak a szerkezeti és
funkcionalis valtozasokkal kapcsolatos eltérések ¢€s immunogenitasi problémak. Az
Osszegyljtott informacidt felhasznalva az adott gyogyszer kritikus mindségi jellemzoi (CQAs)
meghatarozhatok és kockdzatértékeléssel becsiilhetd az adott paraméter altal kivaltott probléma
sulyossaga. Mivel bioldgiai hatéanyagok esetén a szerkezeti jellemzOk molekulafiiggbek,
bizonyos mértékben a CQA-k eltérhetnek az egyes tipusok kozott. Példaul, az eukaridta
sejtekkel eldallitott terapias fehérjék esetén — tipikusan ilyenek az emlds sejtekkel termeltetett
monoklonalis antitestek (MADs) — a glikozilacio kiemelt mindségi attributum. Ezzel szemben a
prokariotakat (pl. E. coli) felhasznalo rendszerekben, ennek nincs jelent6sége [20]. A kritikus
mindségi jellemzOk meghatarozasa utan a biologiai hasonlosagot (bioszimilaritas) atfogd
analitikai modszerekkel vizsgaljak, melyek koziil a legelterjedtebb technikakat a 3.8 fejezetben
fogom részletesebben kifejteni. A 2. abran Osszefoglalva lathatok az egyes szerkezeti
elemekhez tartozé analitikai modszerek.

Az ezt kovetd 1épésben a referenciatermék tobb gyartasi sarzsdbdl szdrmazd mintat
vizsgalnak, majd ezek alapjan felallitjak a végtermék mindségi kdvetelményeit (quality target
product profile - QTPP), mely magaba foglalja tobbek kozott a termék aggregacios szintjét,
biologiai aktivitasat és poszttranszlaciés modosulasait.

Ezutéan torténik az expresszios rendszer tervezése, szelekcioja és fejlesztése, beleértve a
teljes expresszios konstrukcidt, a gazdasejt vonalat és a gyartasi folyamat egyéb Iépéseit is, igy
megagyazva €s egyben szilard alapot biztositva a bioszimilaris termék eldallitdsanak. A kritikus
mindségi paramétereket a gyartasi folyamat alatt folyamatosan nyomon kovetik, ezaltal 4llando
visszajelzést lehet kapni arrdl, hogy a gyartasi paraméterek megvaltozasa hogyan befolyasolja

a terméket [4].
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Kritikus minéségi attribatum (CQA)

Glikozilacié
vizsgalata

Elsédleges Gyartasi

variansok

szerkezet Termékvariansok

Szialsa-
Oligosza vak/
-charid monosza
mintazat

Gazda-
sejt
= fehérjéi
charidok

IT-FLR, IM-MS, HDX-MS
Nativ-Orbitrap-MS,
SV/SE, DOSY-NMR, EM
qPCR,
Kuszobérték vizsgalat

MALDI-TOF-MS, CZE-LIF
FLD, HIC-UV, RP-UV/QTOF-MS

LC-UV/ESI-TOF-MS, CE-ESI-TOF-MS,
MALDI-TOF-MS, LC-ESI-MS
MALDI-TOF-MS, RP-UV/ ESI-QTOF-MS,
LC-lonTrap MS, LC-Orbitrap MS, 2D-LC-
MS
Tavoli UV-CD
FTIR
Kézeli UV-CD, XRC, NMR, 1D/2D NMR,
DSC, VT-CD, NMR, TCSPC, NanoDSF,
IM-MS
HILIC-FLD/QTOF-MS, RP-ESI-QTOF-MS,
RP-FLD, HPAEC-PAD, NP-WAX-FLD
CZE-ESI-MS, 2D-LC-ESI-QTOF-MS,
WCX-LC-Nativ-ESI-QTOF-MS, SCX-LC-
SEC-UV, SEC-RI/MALS, SDS-PAGE, CE-
SDS-UVI/LIF, DLS/AF4, MFI/LO, AUC-
RP/HC/ Boronat affinitaskromatografia-
2D PAGE/DIGE, ELISA, CZE-MS, RP-
ESI-QTOF-MS, 2D LC/CE-MS

. cIEF-UV, iclEF-UV, CEX-UV, CZE-UV,

2. abra: A kritikus min6ségi jellemz6khoz tartozo ortogonalis analitikai modszerek dsszefoglald
térképe. LC-UV/ESI-TOF-MS: folyadékkromatografia ultraibolya-, vagy repiilési id6
analizatorral szerelt, elektospray ionizacios tomegspektrometrids detektalassal kapcsolva
(Liquid Chromatography with Ultraviolet Detection or Electrospray lonization - Time-of-Flight
Mass Spectrometry); CE-ESI-TOF-MS: Kapillaris elektroforézissel kapcsolt, repiilési id6
analizatorral szerelt, elektrospray ionizacios tomegspektrometriaval kapcsolva (Capillary
Electrophoresis with Electrospray lonization - Time-of-Flight Mass Spectrometry); MALDI-
TOF-MS: tomegspektrometria matrix segitett 1ézerdeszorpcios ionforrassal és repiilési idd
analizatorral (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time-of-Flight Mass
Spectrometry); LC-ESI-MS: folyadékkromatografia elektrospray i0nizAacios
tomegspektrometriaval kapcsolva (Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Mass
Spectrometry) ; RP-UV/ESI-QTOF-MS: forditott fazisu folyadékkromatografia ultraibolya-,
vagy kvadrupollal és repiilési id6 analizatorral szerelt (hibrid), elektrospray ionizacios
tomegspektrometrias detektalassal kapcsolva (Reverse Phase Liquid Chromatography with
Ultraviolet detection or Electrospray ionization quadrupole time-of-flight Mass Spectrometry);
LC-lonTrap MS: folyadékkromatografia ioncsapda analizatorral szerelt tomegspektrometridval

kapcsolva; LC-Orbitrap MS: folyadékkromatografia orbitrap analizatorral —szerelt

12



tomegspektrometridval kapcsolva; 2D-LC-MS: kétdimenzids folyadékkromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometria (Two-Dimensional Liquid Chromatography with Mass
Spectrometry), Tavoli UV-CD: tavoli ultraibolya tartomanyban felvett cirkularis dikroizmus
(Far Ultraviolet Circular Dichroism); FTIR: Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopia
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy); Koézeli UV-CD: kozeli ultraibolya tartomanyban
felvett cirkularis dikroizmus (Near Ultraviolet Circular Dichroism); XRC: rontgen
krisztallografia (X-Ray Crystallography); 1D/2D NMR: 1 vagy 2 dimenziés magneses
magrezonancia spektroszkopia (Nuclear Magnetic Resonace); IT-FLR: kozvetett id6fiiggd
fluoreszcencia  (Indirect  Time-Resolved  Fluorescence); IM-MS:  ionmobilitas-
tomegspektrometria (Ion Mobility-Mass Spectrometry); HDX-MS: hidrogén- deutérium csere
tomegspektrometria (Hydrogen-Deuterium Exchange Mass Spectrometry); DSC: differencialis
pasztazo kalorimetria (Differential Scanning Calorimetry); VT-CD: vibracios cirkularis
dikroizmus (Vibrational Circular Dichroism); TCSPC: id6korrelalt egyfoton szamlalas (Time-
Correlated Single Photon Counting); NanoDSF: nano differencialis pasztazé fluorimetria
(Nano Differential Scanning Fluorimetry); HILIC-FLD/QTOF-MS: hidrofil interakcios
follyadékkromatografia fluorescens detektalassal vagy kvadrupollal ¢és repiilési 1dd
analizatorral szerelt (hibrid) tdmegspektrometrias detektalassal (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography-Fluorescence Detection/Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry);
CZE-LIF: kapillaris zona elektroforézis 1ézer indukalt fluorescens detektalassal (Capillary Zone
Electrophoresis with Laser-Induced Fluorescence detection); RP-FLD: forditott fazisu
folyadékkromatografia fluorescens detektalassal (Reversed-Phase Fluorescence Detection);
HPAEC-PAD: nagy hatékonysagu anioncserés kromatografia pulzaldé amperometrias
detektalassal (High-Performance Anion Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric
Detection); NP-WAX-FLD: gyenge anioncserés normal-fazisi folyadékkromatografia
fluoreszcencs detektalassal (Normal-Phase Weak Anion Exchange Chromatography with
Fluorescence Detection); cIEF-UV: kapillaris izoelektromos fokuszalas ultraibolya
detekralassal (Capillary Isoelectric Focusing with Ultraviolet Detection); iclEF-UV: képalkotd
kapillaris izoelektromos fokuszalas ultraibolya detektalassal (Imaged Capillary Isoelectric
Focusing with Ultraviolet Detection); CEX-UV: kationcserélé folyadékkromatografia
ultraibolya detektalassal (Cation Exchange Chromatography with Ultraviolet Detection); CZE-
UV: kapillaris zona elektroforézis ultraibolya detektalassal (Capillary Zone Electrophoresis
with Ultraviolet Detection); CZE-ESI-MS: kapillaris zéna elektroforézis elektrospray
ionizacios tomegspektrometriaval csatolva (Capillary Zone Electrophoresis with Electrospray
lonization Mass Spectrometry); 2D-LC-ESI-QTOF-MS: kétdimenzios folyadékkromatografia
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kvadrupéllal és repiilési id0 analizatorral szerelt (hibrid) tomegspektrometrids detektalassal
(Two-Dimensional Liquid Chromatography with Electrospray lonization Quadrupole Time-of-
Flight Mass Spectrometry); WCX-LC-Nativ-ESI-QTOF-MS: gyenge kationcserén alapuld
folyadékkromatografia kvadrupollal és repiilési id6 analizatorral szerelt (hibrid), nativ
elektrospray ionizacids tomegspektrometrias detektalassal (Weak Cation Exchange Liquid
Chromatography with Native Electrospray lonization Quadrupole Time-of-Flight Mass
Spectrometry); SCX-LC-Nativ-Orbitrap-MS: er6s kationcserén alapul6 folyadékkromatografia
orbitrap analizatorral szerelt tomegspektrometriaval kapcsolva (Strong Cation Exchange Liquid
Chromatography with Native Orbitrap Mass Spectrometry); SEC-UV: méretkizarasos
kromatografia ultraibolya detektalassal (Size-Exclusion Chromatography with Ultraviolet
Detection); SEC-RI/MALS: méretkizarasos kromatografia torésmutatd alapjan torténd vagy
tobbszogl fényszorasi detektalassal (Size-Exclusion Chromatography with Refractive Index/
Multi-Angle Light Scattering); SDS-PAGE: natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gél
elektroforézis (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis); CE-SDS-
UV/LIF: natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid géllel kombinalt kapillaris elektroforézis
ultraibolya vagy lézer indukalt fluorescens detektalassal (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis with Ultraviolet and Laser-Induced Fluorescence
detection); DLS/AF4: dinamikus fényszoras szimmetrikus aramlasi tér aramlasanak
frakcionalasaval (Dynamic Light Scattering/ Asymmetrical Flow Field-Flow Fractionation);
MFI/LO: mikrofluidikai képalkotas fényelsotétitési teszttel (Micro Flow Imaging System/
Light Obscuration) ; AUC-SV/SE: szedimentacios sebességi vagy szedimentacios egyensulyi
modszer a koncentracio-ido gorbe alatti teriileteket alkalmazva (Area Under Curve with
Sedimentation Velocity or Sedimentation Equilibrium); DOSY-NMR: kétdimenzios NMR-
diffuziometria (Diffusion Ordered Spectroscopy with Nuclear Magnetic Resonance) EM:
elektronmikroskopia (Electron Microscopy); RP/HC/ Boronat affinitaskromatografia-FLD:
forditott fazisu kromatografia vagy hidrofob interakci6 kromatografia vagy boronat
affinitaskromatografia fluorescens detektalassal kiegészitve (Reversed-Phase/ Hydrophobic
Interaction Chromatography/ Boronate Affinity Chromatography with Fluorescence Detection)
HIC-UV: hidrofob interakcié kromatografia ultraibolya detektalassal (Hydrophobic Interaction
Chromatography with Ultraviolet Detection), RP-UV/QTOF-MS: forditott fazisu
folyadékkromatografia ultraibolya, vagy kvadrupollal és repiilési id6 analizatorral szerelt
tomegspektrometrias detektalassal (Reversed-Phase Chromatography with Ultraviolet or
Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry); qPCR: kvantitativ valosidejii polimeraz
lancreakcié (Quantitative Polymerase Chain Reaction); 2D PAGE/DIGE: kétdimenzids
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gélelektroforézis vagy kétdimenzios differencial gélelektroforézis (Two-dimensional Gel
Electrophoresis or Two-Dimensional Differential Gel Electrophoresis); ELISA: enzimhez
ko6tott immunszorbens vizsgalat (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay); CZE-MS: kapillaris
zénaelektroforézis tomegspektrometrias detektalassal (Capillary Zone Electrophoresis with

Mass Spectrometry)

Osszefoglalva, a bioszimilaris termékfejlesztés harom fé pillére a forditott tervezés,
fokozatos folyamat optimalizalas €s az analitikai jellemzés. Mivel azonban bizonyos
informaciok az eredeti termék gyartasaval kapcsolatban nem hozzaférhetdek vagy hidnyosak,
jelentheti eltérd sejtvonal alkalmazéasat, egyedileg kifejlesztett sejt médiumot, tisztitasi
lépéseket, egyes esetekben pedig el6fordulhat, hogy az uUjonan fejlesztett bioszimilaris
korszeriibb formulacidval bir, mint amilyet az eredeti gyart6 hasznalt a piacra bocsataskor [21].
Az elére meghatdrozott biohasonlosagi kritériumok olyan kérdésekkel hivatottak foglalkozni,
mint a kis eltérésekkel szembeni érzékenység, valamint a hasonlosag mértékének
megallapitasa. Ehhez az FDA megkdveteli a megfeleld statisztikai modszerek hasznalatat, az
un. ,,bioszimilaritasi index’ hasznalatat és a klinikai vizsgalatok terveit is. Ezek mind sziikséges

részei a nagyfoku biohasonlosag kimutatasanak [14].

3.2 A bioszimilaritasi index statisztikai megfontolasai

Az analitikai hasonlosag megallapitasara az FDA haromszintli megkozelitést irdnyoz eld, mely
statisztikai modszertani Utmutatast nyGjt a bizonyitékok Osszegzéséhez a bioszimilaritas
Kimutatasara. A relevans klinikai eredményekkel rendelkezd kritikus minéségi paramétereket
(pl. hatékonysag, biztonsagossag) besoroljadk a harom kockazati szint valamelyikébe: alacsony,
kozepes, vagy magas kockazat. Az egyes kockézati szintekhez kiilonb6zd statisztikai
megkozelitéseket ajanlott alkalmazni, példaul magas kockazati szint (Tier 1) esetén az FDA
szerint ekvivalencia tesztet, mig az EMA (European Medicines Agency — Europai
Gyogyszeriigynokség) mindségi tartomanyok alkalmazasat (+/- 1,5 szoras) ajanlja 95%-0s
konfidencia intervallum mellett. Kozepes kockazati szintnél (Tier 2) mintkét
gyogyszeriigynokség mindségi tartomany megkozelitést javasol +/- 3 szoras és szintén 95%-0S
konfidencia intervallum mellett a referencia termékre vonatkozodan. Alacsony kockazat (Tier 3)
esetén pedig célszerli a nyers adatok és azok grafikus abrazolasanak hasznalata [8, 12]. Ezeket

a statisztikai modszereket Chow és munkatarsai foglaltak 6ssze [22].
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A bioszimilaritdsi index, vagy mas néven atlagos bioekvivalencia (average
bioequivalence — ABE) index egy valoszinliségen alapulo, skalazott és stlyozott feltétele a
bioszimilaritas bizonyitasanak, amely az (1) egyenlettel irhaté le, ahol T a teszt termék, azaz a

bioszimilaris, R pedig a referencia termék, tehat az innovator vizsgalni kivant tulajdonséaga.
T
ABE = (1-6<1<1+5), (1)

ahol 0 < 6 <1 a biohasonldsagi hatar.

Annak érdekében, hogy alkalmazhassuk a bioszimilaritdsi indexet egy adott paraméterre, a
kovetkezOk szerint kell eljarni [23-25]. E16szor meg kell allapitani az atlagos biohasonlosagot
az adott paraméterre vonatkozoan a bioszimilaris ¢és a referencia termék kozott a
biohasonldsagra vonatkozo kdvetelmények alapjan. Ennek az atlagokon, aranyokon ¢és a teszt
termék variabilitasan kell alapulnia. Egy 6sszehasonlito tanulmany végén az atlagok aranyanak
in vivo tesztek esetén 80-125%, mig in vitro vizsgalatok esetén 90-111% ko6z¢ kell esnie [26,
27]. Ezutan kovetkezik a vizsgalt tulajdonsagra vonatkozo bioszimilaritasi mutato kiszamitasa
az (1) egyenletnek megfelelden, majd az igy kapott eredmények kiértékelése. A teszt termék
nagyon hasonlénak mindsithetd, ha a bioszimilaritasi index 95%-os konfidencia alsé hatéra
nagyobb, mint po (ahol po a reprodukalhatosag valoszinliségének becsiilt értéke magahoz a
referencia termékhez képest).

A biohasonlosagi mutatd tobb szempontbol is elényds: (i) robosztus a vizsgalando
paraméterre vonatkozoan, (ii) az index megenged némi variabilitast, és érzékeny a teszt termék
valtozasaira, illetve (iii) lehetdvé teszi a hasonldosag mértékének megallapitasat, ezéltal segit
megvalaszolni a kérdést, hogy ,,mennyire hasonl6 a hasonl6” [28, 29].

A biohasonlésagi (vagy ABE) index szintén leirhaté a momentumok moédszerével a (2)
egyenlet alapjan [30]:

_ d(TR)
rd = AR 2

ahol rd a relativ eltérés, d(T,R) a teszt (T) és a referencia (R) termék kozotti kiilonbség, d(R,

R)’ pedig az eltérés a referencia termék tobb sarzsa kozott. Elterjedten hasznaljak az egyoldala
95%-0s konfidencia intervallumot a relativ kiilonbség (rd)-alapu biohasonlosag/
bioekvivalencia meghatarozasara. Ha az egyoldalu felsé konfidencia hatar kisebb, mint a
bioszimilaritasi hatar, akkor a teszt terméket bioldgiailag hasonlonak tekintjiik a referencia
termékhez képest. Ebben az esetben a hagyomanyos értelemben vett bioekvivalencia
kritériumainak megfelelden, a bioszimilarités a (3) egyenlet szerint hatarozhat6é meg.

Mt

rd = — 3

Mg’
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skalazott atlagos bioekvivalencia kritériumok esetében a (4) egyenletet hasznalhatjuk:

rd = THR (4)

OR
ahol Mr a teszt termék vizsgalt paraméterének atlagos értéke (ez lehet farmakodinamikai vagy
farmakokinetikai adat, vagy analitikai adat, pl. cstcsteriilet), mig Mr ugyanez a referencia

termékre értelmezve, or pedig a referencia termék szorasa [23].

3.3 A bioszimilaritas vizsgalatanak analitikai médszerei

Annak érdekében, hogy a biohasonldsag egyértelmiien megallapithaté legyen, be kell vezessiik
az ortogonalitds fogalmat. Az ortogonalis vizsgaldé modszerek alapelveikben eltérnek
egymastol, ennélfogva alkalmazasuk nélkiilozhetetlen a biohasonlosagi vizsgalatok soran.
Kiilondsen igaz ez olyan esetekben, amikor a vizsgalt CQA (pl. méret) dinamikusan valtozhat,
vagy az elsddleges technika csupan minéségi meghatarozasra alkalmas. Az FDA szerint az
eltérd fizikai-kémiai vagy bioldgiai elven mikddd modszerek szerepe kiemelt jelentdsséggel
bir ugyanazon mindségi attributum értékelésére, mivel egymastol fiiggetlen adatokkal
tamasztjak ala az adott jellemz6 mindségét [31]. Klasszikus példa ortogonalis modszerek
alkalmazasdra a mérettartomanyok lefedése, de nélkiilozhetetlenek a magasabbrendii

szerkezetek, a glikozilacio, és a toltésvariansok jellemzésekor is [20].

3.3.1 Elsodleges szerkezet

Az elsddleges szerkezetek Osszehasonlito vizsgalata magaba foglalja az innovator és
bioszimilaris termék szekvenciaazonossdganak illetve tdmegazonossaganak vizsgalatat. Az
aminosav-szekvenciak Edman-lebontassal ¢és tomegspektrometriaval (MS) egyarant
Osszevethetok. Az Edman-lebontas, egy hagyomanyos eszkéz, amely az N-terminalis
aminosavak egymast koveté kémiai modszerekkel torténd eltavolitasan alapul [32, 33].
Mindazonaltal az MS egyre népszeriibb technika mind a szekvencia-, mind a tomegazonossag
tekintetében, koszonhetden érzékenységének, sokoldalisdganak, gyors atfutdsanak ¢és
megnovelt felbontasanak. Ezenkiviil a glikozilacioval és mas PTM-ekkel (poszttranszlacios
modosulas) kapcsolatos tovabbi informacidk is beszerezhetOk tomegspektrométeren keresztiil
egyetlen mérés alatt [34]. Az évek soran szamos MS-platform bukkant fel analitikai
hasonlosag-értékeld vizsgalatokban, amelyeket elsddleges szerkezetanalizisre hasznaltak.
Ilyen tobbek kozott a forditott fazisu, nagy teljesitményti folyadékkromatografiaval kapcsolt
elektrospray ionizacids tomegspektrometria (RP-HPLC-ESI-MS), illetve a matrix segitett

lézerdeszorpcion alapuld ionizacidoval kapcsolt tomegspektrometria (MALDI-MS). Ezen
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platformok hatalmas elénye, hogy a felhasznalok szamara a kivant hasonlosagértékelési
probléméak megoldasdhoz kiilonbozd felbontast és érzékenységet lehetévé tévd analizator
tipusokkal szerelve érhetdk el, a vizsgalando minta tipusara specializalva. Legelterjedtebb fajtai
az ioncsapda (lonTrap), Orbitrap, repiilési id6 (TOF), és ezek kvadrupollal (Q) hibridizalt
valtozatai (Q-Trap, Q-Exactive, Q-TOF) [20].

3.3.2 Maisodlagos szerkezet

Biohasonlosagi vizsgalatoknal szekunder szerkezeti elemek azonositiasara a legelterjedtebb
modszerek a tavoli ultraviola (180-260 nm) cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia [35, 36]

¢s a Fourier-transzformacios infravords spektroszkopia (FTIR) [16, 37].

3.3.3 Harmadlagos szerkezet

A hiaromdimenziés szerekezetek tanulmanyozaséra jol bevalt és elterjedt modszerek a kozeli
UV-CD (250-300 nm) és a fluoreszcencia (FLR) spektroszkopia. A biohasonlosagi vizsgalatok
soran ezt a két technikat kiilon-kiilon vagy egymassal kombinalva alkalmazzak [38, 39]. Fontos
megemliteni, hogy a fehérjeszerkezeti vizsgdlatok hagyoméanyos modszere a rontgen
krisztallografia (XRC), ennek hatranya azonban, hogy kizarolag kristalyosithato fehérjékre
alkalmazhatd, koltséges berendezéseket igényel, valamint sokaig tart az analizis [40].
Biohasonlosagi vizsgalatok soran magasabbrendli szerkezetek Osszevetésére tovabbi igéretes

technika a magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) [41, 42].

3.3.4 Negyedleges szerkezet

Negyedleges szerkezet tanulmanyozéasakor a konformacids stabilitast az entalpia valtozasdnak
nyomon kovetésével mérik, amely a molekula fizikai-kémiai tulajdonsagainak megvaltozasa
miatt kovetkezik be, a hdmérseklet és/vagy az idd fiiggvényében. Hagyoméanyosan a valtozé
homérsékletii cirkularis dikroizmussal (VT-CD) végzett termikus denaturaciot hasznaljak a
konformaciods stabilitds, valamint a fehérje feltekeredési mechanizmusok tanulmanyozésara
[43, 44]. Egyre népszeriibb technika tovabba a differencialis pasztazo kalorimetria (DSC), mint
gyors ¢€s ¢érzékeny eszkoz a termodinamikai stabilitds €s a termikus kibontakozasi mintdzat
mérésére, ahol a konformacids valtozasok egy vagy tobb fehérjedomén jellegzetes olvadasi

hémérsékletének valtozasaiként tiikrozédnek [17, 45].
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3.4  N-glikanok és glikoproteinek bioszintézise

Az N-glikanok bioszintézise két 1épésben valosul meg az eukaridta sejt két kiilonbozo
kompartmentjében: az endoplazmatikus retikulumban (ER) és a Golgi-késziilékben. Az els6
egy erdsen konzervalt folyamat, mely az ER membran dolikol-foszfat (Dol-P) lipidjének
segitségével megy végbe. A glikan a Dol-P-rol keriil a fehérjére a transzlacios Iépésben,
amelyet a glikotranszferazok katalizdlnak. A masodik fazis az N-glikanok glikoziddzokkal és
glikotranszferazokkal vald feldolgozdsa az ER lumenjében, majd a Golgi-apparatusban
folytatodik faj-, sejttipus-, fehérje- vagy akar helyspecifikus médon [46].

Az N-glikanok kovalensen kotodhetnek azon szekretalt illetve membranba agyazott
glikoproteinekhez, melyek tartalmazzak a konzervalt Asn-X-Ser/Thr szekvenciat, ahol ,,.X”
tetszOleges aminosavat jelol (ez aldl kivételt képez a prolin). A fehérjék mintegy 70%-a
tartalmazza ezt a kitlintett szekvenciat és ezeknek kb. 70%-ahoz kapcsolddnak ténylegesen N-
glikdnok. Az N-kotott cukrok aszparaginhoz vald kapcsolasa az endoplazmatikus retikulum
lumenaris oldalan torténik meg a fehérje reorintacidja alatt vagy utan [46]. A polipeptidek N-
glikozilaciojat hetero-oligomer oligoszacharidtranszferaz (OST) katalizalja, melynek
kiilonbozd izoformai eltérd katalitikus alegységekkel (STT3A és STT3B) és enzimazikus
tulajdonsagokkal birnak (3. abra). Ezek az izoformak egymast kiegészitve miikddnek az N-
glikozilaci6 soran. Amikor a naszcens polipeptid lanc belép az ER lumenjébe az STT3A felelds
annak kotranszlacios glikozilacigjaért. Ehhez az STT3B szintén nélkiilozhetetlen. Lényeges
kiilonbség az STT3A-hoz képest, hogy hatékonyan kozvetiti a kitekeredett fehérje C-terminalis
végének poszttranszlacios glikozilacigjat is, amire az STT3A nem képes [47].

Tehat, az OST feladata, hogy a DER (durva felilleti endoplazmatikus retikulum)
lumenjében lipidhez kotott Dol-P-hez kapcsoldodd oligoszacharidokat a megfeleldé N-
glikozilacios szekvencia aszparaginjahoz szallitsa. Régota ismert tény, hogy az oligomannéz
struktara kotranszlaciés mechanizmusokkal keriil a naszcensz polipeptidre amint a konszenzus
szekvencia belép a DER lumenjébe, athaladva a fehérje transzlokacios csatornan [47, 48]. A
fehérjén 1évo glikozilacios akceptor helyek akkor
valnak hozzaférhetévé az OST aktiv helye szdmara, amikor 65-75 aminosav hossziisagnak
megfeleld fehérjerész van a szekvencia és a nagy riboszoma alegység peptidil transzferaz
kotéhelye kozott. Emellett a C-terminalis vég felé haladva csokken az Asn-X-Ser/Thr
szekvencidknal az oligoszacharidok hozzaadasa. Ez azzal magyardzhat6, hogy gyorsabban

halad el az OST aktiv helye mellett a lanc irdnyultsagat kovetve, kovetkezésképpen ezek a
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helyek poszttranszlaciosan moédosulnak, miutdn mar a teljes fehérje atjutott az ER lumenjébe

[49-51].
’& N fs g CMS§ 13} }

abra: Fehérjék kotranszlacios glikozilacioja: A) Az STT3A komplex kozvetlen

C/———( NXTH-

Osszekottetésben van a fehérje transzlokacios csatornaval, igy folyamatosan pésztazva a
novekvo polipeptid lancot glikozilacios helyeket keresve. Az STT3B ugyan egy tavolabb esd
pozicidban helyezkedik el, azonban képes ko- ¢€s poszttranszlacids mechanizmusokkal
modositani a kihagyott glikozilacios helyeket. B) A naszcens polipeptid kotranszlacios
pasztazasa hatékonyabb glikozilaciot tesz lehetvé a cisztein-gazdag régiokban még mieldtt az
oldallancok kozott kialakuld diszulfid hidak kialakitandk a negyedleges szerkezetet. C) Piros
csillag jelzi az STT3A altal kihagyott glikozilacios helyeket. [52]

Jelenlegi tudasunk szerint a citoplazma és a sejtmag fehérjéi nem glikozilaltak, de még a
transzmembran fehérjék citoplazmatikus oldalai sem, kizardlag az ER lumenhez hozzaférd
Asn-X-Ser/Thr szekvencidhoz kotddhetnek N-cukrok. Emellett, az aszparagin és szerin kozott
elhelyezkedd aminosav is befolyasol6 tényezd, példaul a savas karakterli aminosavak, mint az

aszparaginsav €s a glutaminsav csokkentik annak hatékonysagat.
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4. abra: Glikoproteinek N-glikozilacidjanak utvonala: Az ER-ban GlcsMansGIcNAC: strukturak
kotranszlaciosan kapcsolddnak a fehérjéhez, majd harom Glc és egy Man eltavolitasa mellett
feltekeredik a fehérje. A cisz-Golgi ciszternaba jutva nehany manndz eltavolitdsaval az
MansGIcNAC, szerkezet alakul ki. A medialis Golgi ciszternaban jon létre az N-glikanok els6
eldgazdsa, majd a transz-Golgi ciszterndban a biantennaris N-glikdnok kiegésziilhetnek

fukozzal, galaktozzal, illetve szidlsavval, igy komplex szerkezeteket hozva létre [46].

Az N-kotott glikanok kovalensen kotédnek a fehérje aszparaginjahoz (Asn) N-glikozidos

kotésen keresztiil. Habar prokariotdkban az Asn-hoz kiilonb6zé cukrok kotdédnek, eukaridta
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szervezetekben az N-glikdnok mindig egy un. "core" (Manal-3(Manal-6)Manfl-
4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr) = struktiraval kezd6édnek és harom csoportba
sorolhatok: (1) oligomannoz szerkezetek, ebben az esetben kizarélag Man monomerek
kapcsolodnak a core-hoz, (2) komplex stuktarak, amikor a GIcNAc monomerek altal
kezdeményezett ,antennak” tovabbi cukor monomerek - tgymint N-acetil-gliik6zamin,
galaktdz, fukoz és szialsav - hozzaadasaval hosszabitjak meg a core szerkezetet, illetve a core
struktara fukozilalt is lehet, valamint (3) hibrid szerkezetek, amikor a Man a(1-6) karhoz
tovabbi manndzok szintetizalddnak, mig a Man o(1-3) karhoz a 2-es pont alatt felsorolt cukrok
[46].

Asn Asn Asn

Oligomannéz Komplex Hibrid
. N-acetil-gliikézamin . Mannéz O Galaktéz ’Szia‘lsav ‘ Fukoéz

5. abra: Az N-glikanok tipusai: oligomannéz, komplex és hibrid cukorszerkezetek. Mindegyik
tipus ugyanazzal a Man;GICNAC,Asn core struktaraval rendelkezik: A cukormonomerek
egymashoz a- és B-glikozidos kotéssel kapcsolodhatnak a monomer anomer szénatomjain

keresztiil [46].

3.5 Szerkezeti variabilitas

A fehérjék gyakran kiilonb6zé N-glikanok egész skalajat tartalmazzak egy adott Asn-X-Ser/Thr
szekvencian, amely altalaban a glikanok heterogenitasahoz vezet. Amennyiben egy molekulan
tobb ilyen szekvencia is taldlhato, el6fordulhat, hogy egy specifikus részén eltéré N-glikdnok
fejez6dnek ki, ezt a sajatossagot hivjuk a glikoprotein mikroheterogenitasanak. Azokat a
glikoproteineket, amelyek csak N-glikozilacidjukban térnek el egymastol, glikoformaknak
nevezzilk. A fehérjéhez kapcsolédd cukrok variabilitdsa fligg: (1) a fehérje aktudlis
konformacios allapotatdl, hiszen az befolydsolja a Golgi enzimeinek hozzaférését a

glikozilacios helyhez, (2) a nukleotid cukor metabolizmustoél, (3) ez ER és Golgi membranjain
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valo atjutas fluxusatol, illetve (4) az Asn-X-Ser/Thr szekvencia transzmembran doméntdl valod

kozelségétol [46].

3.6 N-glikanok funkcio-struktiura viszonya

A glikanok biologiai funkcioi rendkiviil széles skalat 6lelnek fel az egészen egyszeriiektdl (pl
tapanyagok raktarozasa) a létfontossaguiakig az Oket szintetizald szervezet fejlédése,
novekedése, fenntartdsa vagy tulélése szempontjabol. Szamos glikdn esetében a specifikus
funkciok jelenlegi ismereteink szerint még nem nyilvanvaldéak. Ugyanazon glikdnnak
kiilonboz6é funkcidi is lehetnek attdl fiiggden, hogy melyik aglikonhoz (fehérjéhez vagy
lipidhez) kapcsolddik. Az évek soran szamos elmélet sziiletett a glikdnok bioldgiai szerepérol.
Ez nem meglepd, figyelembe véve a természetben taldlhatd glikanok bdségét és oOridsi
diverzitasat [53]. Biologiai szerepiik szerint harom f& funkciojuk van: (1) szerkezeti és
modulatori szerep, (2) kiilsé molekulafelismerés (amikor egy masik szervezet glikanjait ismeri
fel), illetve (3) belsé molekulafelismerés (amikor ugyanabbdl az organizmusbo6l szarmazokat)
[53, 54].

Az N-glikanok szerkezeti és modulatori szerepei kozé tartozik fehérjék feltekeredésére és
mitkodésére, valamint a makromolekulak vizoldhatosagara gyakorolt hatasuk. Ezenfeliil
képesek védelmet biztositani a protedzoktol, befolyasoljadk a membran receptorok jelatvitelét,
megakadalyozhatjak az immunrendszer altal torténd felismerést [53, 54]. Az N-kotott cukrok
elagazasainak gyakorisaga kihat az egész glikoprotein funkcidjara. Az N-glikanok mérete,
szama, elagazasa €s szialilacigjanak mértéke egyetlen polipeptid szamos glikoformajat hozhatja
létre, ugyanakkor az elagazasok mértéke, a glikozilacid természete és a szialilacié modulalja
egyes citokinek receptorukkal vald kolcsonhatasat megvaltoztatva a keringésbdl valo kiiiriilés
sebességét [55]. Ezenfeliil az effektor funkciokra gyakorolt hatasukat a 3.7. fejezetben fejtem
Ki.

Kiilsé molekulafelismerés esetén a szerkezeti specifitds kiemelten fontos. A virusok,
fagok, baktériumok, parazitak, és toxinok a glikanokat specifikusan felismerik, majd hozzajuk
glikanok szekvencidja jellemzden kivald felismerési specifitast mutat. Példaul a virusok és
toxinok jelentds része specifikusan felismeri a gazdaszervezet szidlsav tipusat, annak
modosulésait és glikozidos kotését a mogottes cukorlanchoz. A glikdnok ezen funkcioi
tekintetében aligha kétséges a szerkezeti specifitas fontossiga [53]. Bels6
molekulafelismerésnél antigén epitopként immunvalaszt valthatnak ki, illetve hatassal vannak

az intracellularis glikoproteinek feltekeredésre és degradaciora is [54]. Fontos megjegyezni
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azonban, hogy a glikanok (beleértve az O-glikanokat) még szamos tovabbi funkcidval birnak,
jelen fejezetben azonban az N-glikanok legfontosabb, a téma szempontjabdl relevans szerepeire

probaltam fokuszalni.

3.7  Bioszimilarisok glikozilaciéjanak szabalyozasa a gyartas soran

A legtobb rekombinans fehérje készitmény (pl. monoklonalis antitestek, fizids fehérjék, stb.)
beleértve a biohasonld gyogyszereket is, altaldban glikolizalt. Ezért a glikozilacid kritikus
mindségi attributum, amely alighanem az egyik legnagyobb kihivést jelentd bioszimilaritast
befolyésolo jellemzd. A bioszimilarisok glikozilacidja erdsen befolyasolhatja a készitmény
biologiai aktivitasat, a stabilitasat, a farmakokinetikai profiljat, felezési idejét, effektor
funkcioit és immunogenitasat [21, 56]. A glikozilacionak kiemelt jelentdsége van a
monoklonalis antitestek két {6 effektor funkcidjara, az antitest-fiiggd sejt kozvetitett
citotoxicitdsra (ADCC) és a komplement fliggd citotoxicitasra (CDC). Példdul a terminalis
galaktoz (Gal), az N-acetil-glilkozamin (GICNAC) és a mann6z (Man) végek a CDC aktivitast
befolyasoljak a C1 fehérjekomplex Clq doménjéhez vald kotédésen, vagy annak hidnyan
keresztiil. A terminalis szialsav, manndz, a core-fukdz (Fuc) és kettéagazasnal 1évé GICNAC az
Fcyllla receptorhoz vald kotddést befolyasolva az ADCC funkcidra hatnak. Emellett a
termindlis mannoz jelentdsen csokkentheti a készitmény szervezetbdl valo kiitiriilési idejét, mig
a terminalis szialilacio serkenti a gyulladascsokkent6 funkciokat [57-59].

Szamos terapias monoklonalis antitest hatdsmechanizmusanak alapja az ADCC funkcio,
nevezetesen: anti-Her2 trastuzumab (Herceptin®), infliximab (Remicade®), anti-CD20
rituximab (Rituxan®), és anti-RhD (HyperRHO®). Sokak szerint az ADCC aktivitas novelése
az egyik legigéretesebb mod a mar jovahagyott terapids fehérjék hatékonysaganak novelésére.
Az ADCC aktivitas az Fc fragmensen taldlhat6 aminosavak modositdsa mellett, a core-fukoz
eltavolitasaval is novelhetd. Ez utdbbi azért is eldnyds, mert nem okoz olyan konformacios
valtozast, amely megvaltoztatna mas biologiai funkcioit, ezaltal nincs hatassal a CDC-re, illetve
talalhato, biantennaris, nem core-fukozilalt oligoszacharidok a tobbi glikoformahoz képest
kiemelt ADCC serkentd aktivitdssal rendelkeznek. Az ilyen jellegli, alland6 mindségii
cukormintazat létrehozésa azonban komoly kihivas el¢ allitja a gyartokat. Nem core-fukozilalt
antitestek el6allitasara kivalo alternativa lehet olyan sejtvonalak alkalmazasa, amelyekben a
FUTS8 (a-1,6-fukoziltranszferaz) gént eltavolitjak, mint példaul a CHO (chinese hamster ovary)

sejtek fukoziltranszferaz-deficiens Lec13 variansa [57, 60].
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A konzervalt Fc région 1évé N-kotott cukorszerkezetek végéhez szialsavat kapcesolva az
IgG antitest gyulladascsokkenté mediatorokba jut, igy csillapithatok az autoantitestek okozta
gyulladasok [60]. Tovabba fontos megemliteni az oligomannodz sturktirakat, amelyek szintén
jelentds hatast gyakorolhatnak a terapias antitestek farmakokinetikai tulajdonséagaira, kiilénos
tekintettel a felezési idére. Goezte és mtsai szerint a nagy mannozilalt oligoszaccharid
tartalommal rendelkez6 monoklonalis antitestek hamarabb tiriilnek a szervezetb6l, mint mas
glikoformék, éppen ezért az ilyen szerkezetek mennyiségre kiemelt kritikus mindségi
jellemzoként kell tekinteni [58, 61]. Az a(1,3)-galaktozra, B(1,2)-xilozra, a(l,3)-fukdzra, és az
N-glikolil-neuraminsavra (Neu5Gc) végz6d6 N-glikanok igen kedvezétleniil befolyasoljak a
monoklonalis antitestek immunogenitasat és biztonsagossagat, igy ezeket szigortan ellendrizni
kell a gyartas minden egyes 1épése soran, ezért is tekintiink a glikozilaciora, mint CQA-ra [62-
65]. Példaul, ha az adott glikoprotein hatasmechanizmusa az ADCC aktivitason alapul, akkor
kiemelt mindségi jellemzoként a core-fukozilaciot valasztjdk, mig CDC esetében a
galaktozidaciot vagy szialilaciot monitorozzak CQA-ként. A gyartas soran kiilonb6zo
sejtvonalak hasznalata noveli a terapids fehérjéhez kapcsolodo — glikanszerkezetek
mikroheterogenitasat, ennek azonban kritikus kovetkezményei lehetnek az effektor funkciokra
nézve. Az Fc régio glikozilacidja és a kapcsolodo effektor funkciok kozotti osszefiiggés, illetve
a gyogyszer klinikai aktivitdsanak kérdése a glikozilacioval kapcsolatos kritikus mindségi
paraméterek (gCQA) gondos analizisét és jellemzését a monitorozas kiemelt sarokpontjava
teszik. A vizsgalatok soran kapott informaciok segitenek a terapias antitestek glikozilacios
profiljanak finomhangolasaban [62].

A jelenleg jovahagyott terapias antitesteket emlds sejtek segitségével allitjak el, amihez
CHO (chinese hamster ovary), HEK (human embryonic kidney), NSO (egér myeloma) vagy
SP2/0 (egér hybridoma) sejtvonalakat hasznalnak. A kivalasztott sejtvonal szignifikdnsan
befolyasolja az expresszalt fehérje glikozilacios mintazatat, ugyanakkor aminosav szekvenciaja
és a glikozilacio helye valtozatlan marad [66, 67].

Ezzel szemben a nem-emlés sejt expresszids rendszerek szamos eldnnyel birnak, tobbek
kozott nagyobb hozamot tudnak produkélni, fenntarthatosaguk egyszerli és olcsé az emlds
sejtekhez képest. Alkalmazasuk azonban korlatokba iitkdzik, hiszen a glikozilacios gépezetiik
korlatozott, ami immunogén struktardk expresszidjahoz vezethet. Nem-emlds sejtek
humanizélasara igéretes megoldast nyujthatnak a glikomérnokség eszkodzei, ugy mint a
génkilités, egyes enzimek talexpresszalasa illetve, a genom modositdsa RNS-kozvetitett
CRISPR-Cas9 nukleaz rendszerrel. Utobbi esetben a Cas-9 enzim a célszekvencianal hasitja a

DNS-t, igy beinditja a sejt javitbmechanizmusat, amely igy a javitishoz egy mesterséges
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templatot fog hasznélni, amelynek eleje komplementere a javitando szekvencianak. A templat
az egyes komplementer szakaszok kozott a bejuttatni kivant szekvencidkat is tartalmazza, igy
azok szintén beépiilnek a DNS-be [68, 69]. Megemliteném tovabba a GlycoFi technoldgiat,
amely humanizalt Pichia pastoris élesztOsejteket hasznal, igy lehetévé téve human
glikoproteinek eldallitasat megfeleld komplex N-kotott oligoszacharidokkal is, az éleszt6knél
megszokott oligomannoz struktarak mellett [70]. Raadasul a GlycoFi segitségével eldallitott
terapias glikoproteinek cukormintdzata hasonlo egyes emlés CHO és NSO sejtek altal termelt
fehérjék cukormintazatahoz. Ezért a GlycoFi alkalmazasa vonzo megoldas lehet humanizalt
glikoproteinek ipari mennyiségben valo elballitasara, az emlds sejtekhez képest alacsonyabb
koltségek mellett. Egy masik akternativa a GlycoDelete technoldgia, amely a kapcsolodo
cukrok heterogenitasat és komplexitasat hivatott cskkenteni, mivel az gondot jelenthet
egyrészrol a tisztitasi Iépéseknél, masrészt pedig a reprodukalhatdsagban. Ez a fajta dsszetettség
a Golgi-késziilékben lejatszodo tobblépéses glikanszintézisre vezethetd vissza. Azonban, ha
kiitjuk a GnT | enzimet (N-acetil-gluk6zamin-transzferaz 1) kodold gént, akkor
megakadalyozhato, hogy a core-strukturdhoz tovabbi GlcNAc monomerek kapcsolodjanak.
Ezzel parhuzamosan, ha talexpresszaljuk az endoT enzimet (endo-N-acetil-B-D-
gliikbzaminidaz), akkor az a core-szerkezeten beliil a két GIcNAc monomer kozott hasit,
melynek eredményeképp egyetlen GIcNAc fog kapcsolodni, melyhez galaktozil-transzferazok
¢s szialil-transzferazok segitségével tovabbi monoszacharidok kapcsolhatok,melyek az eredeti

eml6s sejtek cukorstruktiraihoz képest jelentdsen egyszeriibbek [71, 72].
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6. abra: A GlycoDelete technika sematikus abraja. A GnT | enzim kiiktatasaval és ezzel
parhuzamosan az endoT enzim tultermelésével az emlds sejtekhez képest jelentdsen

egyszeriibb cukorszerkezetekhez jutunk [71].
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A matematikai alapokon nyugvo prediktiv glikomanipuldcié szintén hasznos lehet a
bioszimilaris gyogyszerek fejlesztése soran. Példaul a glikozilaci6 Markov-modelljét
alkalmaz6 szadmitdsi modszer megjosolja azokat az enzim, tidpanyag ¢és inhibitor
mennyiségeket, amelyek a reakcioba vald beavatkozashoz sziikségesek, hogy a specialis
glikanprofilt megkapjuk [73]. Egy lehetséges opcidé lehet a Brithlmann és mtsai altal
kifejlesztett, parhuzamosokon alapuld kisérleti terv megkdzelités. Ezt a modszert hasznalva 17
glikozilaciot modulald tapkdzeg komponenst 6t csoportra osztottak biologiai hatdsuk szerint.
Az 6t parhuzamos kisérletet 96-0s plate-ekben CHO sejtek rataplalasos tenyésztésével
valdsitottak meg kiilondzo tdpanyagosszetételek mellett, majd ezekbdl kivalasztottak a legjobb
glikozilaciés modulatorokat tobbvaltozds analizis, fOkomponens analizis ¢és dontésfak
felallitasanak segitségével. Ezzel a modszerrel a legnagyobb mértékben a fukozilaciot és a
galaktozidaciot tudtak befolyasolni [74].

A biologiai készitmények eldallitdsa szamos, egymasra épiild 1épésbol tevodik Ossze.
El6szor a kivant gént klonozo vektoron keresztiil a megfelel6 gazdasejtbe juttatjak (pl. E. coli,
CHO, NSO, ¢lesztd), majd bioreaktorban termeltetik vele a célfehérjét, amelyet tisztitanak,
majd csomagolnak [74]. Ezen 1épések soran szamos olyan meghatarozo paraméter van,
amelyek hatdssal lehetnek a biologiai gyogyszer glikozildciés mintazatara: az alkalmazott
sejtvonal, a sejtek novekedési fazisa, tapanyaghozzaférhetdség, oldott oxigénszint, tapanyagok
Osszetétele, pH, homérséklet és a tenyésztési mod [75]. Emellett az elhalt sejtekbdl felszabadulo
szialidazok és mas glikozidazok lebonthatjak a mar létrejott cukorstrukturakat [76]. Ezen feliil
a downstream miiveletek soran, a tisztitasi lépéseknél is szelektiven modosulhatnak, ezért az
egyes sarzsok variabilitdsanak vizsgalata kivald indikatora az alkalmazott folyamatok

megbizhatdsadganak ellendrzésére.

3.8 Az N-glikozilaciés mintazat nyomonkovetése analitikai médszerekkel

Az  N-kotott  szénhidratokat — rendszerint a  fehérjérél  valo  eltavolitas  utan
folyadékkromatografiaval (LC) vagy kapillaris elektroforézissel (CE) valasztjdk el. A
detektalas javitdsanak érdekében, az elvalasztott cukrokat UV aktiv vagy fluorofor dgenssel
jelolik meg. Folyadékkromatografia esetében az elvéalasztds alapja az analitikum megoszlasa a
mozgo €s az allo fazis kozott, leggyakoribb formaja a hidrofil interakcios kromatografia. Ezzel
szemben CE-nél az elvalasztas mozgatorugoja a molekulak eltérd elektroforetikus mobilitasa,
amely Osszefiigg azok toltésével, méretével és formajaval [77-79], amihez viszont toltéssel

rendelkezé derivatizacios agenst kell hasznalni. Terapias fehérjék N-glikozilacios analizise

27



négy szinten lehetséges: 1) intakt fehérje, 2) fehérjealegység, 3) glikopeptid és 4) felszabaditott
glikanok szintjén [76, 77, 80].
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7. abra: A fehérjék poszttranszlaciés modosulasainak tanulmanyozasat célzo analitikai szintek
vizualis Osszefoglalasa: A top-down megkozelités esetén kozvetleniil az intakt fehérjéket
vizsgaljak, mig az Gn. middle-down technikaknal proteolitikus hasitast kovetden torténik meg
az analizis. Az igy kapott polipeptidek tovabbi hasitasaval kisebb peptidek vizsgalatat bottom-

up méréstecknikanak nevezziik [81-83].

Az intakt fehérje vizsgalhaté tomegspektrométerrel (MS) kozvetleniil vagy kapcsolt
modszerekkel pl. folyadékkromatografidval (LC-MS) vagy kapillaris elektroforézissel (CE-
MS). Intakt fehérje analizisével fontos informaciok nyerhet6ek a molaris tomegrél a fehérje
glikozilalt és deglikozilalt formajat 6sszehasonlitva, igy a tomegkiilonbségekhez specifikusan
hozzarendelhet6k az egyes glikorformak vagy proteoformak [80, 84, 85].

A glikoprotein alegységek szintjén eldszor endopeptidazzal (pl. IdeS) lehasitjak a
nehézlancok csuklos régio alatti részét, igy létrehozva az F(ab')z és az Fc/2 alegységeket. Majd
a diszulfid hidak redukalasat kovetden a F(ab’). két tovabbi részre hasad, mig végiil harom
antitest alegységet kapunk: Lc, Fd és Fc/2 [86]. Ezen glikoprotein alegységek LC-MS-sel

(folyadékkromatografia tomegspektrométerrel) vagy CE-MS-sel torténd analizise lehetdvé
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teszi a glikanok feltérképezését, a toltéseloszlas és a kiilonbozé glikoformak eloszlasanak
tanulmanyozasat [86-88].

Proteolitikus emésztéssel a glikopeptid fragmentumok még pontosabb glikomikai
analizise érheté el, azok makro- és mikroheterogenitasrol is lényeges adatok nyerhetdk,
amelyek a készitmény biztonsagossagarol és hatékonysagardl arulkodnak. A glikopeptid szintii
megkozelités gyakori valasztas, ha az adott glikoprotein tobb helyen is glikozilalt. Ehhez
altalaban LC, CE vagy MS, valamint tandem MS (LC-MS/MS vagy CE-MS/MS) technikakat
alkalmaznak. Utobbiak kivaloan alkalmasak arra, hogy mélyebb strukturalis informaciot
nyerjiink a kiilonb6z6 glikoformakrol. [78, 84, 89-93].

A harmadik megkdozelités esetén a glikanokat kémiai vagy enzimatikus Gton hasitjak le a
peptidrél, majd fluorescens festést kovetéen LC-vel vagy CE-vel mérik, mely opcionalisan
kiegésziilhet tomegspektrométeres dektektalassal. Exoglikozidazos szekvenalassal a glikanok
olyan finom részletei valnak megismerhet6vé, mint a kotések iranyultsaga vagy a helyzeti
izomerek elkiiloniilése [77, 79, 84, 94]. Mivel a lehasitott cukrok nem rendelkeznek sem
kromofor, sem pedig fluorofor csoporttal, ezért a szénhidratokat fluorofor agenssel jelolik. Ez
kapillaris elektroforézis esetében nem csak a detektalas szempontjabodl elényds, hanem azért is,
mert az extra toltések az elektromigraciot is biztositjak [78, 95-99]. Az elvalasztott cukrok
gyors azonositasat és szerkezeti felderitését altalaban GU (Glucose Unit) alapu szamitéssal
végzik, melynek sordn az egyes cukrokhoz tartozé migracios idoket egy oligoszacharid 1étrahoz
normaljak. Az igy kapott GU értékekhez tartozod szerkezetek nyilvanosan is hozzaférhetd
adatbazisokban (pl. www.GlycoStore.com) kikereshetok. A kalkulacié egyszeriisitése ¢&s
pontositasa érdekében kiilonboz6 cukor standardokat — pl. bracketing standard-et - hasznalo
megkozelitések hasznalhatok [100]. Napjainkban azonban 1étezik olyan megkozelités is, amely
a GU kalkulaciohoz nélkiilozi a maltooligoszacharid létrat, mivel virtualis 1étraval szamol
harom hozzaadott bels6 standard (maltéz, maltotriéz, maltopentadekadz) migracios idejébol

[101].
3.8.1 Folyadékkormatografia (LC)

3.8.1.1 Forditott fazisa folyadékkromatografia (RPLC)

Robosztussaganak, reprodukalhatésagak koszonhetden, illetve amiatt, hogy analitikumok
rendkiviil széles kore meghatarozhato vele a forditott fazisu folyadékkromatografia (RPLC) az
egyik legnépszeribb LC szeparacidés technika [102, 103]. A hidrofil interakcids

kromatografidhoz (HILIC) képest viszonylag alacsony a szerves oldoszerek és gyenge pufferek
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aranya, ami megnyitja az utat érzékeny tomegspektrometrias detektalas felé [92]. Az antitestek
abszorpcidja és az alacsony visszanyerése ellenére még mindig az egyik legnépszeriibb
modszer intakt fehérje, valamint middle-up megkozelitésii vizsgalatok esetén [104, 105]. Chan
¢s Flynn RPLC kisérleteik soran kimutattdk, hogy a savas N-kotott cukrok hamarabb
elualdédnak, mint a semlegesek, amelyek altaldban gyakoriak az antitesteken. Azonban az egyes
szidlsavtartalmi cukrok mennyiségi meghatdrozdsa mar egy joval komplexebb probléma.
Hibrid tipust szénhidratok részletesebb analizis¢hez az RPLC-t javasolt 6sszekotni MS/MS
detektalassal [106]. Fontos azonban megemliteni, hogy az iparban gyarkran alkalmazzak még
az UPLC-t (ultranagy teljesitményii folyadékkromatografia) biomolekuldk karakterizalasara.
Vitathatatlan elénye, hogy jelentdsen csokkenti az adatgytijtéshez sziikséges idot és j6 felbontas
érhetd el vele, mivel nagyobb nyomdast képes elviselni a kisebb részecskeméretnek
koszonhetden (gyakran kevesebb mint 2 pm) a HPLC-hez képest. Emellett hatékonyan képes
elvalasztani a kar-specifikus izomereket, illetve viszonylag konnyen kapcsolhatod

tomegspektrométerrel [84, 107].

3.8.1.2 Hidrofil interakciés kromatografia (HILIC)

A HILIC az egyik legalkalmasabb moddszer polaris komponensek, pl. a cukrok
meghatarozasara. Allofazisként semleges, polaris, vagy ionos feliiletii tolteteket hasznalnak,
acetonitril [92]. Glikan analizisre a HILIC valt az egyik leggyakrabban alkalmazott modszerré
jobb felbontasa és magasabb kromatografias visszatartasa miatt. Ezenkiviil cukrok eseteben
jobb csucsalakok is érhetdk el, mint az RPLC esetében [77]. A HILIC erésen szelektiv az
antitesteken expresszalddd szénhidratcsoportokra, igy tobb szinten is alkalmas glikdnok
tanulmanyozasara. Kivalo technika kisméretii intakt fehérjék vizsgalatara (pl. interferon-béta-
la, rhEPO, ribonukleaz B), csakiigy mint glikopeptidek és lehasitott cukrok esetében [108-112].
A kozelmultban versenyképes technikaként jelent meg a HILIC-MS az intakt fehérjék
glikoformainak meghatarozasara. Kivaltképp alkalmas glikoproteinek analizisére, ha amid-
alapu allo fazist kombinalunk ionpar képzé agenst (pl. trifluoroecetsav) tartalmazo acetonitril-
viz gradiens mozgo fazissal [109, 113]. HILIC-nél az elualdédas sorrendjét hidrofilitas és a
polaritas hatarozza meg [114]. Az intakt fehérjék denaturalasaval nem csupan az emésztés
hatékonysaga novelhetd, de csokkenti a lehetdségét annak, hogy a triptikus emésztés soran
bizonyos cukorstruktarakkal (pl. oligbmanndz, hibrid, a2,3-szialilalt és Gn. bisecting glikanok)
rendelkez6 peptidek nagyobb eséllyel hasitddjanak le [115]. A HILIC oszlopok képesek a

gilkozilalt és nem glikozilalt peptidek elvalasztasara, hiszen az utobbiak eldbb elualédnak
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[116]. A lehasitott N-kotott glikanok vizsgalatakor HILIC-nél tobbnyire fluoreszcens
detektalast alkalmaznak (HILIC-FLR). A modszer hatranya, hogy a hasonld polaritassal
rendelkez6 oligoszacharidokat nehéz elvalasztani [117]. Mennyiségi meghatarozas esetén a
kozvetlen MS kapcsolds nem ajanlott figyelembe véve az addukt ionok, illetve a tobbszordsen
toltott ionok hatdsat a nagyobb polimerizaltsagi fokkal rendelkez6 glikanokra, ami csokkentheti
a jelintenzitast [118].

Carillo és munkatérsai bevacizumab, infliximab, rituximab €s trastuzumab bioterapias
készitményeket vizsgaltak tiz kiilonb6zé LC-MS modszerrel. A referencia modszer N-glikanok
vizsgalatara jelolést kovetden HILIC volt. A négy bioterapeutikumot a kovetkezé modozatok
szerint analizaltak: intakt tomeg analizis (denaturalt és nativ allapotban), redukalt mAb (kénnyi
¢és nehéz lanc analizis), intakt Fc régid, egy lancu Fc analizis (IdeS emésztés alegységekre),
triptikus emésztés alapa peptid térkép készitése, illetve fehérjérdl lehasitott cukrok analizise
MS valamint fluoreszcens detektalas segitségével 2-amino-benzoesav (2-AA) vagy 2-amino-
benzamid (2-AB) jeldlést kovetden. A modszereket egymassal Osszehasonlitva a 8. abran
lathaté méréstechnikai szempontrendszer alapjan vizsgaltak, és hétérképen abrazoltak, hogy

prioritas szerint az adott feladatra melyik modszer a legalkalmasabb [89].

Strukturalis Minta Szaktudas

146 azonositas Adatmindség Erzékenység mennyisége sziiksége
Intakt tomeg RP F
Intakt tomeg SEC
Fc régio
Redukalt HC
IdeS alegységek

Peptid térképezés T & T
N-glikan 2AB FLR
N-glikan 2AA FLR
N-glikan 2AB MS
N-glikan 2AA MS

8. abra: Az egyes analitikai modszerek kiilonboz6 faktorok szerinti hdtérképes kiértékelése,
amely alapjan kivalaszthat6 a kinyerni kivant adatok mélységének megfeleld analitikai modszer
Carillo és mtsai munkaja nyoman [89]. Az abran alkalmazott jel6lések magyarazatai: Intakt
tomeg RP: intakt tdmeg analizis denaturalt allapotban forditott fazist oszloppal; Intakt tomeg
SEC: intakt tomeg analizis nativ allapotban méretkizarasos kromatografias oszloppal (SEC);
Fc régid: Fc régio analizise forditott fazist oszloppal; redukalt (HC): nehéz lanc analizise

forditott fazisu oszloppal, IdeS alegységek: IdeS emésztést kovetden mAb alegységek analizise
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forditott fazisu oszloppal; Peptide mapping: peptid fragmentumokra torténé emésztést kovetd
analizis. Végiil az utols6 négy esetben a lehasitott N-glikdnok analizise val6sult meg 2-AB, 2-

AA jelolést kovetden fluorescens ¢és MS detektalassal.

3.8.2 Kapillaris elektroforézis (CE)

A Kapillris elektroforézis kiemelt ortogonalis modszere a folyadékkromatografianak. fgéretes
analitikai technika, melyet a gydgyszeriparban gyakran hasznalnak mingségiigyi ellenérzésre
mivel gyors, hatékony és mar kis mennyiségli minta analizisére is alkalmas [119]. Kiilondsen
alkalmas glikozilacios hely specifikussag és mikroheterogenitasok feltérképezésére, igy
kiemelt helye van a glikoanalitika eszkoztaraban [78]. Mitobb, kapillaris elektroforézissel
meghatarozhatok N-kotott cukrok, beleértve az a-Gal epitdpot is, melynek hosszabb migracios
ideje van, mint a legtobb semleges vagy szialilalt N-glikannak [63]. Toémegspektrométerrel
kapcsolva meghatarozhatok vele oligoszacharidok, glikopeptidek és intakt fehérjék is [120-
124]. Alapjaban véve a CE kétféle modon képes N-glikozilacios analizisre: oldatban vagy géllel
toltott kapillarisban [125, 126], k6zos pont azonban, hogy mindkét esetben az elvalasztas
alapjat az eltérd hidrodinamikai térfogat-toltés ardnyok képezik. Fontos azonban megemliteni,
hogy géllel toltott kapillaris esetén az analitikum molekuldi interakcioba léphetnek sziird
matrixszal is [127].

CE-MS rendszerrel jol tanulmanyozhatok intakt fehérjék poszttranszlacios modosulasai,
ugy mint a glikozilacio [128-132]. A mddszerben a legnagyobb kihivas, a fehérjék toltéssel bird
részei hozzéatapadnak, a kapilléris ellentétesen toltott falahoz, ezzel csdkkentve az elvéalasztas
hatékonysagat [92]. Osszefoglalé munkijaban Stutz szdmos megoldast ajanl a jelenség
kikiiszobolésére, beleértve a kapillarisok belsd feliiletének boritasat, illetve elektrolitokkal valo
atmosast [133].

Az Un. peptide mapping technika soran a fehérje molekulakat enzimatikusan peptid
fragmentumokra emésztik (altalaban tripszinnel, vagy ha sziikséges mas enzimekkel). Kivalo
modszer terapias proteinek elsddleges szerkezetének meghatarozasara, beleértve az aminosav
sorrendet, a szekvencia varidnsokat, a glikozilacios heterogenitast és mas poszttranszlacios
modosulasokat [134]. Glikopeptid analizis szintén megvalosithatdé CE-MS kapcsolassal [135-
138], Barroso és mtsai human transzferrin glikopeptidek glikoformait vizsgaltak CE-TOF-MS
kapcsolassal [135].

A fehérjérdl lehasitott cukrok CE vizsgalata esetén a glikdnok a sziikséges toltéseket
szarmazékképzes utjan kapjak meg. A detektalast illetden fontos megemliteni, hogy a glikanok

UV fény abszopciojara kevésbé képesek. Erre a problémara tobb lehetséges alternativa is
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rendelkezésre all. Egyrészt a CE-hez csatolt tomegspektrometrids detektalas, masrészrol pedig
lehetdség van szarmazékképzés utjan az oligoszacharidok fluorescens jelolésére [77]. Az
emlitett detektalasi opcidkat Harvey 6sszefoglald munkéjaban talaljuk meg részletesen kifejtve
[139]. Tomegspektrometrias detektalassal fontos szerkezeti informaciok nyerhet6k, mig a
fluorescens moddszer szignifikansan érzékenyebb glikanokra, ugyanakkor tovabbi minta-

elokészitési 1épéseket igényel [77].

3.9 A glikoszimilaritas értelmezése és a gCQA-k meghatarozasa

Az Eur6pai Gyogyszeriigynokség (EMA) hangsulyozza az innovator és a bioszimilaris
gyogyszerek parhuzamos, lehetleg ortogonalis analitikai modszerekkel torténd analizisét,
amennyiben az megvalosithatd. Ezért a szimilaritds — jelen esetben a glikoszimilaritds —
definialasa egy elére meghatarozott, szigort keretrendszer szerint torténik [99]. Azonban két
N-glikozilacios profil dsszevetésénél még mindig kihivast jelent a hasonlésag meghatarozasa,
noha ez az egyik leglényegesebb kérdés glikozilalt terapeutikumok esetén [91]. A probléma
kikiiszobolésére szolgal a glikoszimilaritasi index (Gl) bevezetése, amely egy glikoanakitikai
¢s statisztikai alapokon nyugvo modszer, €s segitségével két fehérje N-glikozilacids profilja
szamszerlisithetd ¢€s egymassal Osszemérhetd. A bioszimilaritdsi index analdgidjara
megalkotott glikoszimilaritasi index kiegészitdé mindségi attributumként szolgalhat a
biohasonldsag megallapitasakor [91, 99].

A jelen fejezetben bemutatott megkdzelités két kiilonb6zd hasonlosagot értékeld modszer
kombinacidjan és szamitasan alapul. Az egyik a profil hasonlosag (Profile Similarity Score),
melynek értékét ugy kapjuk meg, ha a normalizélt elektroferogram (vagy kromatogram)
minden egyes adatpontjat dssze kell hasonlitani a teszt termék elére meghatarozott mindségi
tartomanyaval, amely mar magéba foglalja a sarzsok variabilitasat is. A masik a kompozicios
hasonlosag (Compositional Similarity Score) elve, melynek soran a glikozilacioval 6sszefiiggd
CQA csoportok szintjeit az elére meghatarozott hasonlosagi tartomannyal hasonlitjak 6ssze. A
két modszerrel kapott eredmény atlagat véve kapjuk meg a glikoszimilaritasi indexet, mely
alkalmazhatd folyamatfejlesztés soran az Osszetett kisérlettervezésnél (DoOE — Design of
Experiment), példaul klonszelekcional hasznos indikator lehet a referencia €s a céltermék N-
glikozilacios profiljanak Osszehasonlitdsakor. Emellett hasznos paraméter hasonlosagi

vizsgalatok esetén is [99]. A glikoszimilaritasi index szamolasa az alabbi négy f6 1épésbdl all:

1) Referencia sarzsok jellemzése, a cél profil felallitasa

2) gCQA-k meghatarozasa, valamint kockazati szintjiik besorolasa
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3) gCQA-k osztalyozasa és tolerancia hataruk definialasa

4) Profil és kompozicids hasonldsagi ratak megallapitasa, GI szamitasa

A termék glikozilaciojat nagymértékben megatarozza az adott sejtvonal mindsége és genetikai
apparatusa. A 1. tablazatban a legfontosabb N-glikanokat gy(ijtottem Ossze aszerint, hogy az

adott sejtvonal milyen mértékben képes annak expresszalasara.

1. tablazat: Specifikus N-glikan struktirak jelenléte kiillonb6z6 expresszios sejtvonalak esetén
[75]. CHO: kinai horcsdog petefészkébdl szarmazo sejtek (chinese hamster ovary), BHK:
ujsziilott horcsog vese sejt (baby hamster kidney), NSO: egér myeloma sejt, SP2/0: egér
hybridoma sejt. Neu5Gc: N-glikolil-neuraminsav, bisect. GIcNAc: olyan N-acetil-gliikkozamin,
amely core struktura eldgazasanal 1évé mannozhoz kapcsolddik, al,6-core Fuc: a mag
struktirahoz o(1-6) kotéssel kapcsolodo fukodz, al,3-core Fuc: a mag struktirahoz a(1-3) kotéssel

kapcsolodo fukoz, B1,6-xiloz: B(1-6) kotéssel kapcsolodo xildz

N-glikan CHO BHK NSO, SP2/0 Human Eleszté
Szialilacio ++ + +++ ++ -
02,6-szialsav - - + + -
Neu5Gc + +++ +++ +/-* ;
al,3-Gal - + ++ - -
bisect. GICNAc - - - + -
ol,6-core Fuc + + ++ + -

ol,3-core Fuc - - - - -
B1,6-xiloz - - - - -

Oligomannoz + + + + +++

2. tablazat: Oligoszacharid szerkezetek hatdsa a termék fizikai-kémiai és biologiai
tulajdonsagaira [99]. Ahol n.d. szerepel, azokban az esetekben nincs meghatarozva, vagy nem
jelentOs az adott N-glikan hatasa az adott tulajdonsagra. GICNAc: N-acetil-glikkozamin, al,3-
Gal: a(1-3) kotéssel kapcsolodo galaktoz, bisect. GICNAC: olyan N-acetil-gliikkozamin, amely
core struktira elagazasanal 1évé mannozhoz kapcsolodik, Neu5Gce: N-glikolil-neuraminsav,
al,3-core Fuc: a mag struktarahoz o(1-3) kotéssel kapcsolodd fukédz, B1,6-xiloz: B(1-6) kotéssel
kapcsolodo xiloz. PK: farmakokinetika, PD: farmakodinamika.

N-glikan Biztonsag/Immunogenitas  Bioldgiai aktivitas  Kiiiriilés (PK/PD)
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Term. galaktoz n.d. + -

Term. GIcNACc n.d. - -
al,3-Gal -- n.d. n.d.
Core-fukoz n.d. ++ n.d.
bisect. GICNAc n.d. + n.d.
Oligomannéz n.d. + -
Neu5Gc -- ) +
Szialilacio n.d. ) +
al,3-core Fuc -- n.d. n.d.
B1,6-xiloz -- n.d. n.d.

Az 1. tdblazatban a (+++) a cukrok nagyaranyu jelenlétét, a (++) a cukrok jelenlétét, a (+)
a cukrok szérvanyos jelenlétét jelolik, mig (-) azok hianyat demonstralja. A csillaggal jelolt
esetben az adott struktira jelenléte és hianya is kimutathatdé volt az irodalom szerint. A
terminalis szialilacio a gyulladascsokkentd folyamatok szempontjabol fontos, a NeuSGce
szerkezet pedig immunogén, akar csak az a(1,3)-galaktoz, a B(1,6)-xiloz és az a(l,3)-core
fukéz. Az oligomannoz strukturak meggyorsitjak az antitest szervezetbol torténd kitiriilését
[61]. A kritikus glikan epitopokat érintd struktirak hatasat a kdvetkezd szempontok szerint
ajanlott értékelni: biztonsagossag/immunogenitas, bioldgiai aktivitas/hatékonysag, illetve
felezési 1d6. A 2. tablazatban az imént emlitett szempontok szerint csoportositottam a mar
korabban targyalt cukorstrukturakat. Jol lathatd, hogy az a(1,3)-Gal, a Neu5Gc, az a(1,3)-core
fukoz és a B(1,6)-xiloz er6sen immunogének, ellenben példaul a core-fukozilacio hianya
kedvezden hat a biologiai aktivitasra az ADCC serkentésén keresztiil. Azon cukorepitopoknal,
melyeknél n.d. (not determinded) jeldlés keriilt feltlintetésre, vagy nincs meghatarozva, vagy

nem jelentds annak hatasa az adott tulajdonséagra.

3.10 Adalimumab — monoklonalis antitest

A Humira®néven forgalomba hozott adalimumab volt az els6 bejegyzett, telejesen human TNF-
alfa kot6 IgG1 antitest, igy elenyész6 az immunogenitas esélye [140]. 1330 aminosavbol all,
tomege mintegy 147 kDa. Kezdetben a rheumatoid arthritis (RA), ma mar azonban tiz
kiilonb6z6 autoimmun allapot [141], koztik a Crohn-betegség kezelésére is hasznaljak.

Hatasmechanizmusa az etanerceptéhez hasonlo, szintén a TNF-alfa megkotésével gatolja a
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gyulladésos folyamatokat. Fontos kiilonbség azonban, hogy az adalimumab képes lizalni a

~

TNF-et expresszalo sejteket [140, 142].

Egérbdl
szarmazé
variabilis
domén

Human
TNFRp75
(TNFR2)

Human
variabilis
domén

) )

Human IgG1 Human IgG1 Fc

Infliximab Adalimumab Etanercept

9. abra: Kiilonboz6 TNF-alfa inhibitorok szerkezeti kiillonbségei. Az adalimumab esetében
beszéliink egyediil teljesen human IgG molekulardl, melyet Ggy alkottak meg, hogy variabilis

crer

hasznalja fel, melyhez TNF-alfa receptorok vannak fizionaltatva [143].

3.11 Etanercept - fzids fehérje

Az etanercept az anticitokinek csalddjaba tartozo fuzids fehérje, egy TNF (tumor nekrézis
faktor) inhibitor, olyan biologiai gyogyszer, mely egy konzervaltan glikozilalt 1gG Fc
fragmensbdl és egy TNF-alfa kotd egységbdl all amelyet a kovetkezd 6t gyulladasos allapot
kezelésére alkalmaznak: rheumatoid arthritis (RA), plakkos psoriasis (PsO); izileti
gyulladassal jar6 psoriasis (PsA), poliartikularis juvenilis idiopatids artritisz (JIA) és
ankylotizalo spondylitis (Bechterew-kor). A TNF olyan citokin, amely a TNF1 és TNF2

receptorokhoz kotddik, melynek révén aktivalja a gyulladasos immunvalaszt (10. dbra).
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10. abra: Az etanercept (Enbrel) miikddésének sematikus dbraja. A fuzids protein megkdti a
szabad allapotu TNF-alfat, igy az mar nem tud kotddni a sejtfelszinen 1évo receptorokhoz [144]
szerkezeténél fogva képes a szolublis TNF-alfat megkdtni, melynek révén képes
megakadalyozni a gyulladas kialakuldsat a boron és az iziiletekben. Hasznalhaté 6nmagaban

vagy egyéb immunszupresszansokkal kombinalva is [145, 146].

A TNF-alfa alegység két N-glikozilacios hellyel rendelkezik illetve egy konzervalt N-
glikozilacios hely talalhato az Fc région (Asn297). A két rész egymassal egy erdsen O-
glikozilalt linker région kersztiil kapcsolodik (13 hely) [147]. Mivel az etanercept
hatdsmechanizmusdnak alapja a TNF-alfa megkotése, ezért az Fc régidhoz kotott
oligoszacharidok- mint pl. a szialsav, core-fukéz, terminalis galaktozilacio - glikoszimilaritas
szempontjabol nem Kkifejezetten fontos. Mindazonaltal a mannozilacid mértéke fontos
informaciot nyujthat a termék szérumbol valo kitiriilésére vonatkozoan [148].

Munkam sordn ezen hatéanyag két formdjat vizsgaltam, melyek a kereskedelmi forgalomban

Enbrel® (innovator) és Benepali (bioszimilaris) néven elérhetdek.

3.12 Ceélkitiuzések

Mivel a kritikus mindségi attributumok részletes, ortogonalis modszerekkel torténd vizsgéalata
sarokpontja a bioldgiai gyogyszerek gyartasanak, ezért doktori munkam sordn az alabbi célokat

tiztem ki:

(1) Egy hagyomanyos bioterapeutikum (adalimumab) glikomikai analizise, illetve
modszerfejlesztés a pontos kiértékelhetdséghez,

(2) Egy fuzios fehérje (etanercept) innovator €s bioszimildris verzidjanak kvantitativ
Osszehasonlitasa glikoszimilaritasi szempontbol,

(3) Az analizisekhez egy ortogonalis modszer alkalmazasa a gyogyszeriparban leginkabb
elterjedt UPLC (ultranagy teljesitményti folyadékkromatografia) helyett

(4) A CGE-LIF (kapillaris gélelektroforézis 1ézer indukalt fluorescens detektalassal)
mérésekkel elért eredmények nagy mintaszamra tOorténd adaptalasa multikapillaris

elektroforézis késziilékkel, valamint ehhez egy 0j glikén adatbazis felallitasa
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Felhasznalt anyagok

A munkam soran felhasznalt bioterapeutikumok a Debreceni Egyetem Orvostudomanyi
Karanak nagylelki felajanlasabol szarmaztak. Minden egyes APTS-szel (8-aminopirén-1,3,6-
triszulfonsav) jelolt N-glikdn konyvtarat (mannozban gazdag szerkezetek, afukozilalt
biantennaris, fukozilalt biantennaris, bi-, tri- és tetraantennaris szialilalt konyvtarak, utobbiak
a(2-3) és a(2-6) iranyultsaghi szialsavakkal (Neu5Ac) egyarant) a Prozyme (Hayward,
Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) cégtél vasaroltunk, csak tigy, mint a szialidaz-A
(Arthrobacter ureafaciens), B-galaktozidaz (kardbab), B-N-acetil-hex6zaminidaz (kardbab)
exoglikozidaz enzimeket. A Fast Glycan Sample Preparation and Analysis kit a kaliforniai
Beckman (Brea, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) cég terméke, a PNGaz F (peptid-N-
glikozidaz F) enzimet pedig a New England Biolabs (Ipswich, Massachusetts, Amerikai
Egyesiilt Allamok) cégtél szereztik be. A mannéz-5 (Man5) standard, a natrium-
cianoborohidrid (1 M tetrahidrofuranban oldva) és a minden mas felhasznalt vegyszer a Sigma-

Aldrich-t6] (St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok) szarmazott.

4.2 Modszerek

4.2.1 Az adalimumab mintak elokészitése

A mintak eldkészitéséhez €s fluoroforral torténd jeloléséhez a Fast Glycan Sample Preparation
and Analysis (Beckman, Brea, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) Kit-jét hasznaltam.
Ennek sordn 100 pg-nyi adalimumab denaturdlasat kovetden, az aszparaginhoz kotott
glikanokat PNGaz F segitségével enzimatikus Gton lehasitottam. Az igy kapott glikanokat
magneses gyongyok segitségével Osszegytijtottem, €s APTS-szel jeloltem. Ezt ijabb magneses

gyongyoket alkalmazo tisztitasi 1épések kovették az alabbi modon:

1.9 uL 0.5% NP-40 oldatot teszek a rekcioedénybe (200 uL. PCR c¢s6), majd vortex segitségével

Osszekevertem 10 méasodpercig maximalis sebesség mellett

2. Ehhez hozzaadtam 150 pL acetonitrilt, majd vortex segitségével Osszekeverem 10

masodpercig maximalis sebesség mellett

3. A minték 1 percig alltak szobahémérsékleten
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4. A mintdkat tartalmazd reakcidedényeket magneses allvanyra helyeztem, majd amikor a
gyongyok az edény faldhoz tapadtak (kb. 30 madasodperc mulva), a feliiliszokat pipetta

segitségével Ovatosan eltavolitottam

5. Az elsd négy 1épést még haromszor megismételtem 20 pL. HPLC tisztasagu viz és 150 pL

acetonitril segitségével

6. Az utols6 alkalommal, amikor a feliiliszo eltavolitasra keriilt, a jeldlt cukrokat lemostam a
magneses gyongyokrol ugy, hogy 50 uL. HPLC tisztasagu vizet adtam a mintahoz, majd vortex

segitségével Osszekeverem 10 masodpercig maximalis sebesség mellett

7. A mintékat tartalmazé reakcidedényeket magneses allvanyra helyeztem, majd amikor a
gyongyok az edény faldhoz tapadtak (kb. 30 masodperc mulva), a jelolt cukrokat tartalmazo

feliiluszokat pipetta segitségével dvatosan eltavlitottam CE mintatartd edénybe helyeztem

Az igy megjelolt cukrok mar készen alltak a CGE-LIF analizisre. A fel nem hasznalt,

elokészitett mintakat -20°C-on taroltam tovabbi feldolgozasig.

4.2.2 Adalimumab mintak CGE-LIF analizise

Az elvalasztast ugyanazzal a berendezéssel (PA 800 Plus Pharmaceutical Analysis System
(Beckman, Brea, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) kapillaris elektroforézis szilardtest
lézer indukalt fluorescens detektalassal (Aex= 488 nm/ Aem= 520 nm)) és kondiciokkal
végeztem, mint az etanercept esetében. A szeparaci6é 30°C-on ment végbe 30 kV-0s elektromos
potencial mellett. A minték injektalasa harom Iépésben valdsult meg: 1) 3 psi, 5 masodperc:
viz, 2) 2 kV, 2 masodperc: minta 3) 1 kV, 1 masodperc: bracketing standard (DP2 és DP15). A
mérési adatok gytijtését és feldolgozasat a 32 Karat szoftver (Beckman, Brea, Kalifornia,

Amerikai Egyesiilt Allamok) 10.1 verzidjaval végeztem.

4.2.3 Etanercept mintak elokészitése

Az etanercept innovator ¢€s bioszimilaris verzidjanak minta-elokészitési procedardja
megegyezett. Mindkét esetben a Beckman altal forgalmazott Fast Glycan kitet hasznaltam fel,

beleértve az eldkészités folyamdn a tisztitasi 1épésben alkalmazott magneses gyongyoket,
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illetve az analizis soran szintén a kit részét képez6 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsav (APTS)
fluorescens agenst.

Els6é lépésként az eldzetesen bekevert denaturdld mix oldatbol adtam 5 pl-t 100 pg
glikoprotein mintahoz, majd 10 masodperces kevertetést kovetden a mar kordbban feliitott
60°C-os fiité blokkba helyeztem nyitott kupakkal 8 percre. Ennek a 1épésnek a célja a fehérje
denaturacioja volt, annak érdekében hogy a glikozilacios helyek az emésztés soran
hozzaférhet6vé valjanak. Lényeges kiilonbség a Beckman protokoljahoz képest, hogy a
masneses gyongyoket ebben a 1épésben még nem adtam a mintahoz, azokat csupan a tisztitasi
1épésben hasznaltam fel.

Annak érdekében, hogy a glikoproteineken 1év6 cukrokat levalasszam a fehérjékrdl, a
mintakat peptid-N glikozidaz F (PNGaz F) enzimmel torténé emésztésnek vetettem ala. Az
emésztéoldat mintanként 5 mU enzimet tartalmazott, ahol 1 U az az enzim mennyiség, amely
ahhoz sziikséges, hogy az N-kotott cukrok levalasaat katalizalja 1 pmol denaturalt ribonukledz
B-r6l 1 perc alatt, 37°C-on, 7.5 pH mellett. Jelen esetben ez 12 pul volt. Az enzim hozzaadasat
koveten a mintak nyitott kupakkal 20 percre 60°C-os termoblokkba keriiltek. A 20 perc letelte
utdn a kupakokat lezdrtam, majd 10 masodpercre maximalis sebességen vortexszel
megkevertettem. A reakciot végiil 200 ul acetonitril hozzaadasaval allitottam le.

Eutan kovetkezett a lehasitott szénhidratok fluorescens jelolése APTS-szel, majd a
felesleges festéket egy jabb magneses gyongyos tisztitasi 1épéssel tavolitottam el tigy, ahogy

azt a 4.2.1 fejezetben, az adalimumab mintak elokészitésénél részleteztem.

4.2.4 Etanercept mintak CE-LIF analizise

Minden elvalasztashoz a PA 800 Plus Pharmaceutical Analysis System (Beckman, Brea,
Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) kapillaris elektroforézist hasznaltam szilardtest 1ézer
indukalt fluorescens detektalassal (Aex= 488 nm/ Aem= 520 nm). Tovabba 20 és 50 cm effektiv
hosszusagu, 50 pm belsé atmérdjhi bare fused silica kapillarist (EZ-CE cartridge-ba agyazva)
alkalmaztam, melyet HR-NCHO (nagy felbontassal N-kotott szénhidratok elvalasztasara
szolgalo szeparacios kozeg) géllel (Beckman, Brea, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok)
toltdttem meg. Forditott polaritasu elvalasztds médban 30 kV elektromos térerdsséggel 30°C-
on, illetve 15-55°C hémérséklet gradiens alkalmazasa mellett ment végbe a szeparacid. A
mintdk injektalasa harom lépésben valosult meg: 1) 3 psi, 5 masodperc: viz, 2) 2 kV, 2
masodperc: minta 3) 1 kV, 1 masodperc: bracketing standard (DP2 és DP15). A mérési adatok

gyljtését és feldolgozasat a 32 Karat szoftver (Beckman, Brea, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt
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Allamok) 10.1 verzidjaval végeztem. A glikan struktirak azonositisa GU értékiik alapjan
tortént a szoftver beépitett adatbdzisanak segitségével. Az innovator és bioszimilaris verziok

mennyiségi 0sszehasonlitasara N-glikan profiljaik relativ cstics alatti teriileteit hasznaltam.

4.2.5 Etanercept minta exoglikozidazos emésztést koveté szekvenalasa

Az etanercept PNGaz F enzimmel lehasitott N-glikanjaibol négy parhuzamos mintat
készitettem el a 4.2.3 fejezetnek megfelelden. Az elsé minta a bioterapeutikum N-glikdn
profiljanak referenciajaként szolgalt. A masodik mintanal az a (2-3,6,8)-ko6tésekkel kapcsolddod
szidlsavakat vagtam le szialidaz-A enzimmel. A harmadik minta esetében a szialidaz-A
emésztés mellett, a P(1-4,6)-kotésekkel kapcsolodd galaktdoz monomereket hasitottam le
kardbab B-galaktozidazzal. Az utols6 mintanal az elébb emlitett két enzim mellett kardbab
hex6zaminidazt is adtam a mintahoz, amely a B(1-2,4,6)-kotésekkel kapcsolodot N-acetil-
glilkozaminokat képes termindlisan hasitani. Az enzimatikus reakciok 37 °C-on mentek végbe
egész &jszakan at [54]. Mind a négy mintat CGE-LIF segitségével analizaltam, majd az egyes
enzimatikus hasitast kdvetd csucsteriilet valtozasokbol kovetkeztettem a hozzajuk tartozo

cukorszerkezetekre.

4.2.6 Etanercept és adalimumab mintak elokészitése multikapillaris
elektroforézis késziilékhez

A fuzios fehérje és mADb esetében is PNGaz F-fel (Asparia Glycomics, San Sebastian,
Gipuzkoa, Spanyolorszag) hasitottam le az N-glikanokat a gyartd protokolja szerint. A
felszabadult szénhidratok APTS jelolését a CI00HT glikan készlettel (Beckman, Brea,
Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) végeztem, igy munkam soran a nagy 1éptékii minta-
eldkészitésre és analizisére optimalizalt reagenskonfiguraciot hasznaltam.

100 pg glikoprotein mintat dsszekevertem glikanbefogd magneses gyongyokkel és a
denatural6 oldattal, majd 60°C-on 8 percig inkubaltam. Ezutan a PNGaz F emésztés 60°C -on
20 percen at tortént. A felszabadul6 szénhidratokat a magneses gyongyok nagy szerves oldoszer
tartalom mellett (>85% acetonitril) megkdotottek, majd APTS master mix hozzaadéasaval 60°C-
on 20 percig jeloltem a gyongyokon. A szarmazékképzési 1€pés utan a felesleges APTS-t
magnesgyongy altal kozvetitett tisztitdssal eltavolitottam, haromszor megismételve a nagyobb
tisztasag elérése érdekében (bovebben: 4.2.1. fejezet). A jelolt glikanokat 50 pL vizzel elualtam
a gyongyokbdl, és multikapillaris gélelektroforézissel analizaltam. A maradék mintak —20 °C-

ra keriiltek tovabbi feldolgozasig.
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4.2.7 Multikapillaris gélelektroforézissel valé6 mérés koriilményei

Az 10j glukdzegység (GU) adatbazis 1étrehozasdhoz C100HT multikapillaris gélelektroforézis
késziiléket hasznaltam (Beckman, Brea, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) LED-indukalt
fluorescens detektalassal (gerjesztés: 450 nm, emisszid: 540 nm). Az elvalasztishoz a
késziilékhez kaphato, a szeparacios géllel gyarilag toltott cartridge-ot hasznaltam, melyhez 12
parhuzamos mérésre alkalmas bare fused szilika kapillaris tartozik. Ezek egyenként 17 cm teljes
hosszal (effektiv: 13 cm) és 50 pum belsé atmérdvel rendelkeznek.. Az elvalasztas soran 6 kV
fesziiltséget hasznaltam, az injektalas pedig a kovetkezé paraméterekkel tortént: 2 KV, 2 s
szobahdmérsékleten. Mérésre és adatgytijtésre a CLOOHT Biologics Analyzer (1.0.1.11. verzio)

szoftvercsomagot hasznaltam.
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5. Eredmények

5.1 Az adalimumab mennyiségi értékelése

Az adalimumab APTS-szel jelolt N-kotott glikanjainak CGE-LIF elvalasztasat a 11. abra
szemlélteti. Az azonositott szénhidrat szerkezetek ugyanezekkel a sorszamokkal feltiintetve

szerepelnek az 3. tablazatban a hozzajuk tartozo GU értékekkel és teriileti eloszlasukkal.
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11. abra: Az APTS-szel jelolt adalimumab (Humira®) N-glikanjainak CGE-LIF analizise. Az
elvalasztas kortiilményei: 50 cm effektiv (60 cm teljes) hossz, 50 um ID bare fused silica
kapillaris HR-NCHO géllel toltve; hdmérséklet: 30°C; Fesziiltség: 30 kV; Injektalas: viz: 3 s 5
psi, utana minta: 2 kV/2 s, végiil 2.0 kV/2.0 s bracketing standard (DP2 és DP15).

Az adalimumabon 1évé N-glikanok koziil 72%-o0s aranyban jelenlévd glikoforma egy mag-
fukozilalt biantennaris oligoszacharid (FA2, a 11. dbran a 3. cslcs), amely nem rendelkezik
terminalis galaktozzal. Szintén nagy aranyban talalhatok meg benne, ugyanezen szénhidratvaz

6-0s (12%), illetve 3-mas (4.5%) pozicioban monogalaktozilalt formai (7. és 8. csucs).
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3. tdblazat: Az adalimumab (Humira®) N-glikdn struktarai a hozzéjuk tartozo GU értékekkel

és csucs alatti teriiletekkel

% Csncs alatti

Cics Szerkezet N-glikan GU érték -
teriilet
.—Q\
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| o)
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om0
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Tovabba, a Man5 (2. cstcs), mint manndzban gazdag struktira 2.47%-ban van jelen. Mivel a
rheumatoid arthritis (RA) kezelésének hatasmechanizmusaban a CDC ¢és ADCC effektor
funkciok nem vesznek részt, ezért az ezekre hato struktirak (galaktozilacio és fukozilacid) nem
képezik részét az analizisnek. Ugyanakkor a Man5 szerkezet szignifikdnsan befolyéasolja a
szérumbol vald kitirtilést, igy ezen struktiira mennyiségi analizise kiemelt fontossagti (CQA).
Ezért az adalimumab mintdkrél PNGaz F segitségével lehasitott cukrokhoz egyre novekvo
mennyiségben adtam Man5 standardot még az APTS-szel valo jelolés elott. Annak érdekében,
hogy a standarddal megnovelt csucsok egymassal dsszevethetok legyenek, belso és bracketing
standardokat hasznaltam (DP2, DP3 és DP15), igy a glikan profilok GU fiiggvényében vannak
abrazolva az 12. abran. Ezt a megkozelitést hasznalva a GU értékek %RSD értéke az X

tengelyen 0.05% alatt volt, tehat nagy pontossagot sikeriilt elérnem.
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12. abra: Az adalimumab APTS-szel jelolt N-glikanjainak CGE-LIF analizise soran kapott
profilok relevans részeinek 0sszehasonlitdsa. Az N-glikanokhoz egyre nagyobb mennyiségii
Man5 standardot adtam. Az a, b, ¢ és d profilok jelzik a nulla, 5.0 ng, 10 ng és 15 ng Man5
standard hozzaadasaval elvalasztott profilokat. Az elvalasztas koriilményei megegyeznek az

11. abran 1évo kondiciokkal.

A mann6z-5 (Man5, 2. csucs) és az A2 komplex (1. csucs a 11. dbran) glikdnok kozotti
megfeleld felbontds érdekében 50 cm-es effektiv hosszisagu (teljes hossz: 60 cm) kapillarist
alkalmaztam. Az RFU értékeket az elektroferogram legnagyobb, vagyis FA2 (3. cstcs)
csticsara normalizaltam. Ezek a normalizacios 1épések (mindkét tengelyen) lehetéveé teszik a
futtatdsok kozotti egyszerli Osszehasonlitast, illetve a pontos csucsteriiletszamitast az
elektroferogramok alapjan tamogatva ezzel a kantitativ CQA kiértékelést.

A Man5-koncentraciok és a megfeleld csucsteriiletek kozotti pontos €s reprodukalhatd
Osszefiiggés megallapitdsa érdekében vizsgaltam az elektrokinetikus injektalasi paramétereket,
valamint a mintakoncentracio és -térfogat hatasat is. E10szor az injektalasi fesziiltséget és idot
4. tdblazat: Kiilonb6z6 injektalasi paraméterek hatisa a Man-5 csucsteriiletére eltérd minta

térfogatok mellett. Ugyanazokat az elvalasztasi koriilményeket alkalmaztam, mint az 11. abra
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esetében, kivéve a BFS (nem bevont falu szilika) kapillaris hosszat, ami 30 cm (effektiv: 20

cm).
If';iezl;tli‘;zs‘ Injektdlds  Injektaldsi Jel (Mans estiesterilet) Kiilonbség
K £ hossza[s] egyiitthaté (kvVs) 50 uL minta 100 pL minta [%6]
[kV] térfogat térfogat
1.0 1.0 1.0 2869911 2862972 0.24
1.0 2.0 2.0 6128706 6152961 0.40
1.0 3.0 3.0 9517325 9624550 1.13
2.0 1.0 2.0 5996257 5899887 1.61
2.0 2.0 4.0 12414187 12554423 1.13
2.0 3.0 6.0 18115499 18226226 0.61
3.0 1.0 3.0 9011171 9128700 1.30
3.0 2.0 6.0 18107924 18548067 2.43
3.0 3.0 9.0 28771956 29008740 0.82
3.5e+7
v =-386124.1410+3192912.4519-x
3.0e+7 A [el :09990
2.5e+7 -
%
2
_:";’ 2.0e+7 -
©
(0]
B 1.5e+7
>
(2]
o
1.0e+7 -
5.0e+6 -
0.0
0 2 4 6 8 10

Injektalasi koefficiens [ng/pL]

13. abra: Lineraris 0sszefliggés az injektalasi egylitthato (injektasi paraméterek kombinalasa)
€s a mért Man5 csucsteriiletek kozott. Elvalasztasi paraméterek ugyanazok, mint a 11. bran,

kivéve a 20 cm-es effektiv hosszt (30 cm teljes hossz).
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valtoztattam 1 és 3 kV, illetve 1 és 3 s kozott 50 és 100 mikroliteres (0.5 ng/ul koncentracio)
mintatérfogat kozott (4. tdblazat). Egy kombinalt injektalasi paramétert vezettem be, amelyet a
befecskendezési fesziiltség és az 1d6 szorzataval hataroztam meg. Erre injektalasi egytitthatonak
referalok a koncentracioszamitasi vizsgalat sordn. A kiilonb6z0 injektalasi paraméterek és
kiilonb6z6 mintatérfogatok felhasznalasaval kapott csucsteriileteket az 4. tablazat mutatja. Igen
pontos linedris Osszefiiggést talaltam az injektalasi egylitthato és a kapott cstcsteriiletek kozott
a 4. tablazatban bemutatott, kiilonboz6 injektalasi paraméterek mellett (13. abra). Annak
érdekében, hogy alacsony ¢és magas koncentracid tartomanyban is megfeleléen ki tudjam
értékelni a Man5 csticshoz tartozo teriileteket, a 13. dbran lathaté Osszefiiggés alapjan
igyekeztem egy olyan injektalasi paramétert valasztani, amelyhez kozepes nagysagu
csucsteriiletek tartoznak. Igy a standardok analizaldsaval vizsgalt koncentraciofiiggést a 4-es

injektalasi egylitthatohoz tartozo 2 KV 2 s-es injektalasi paraméterek mellett végeztem.

5. tablazat: Jelintenzitasok, amelyeket a Man5 standardbol készitett higitasi sor CGE-LIF
analizisével kaptam. Az elvélasztasi €s injektalasi paraméterek ugyanazok, mint az 11. dbra

esetében, kivéve a BFS kapillaris hosszat: 30 cm (20 cm effektiv hossz).

., Koncentra ,
Lépés  Higitds tiim'\(/elga(:] ?ng] tiirzslt\)/llggf [nL] [Xf] cio RFU tceillﬁ:t
[ng/pL]
1. 1x 25 50.0 0.0 0.50 155.77 12486232
2. 1.25x 20 40.0 10.0 0.40 141.84 11310092
3. 1.66x 15 30.1 19.9 0.30 119.97 9560043
4, 2.5X 10 20.0 30.0 0.20 90.58 7169258
5, 5X 5 10.0 40.0 0.10 56.85 4551500
6. 10x 2.5 5.0 45.0 0.05 32.35 2439668
7. 20x 1.25 2.5 475 0.03 16.17 1217856
8. 50x 0.5 1.0 49.0 0.01 539 392288

Emellett a pontos és reprodukalhaté kvantitativ meghatarozas érdekében vizsgaltam,
hogy milyen hatassal van a koncentracié a Man$5 csucs alatti teriileteire. A Man5 standardbol
késziilt torzsoldat koncentracidja 0.5 ng/uL volt. Ebbdl HPLC tisztasagu vizzel sorozathigitast

készitettem (5. tablazat), amelynek végére 50-szeres higitast értem el, majd 2 kV, 2 s injektalasi
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paraméterekkel mértem a  mintdkat. Fontos megjegyezni, hogy ebben a

koncentraciotartomanyban nagyon jo jelintenzitasokat kaptam alacsonyabb koncentracioknal,

1.4e+7
p= 1.5519-107 - (1 — e *%3%%)

L R* =0.9995

1.0e+7

8.0e+6

6.0e+6

CsUcs alatti teriilet

4.0e+6

2.0e+6

0.0 T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6

Man5 koncentracio [ng/pL]

14. dbra: Cstcsteriiletek exponencialis fiiggése a hozzaadott Man5 standardtol

emellett magasabb koncentraciok mellett sem szaturaltak a csucsok. A CGE-LIF analizist
kovetden kapott RFU értékeket az 5. tablazat tartalmazza. A minta mennyisége és a
cstestertiletek kozotti exponencialis Osszefiiggés van, ahogy ez a 14. abran megfigyelhetd.

A kiilonb6z6 injektalasi parameéterekkel, Man5 koncentraciokkal és valtozo

mintatérfogatokkal kapott eredmények alapjan az adalimumab mintaban 1évé Man5

mintdban 2.94 ng-nak hatdroztam meg.

5.2 Az etanercept exoglikozidazos szekvenalasa

Ahhoz, hogy a késdbbiekben pontos képet kapjak a vizsgalt bioterapeutikum innovator és
bioszimilaris verzidjanak N-glikdn profiljairdl, el6szor azonositanom kellett az egyedi
cukorszerkezeteket. Ehhez top-down exoglikozidazos emésztést alkalmaztam, melynek soran a

fehérjérdl lehasitott N-cukrokat a termindlis végiik felél kezdtem kdotésspecifikusan,
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monomerenként emészteni. Minden egyes core-struktirahoz kozeled6 szerkezeti szintnél, az
adott monomer kotésére jellemz6 0j enzimet is az elegyhez adtam. Minden egyes emésztést
CGE-LIF segitségével analizaltam, majd figyelembe véve a hozzaadott enzimek specifitasat, a
csucsteriiletek valtozasabol kovetkeztettem a hozzajuk tartoz6 oligoszacharidokra. Az egyes
futtatdsokat a 15. abran foglaltam 0Ossze. A szekvendlas eredményeként azonositott

oligoszacharid szerkezeteket a 7. tablazat tartalmazza.

100
90
80
70 A Hexdézaminidaz
60 L LN~
®
E 50 Galaktozidaz
o 40 ~ ! ﬂ
x
30 Szialidaz
20 AN
10 Referencia
o J\ U
10 1 12 13 14 15 16 17 18

Migracios id6 [min]

15. 4bra: Az exoglikoziddzos emésztések egymast kovetd Iépései alulrdl felfelé haladva.
Referencia: az Etanercept N-glikan profilja, Szialidaz: a szialidazos emésztést kovetden kapott
N-glikan profil, Galaktoziddz: a szialiddz és galaktoziddaz hozzdddasasval tortént emésztést
kovetd N-glikan profil, Hez6zaminidaz: a hex6zaminidaz, a szialiddz és galaktozidaz enzimes
emésztést kovetd N-glikan profil, Az elvalasztas koriilményei: 20 cm effektiv (30 cm teljes, 50
um ID) HR-NCHO géllel toltott fused silica kapillaris, hdmérséklet: 30°C, fesziiltség: 30 kV,
injektalas: 3 psi/ 5 s viz; 3 kV/ 3 s a minta esetében, illetve 1 kV/ 1 s bracketing standard-nél.

5.3 Elvalasztasi homérséklet optimalizalasa etanercept vizsgalatahoz

A CGE-LIF gyors ¢és hatékony moddszer bioterapeutikumok N-glikan profiljanak
meghatarozasara és mennyiségi kiértékelésére. Ehhez el6szor optimalizaltam az elvalasztas

hémérsékletét annak érdekében, hogy a lehetd legjobb felbontasban vizsgalhassam az
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etanercept innovator és bioszimilaris verzidinak N-glikozilacids profiljait, mivel kozismert,
hogy a szénhidratok elektromigracids tulajdonsagai nagyban fliggenek az aktivacios energiatol

[149]. Ennek az egyik leggyorsabb mddja a hdmérsékletgradiens alkalmazasa [150].
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16. abra: Az etanercept APTS-szel jelolt, szabad allapotu N-glikozilaciés profilja. A DP2
(maltoz), DP3 (maltotrioz) és DP15 (maltopentadekaoz) bracketing és belsé standardek. Az
elvalasztas koriilményei: 50 cm effektiv (60 cm teljes, 50 um ID) HR-NCHO géllel t6ltott fused
silica kapillaris. Az alkalmazott elektromos térerdsség: 500 V/cm. Az elvalasztas homérséklete
(szaggatott vonallal jel6lve): 0—14 min: 15°C izoterm, 14-18 min: linearis novelés 15-r61 55°C-
ra, 18-22 min: 55°C, izoterm. Injektalas: 3 psi/ 5 s viz; 2 kV/ 2 s a minta esetében, illetve 1 kV/

1 s bracketing standard-nél.

Ahogy az a 16. abran lathato, az etanerceptrdl lehasitott, APTS-szel jelolt N-glikanok
szeparacidjakor 15 és 55°C kozotti hdmérsékletgradienst alkalmaztam. Ez azért elonyds, mert
szamos atlapolo cstics felbotasa szamottevéen ndvekszik a hdmérséklet emelésével, azonban a
szamomra érdekes A2 és Man5 glikanparé csokken. HOmérsékletgradiens alkalmazasa soran
az elvalasztas alatt valamennyi cukorszerkezet eléri szeparacios hdmérsékleti optimumat, igy

egy nagyfelbontist, pontos analizist megvaldsitva [147]. Mindezek alapjan a 30°C-0s
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elvalasztasi hdmérséklet tlint megfeleldnek arra, hogy biztositsa a megfeleld felbontast mind a
18 szénhidrat esetében, kiilonds tekintettel az A2 és Man5 struktarakra (7-es és 8-as csucsok),
amelyek fontos CQA-k. 25°C-os, 30°C-os és 35°C-os izoterm mérések szintén alatamasztottak
a gradienssel mért eredményeket, igy a késobbiekben 30°C-os elvalasztasi homérsékletet

alkalmaztam.

5.4 Innovator és bioszimilaris etanercept 6sszehasonlitasa N-glikan
profiljaik alapjan

Az innovator etanercept bioterapeutikum, az Enbrel® és a bioszimilaris termék, a Benepali
Osszehasonlitd analizisét CGE-LIF rendszerrel, 30°C-on és 20 cm effektiv kapillaris hossz

mellett végeztem. Az igy kapott elektroferogram a 17. dbran lathato.
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17. é&bra: Az Enbrel® (innovator, alul) és Benepali (bioszimildris, feliil) bioterapias
készitmények N-glikan profiljai. Elvalasztasi koriilmények: 20 cm effektiv (30 cm teljes hossz,
50 um ID) fused silica kapillaris HR-NCHO géllel toltve. Elektromos térerésség: 1000 V/ecm.
Elvélasztas homérséklete: 30°C (izoterm). A szerkezeti azonositds megkonnyitésének
érdekében a felso x-tengely a polimerizaltsagi fokot jeloli (DP) a maltooligoszacharid 1étran.

Az also és felsd csucsok a két termék APTS jelolt N-glikozilacios profiljait jelenitik meg.
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Ahogy az jol lathaté, mindkét esetben ugyanazokat a csucsokat detektaltuk, de eltérd
csucsteriileteloszlassal, igy a megfigyelt mikroheterogenitas miatt a kiilonboz6 relativ
mennyiségeket kvantifikaltuk. A kvantitativ értékelést a relativ cstcsteriiletekbol

szarmaztattam, €s a kovetkez6 pontban részletesen targyalom.

5.5 Glikoszimilaritas mennyiségi értékelése
5.5.1 A GI Kkiertékeléséhez tartozo elméleti megfontolasok
5511 AGI szamitasa

Az innovator és bioszimilaris termékek N-glikomikai Gsszehasonlitasara Szekrényes ¢€s
munkatarsai munkajara alapuld6 modszert dolgoztam ki [99]. A profilhasonlosag és
kompozicios hasonlosag szamitasa Altman és Karlsson munkaira alapul [151, 152]. A
szazalékos értékek egyszerli matematikai szamitasok eredményei, amelyeknél minden mérési
pontot figyelembe vettem egy kivalasztott csucsra vonatkozoan fliggetleniil attol, hogy
beleesnek-e a tolerancia limitbe. Lényeges kiilonbség jelen munkaban, hogy a tolerancia limitek
megallapitdsanal az egyes sarzsok szorasa helyett egy altalanosan elfogadott 20%-os kiisz6bot
alkalmaztam. Ennek oka, hogy nem volt lehetéségem tobb sarzs beszerzésére. Ezért az 5.5.1
fejezetben végigvezetem a kidolgozott modszer hasznalatat, majd az 5.5.2 részben ismertetem
az egyszerlsitett szdmitas eredményeit. Ha a teszt termék mérési pontjai ezeken a tolerancia
hatarokon beliil esnek - fiiggetleniil az atlagtol valé tavolsaguktol - akkor a hasonlosag 100%-
0s (18. abra, egyenlet (5)). Fontos azonban megemliteni, hogy mivel a tolerancia hataron kiviil
es6 pontok értéke az atlagtol valo eltérés négyzeteinek dsszegével modosul, igy ezek a pontok

csokkentik a hasonlosag mértekét.

( X1 i—X7] i _x—)Z
A=Y+ X, B, ST ©)

(xs5j=%)?
ahol Aj az adott paraméterre vonatkozd 1 (i=1,...,n), szazalékos értékben megallapitott
hasonlésag, Yi és Xi pedig az adott paraméter tolerancia limiteken beliil és kiviil es6
adatpontjainak szazalékos értékei. Adott j pont tolerancia limit feletti értékeit Xyj, mig tolerancia
limit alatti értékeit xjj jeloli. A j-edik referencia minta pontjainak atlagit X, jeldli, mig Xsj a j-
edik minta tolerancia limiten kiviil esé pontja [91].
Az N-glikozilaciés profillal a termék tobb biologiai tulajdonsdga is Osszefiiggésbe

hozhato (gCQA-k), igy mint a biztonsagossag, a felezési id6 és a hatékonysag. Ezek a
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jellemzdk rendszerint megfeleltethet6k bizonyos N-glikdn alcsoportoknak mint pl. teljes
afukozilacio, szialilacidé, mannozilalt struktarak stb. Ezekhez pedig értékek rendelheték, ha
Osszegezziik az adott struktarara vonatkozoé relativ szazalékokat. Eszerint jartam el én is az
etanercept innovator és bioszimilaris verzidinak 6sszehasonlitdsakor.

Mivel a gCQA strukturdk cstcsteriilet aranya kiemelten fontos a tobbi glikan tipushoz
képest, a kompozicids hasonlosdgot az egyik fO attribituménak tekintjiik. Példaul, az Fc
régidhoz kotddé N-glikanok esetén a teljes afukozilacid kritikus paraméter az ADCC
szempontjabol. Ha a teszt termékiink teljes afukozildltsiga 10%, ami csak a oligomann6z
strukturakat foglalja magaba, akkor ennek jelentésen alacsonyabb lesz az ADCC aktivitésa,
mint egy olyan glikoproteinnek, amelynél a 10%-os afukozilaltsag a f6 komplex tipusu
glikanokbdl adodik, mint a GO, G1, G1’ és a G2. Ezek alapjan egy Osszetettebb, részletesebb
képet kaphatunk a glikozilaciés hasonldsagrol a GI révén, amely a profil- és a kompozicios
ratak atlagabol adodik. Fontos megjegyezni, hogy a profil hasonlésag minden esetben ,,nagyon

kritikus”, azaz Tier 1-es tulajdonsag. A GI a kovetkez6 képlettel szamithato:

ti .
e P-App+Xis, elic- A

t; .
i n t
e F+§i_1e ic

Gl =

: (6)

ahol n a paraméterek szama, Aip a profil hasonlosag szazalékos értéke, Aic pedig i tulajdonsagra
vonatkozo6 hasonlosagi rata. Mindegyik hasonlosagi rata az (5) egyenlet szerint szamolando. ti
az un. ,tier rank faktor”, melynek értéke magas kockdzat esetén 3 (Tier 1), kdzepes kockazat
esetén 2 (Tier 2), alacsony kockazat esetén pedig 1 (Tier 3). A profil hasonlésag minden esetben
kiemelt fontossagti tulajdonsag (tip = 3), tehat ez esetben €® = 20.09. Ugyanennek a faktornak
az értéke kompozicids hasonldsag esetén (tic) lehet 1, 2 és 3 is (e! = 2.71, €2 = 7.39 és &® =
20.09).

Eléforulnak azonban olyan esetek is komplex molekuldk esetén, ahol nem csak az Fc
région fordul eld N-glikozilacid. Az etanercept fuzios fehérje esetében a TNFa részen tovabbi
2 glikozilacios hely talalhatd. Az ilyen és ehhez hasonl6 esetekben minden eltérd kritikussagu
N-glikozilaciés helyhez kiilon alindex rendelhetd. S&t, az alindexek hasznalata
elkeriilhetetelen, ha egyszerre vannak jelen olyan N-glikdnok, amelyek lokalizacidjukbol
kifolyolag nincsenek hatassal az elsddleges hatasmechanizmusra, és olyanok, amelyek az Fc
fragmensen valo elhelyezkedésiik miatt befolyasoljak a termék stabilitasat, és felezési idejét. A
glikoprotein mas-mas részein 1évo glikozilacids helyek altalaban kiillonboznek oligoszacharid

Osszetételiikben, valamint az N-kotott strukturdk hatasanak kritikussagaban. Példanak okaért
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vegylink egy Fc fuzids fehérjét, amelynek az ADCC-re is jelentOs hatdsa van, ebben az esetben
az Fc fragmens afukozilaltsaga magas kockazati tényez6 (ti = 3). Azonban ha az N-glikozilacios
helyek az Fc fragmensen kiviil helyezkednek ¢l, ez a kockazat jelentdsen lecsokken (ti = 1).
Ennélfogva ezeket a helyeket eldszor csoportositani kell az alapjan, hogy az N-glikozilacio
elsddlegesen mire van hatdssal, majd az egyes csoportokat kiilon-kiilon kell kezelni és
vizsgalni. A glikoszimilaritasi index szdmol4sandl minden egyes csoportra eltéré alindexeket
kell alkalmazni. Mivel én a teljes fehérjén 1évé N-glikdnokat vizsgaltam, nem alkalmaztam
alindexeket a kiértékelés soran, illetve a kiértékelésnél a kockazati besoroldsnal valamivel
tdgabb hatarokat szabtam meg, hiszen az én szempontombol az Fc fragment glikozildcidja
jelentds, mivel ezen a région talalhatd oligomanndz struktiarak befolyasoljak a szérumbol vald
kitiriilési id6t. Altalanossagban elmondhaté, hogy az alacsonyabb glikoszimilaritasi index arra
enged kovetkeztetni, hogy a vizsgalt glikozilacids kiilonbségnek szignifikdns hatdsa van,

kovetkezésképpen a vizsgalt teszt termék biohasonlosaga alacsonyabb lesz [99].

5.5.1.2 Referencia sarzsok jellemzése, a cél profil fellallitasa

A kiilonb6z6é sarzsokbdl szarmazd bioterapikumokrol lehasitott, fluoroforral jelolt N-
glikdnokbdl harom-harom parhuzamos mérést kovetden, a kapott elektroferogramokbol
megallapithatd a termék sarzsok varianciaja. Az egyes struktarak GU (glucose unit) értékeik
alapjan azonosithatok, melyek az elektroferogram alapjan a ww.GUcal.com oldalrél
ingyenesen letdltheté GUcal szoftver segitségével szamolhatok. Doktori munkam soran egy
sarzsbol szarmazéd mintat volt lehetdségem vizsgdlni, igy egyszerlibb kvantitativ
Osszehasonlitast alkalmaztam a csucsteriiletek figyelembe vételével.

Lathat6, hogy az Aaltalam vizsgalt oligomannoz szerkezetek erds jelenléte negativan

befolyasolja a kiiiriilést.

55.1.3 gCQA-k osztalyozasa és tolerancia hataruk definialasa

A harmadik Iépés folyaman a kritikus mindségi paraméterek harom szintes kockazat értékelése
valosul meg. A gCQA-k osztalyozasakor sorra kell venni az adott cukorszerkezet mennyiségét,
az eldére meghatdrozott bioldgiai funkcidkra vald hatasat, azt, hogy hogyan befolyéasolja a
biztonsdgossagot és a szervezetbdl vald kitiriilés idét. Tier 1-es, azaz magas kockazata
besorolast kapnak azok a gCQA-k, amelyek kozvetleniil befolyasoljak a termék hatasat, pl. az
ADCC-t a core-fukéz jelenléte vagy az oligomannéz struktirak a kiiiriilést. Ebben az esetben
az adott glikan adatpontjainak bele kell esnie az atlag +/- 1,5 szérds tartomanyba, amely a

referencia termék tobb gyartdsi sarzsabol vett mintakkal definidlhato. A Tier 2-es besorolast
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(kozepes kockazatll) gCQA-k mérsékelten befolyédsoljak a termékmindséget igy ezeknél a
tolerancia limitet az atlag +/- 3 szoras segitségével kapjuk meg. Végiil azokndl a
cukorstruktaraknal, amelyek alig vagy egyaltalan nincsenek hatassal a termékre (Tier 3), nincs

szamszerlsitett tolerancia limit, elegendé numerikus vagy grafikus 0sszehasonlitas.
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6. tablazat: A glikozilacioval Osszefliggd kritikus mindségi paraméterek és azok

toleranciakiiszobei [99]

Profilhasonlosag Kompozicios
N-gikan attributum ]
gCQA tolerancia hasonldsag tolerancia
kockazata
kiiszobe kiiszobe

Terminalis Kozepes (Tier 2) +/- 3 +/- 3
galaktozilacio %

Osszes afukozilacio % Magas (Tier 1) +/-15 +/-1,5
Oligomann6z % Magas (Tier 1) +/-1,5 +/-1,5
Szialilacio % Alacsony (Tier 3) +/-3 <3%
Terminalis GIcNAc % Alacsony (Tier 3) +/-3 +/- 3

Az egyes glikan struktirakra vonatkozé tolerancia limiteket az 6. tablazatban tiintettem
fel. Tekintsiik az afukozilacio példajat. Jol latszik, hogy a teljes afukozildcido magas kockazati
besorolasu glikozilacios tulajdonsag, ezért ez esetben a tolerancia limitek megallapitasdhoz +/-
1,5-es szorast vesziink alapul mind a kompozicidés, mind pedig a profil hasonlosagi rata
esetében. Fontos azonban megjegyezni, hogy a teljes afukozilaci6 magaba foglal mas
afukozilalt struktarakat is, mint példaul az oligomannoz szerkezeteket. Noha erre a
részhalmazra mindenképpen ezt a tolerancia limitet kell hasznalni profil hasonlosag esetén a
szérumbol vald kitiriilésre gyakorolt hatasa miatt. Ahogy arra mar fentebb is utaltam a korabbi
Iépéseket minta hidnyaban nem tudtam megvalositani, igy 20%-0s tolerancia hatart
alkalmaztam. A tolerancia kiisz6bok megallapitasa utan a kapott elektroferogramok
kiértékelése kovetkezik. Mindenekel6tt, hogy az analitikai eltérések hatdsat minimalizaljam a
csticsok relativ fluorescens intenzitdsait (RFU) normalizaltam legnagyobb csucsra az
elektroferogramon. Majd a cstcsokat kezd6pontjuktol a végpontjukig integraltam, hogy
megkapjam a megfeleld GU tartomanyokat, melyek a hasonlosagi szamitasok soran
hasznalhatok. Eléfordulhat, hogy egy struktura, tobb szempontbdl is be van sorolva eltérd
kockézati szintekbe, ebben az esetben, mindig a szigorubbat kell figyelembe venni. A fenti
példanal maradva, ha az 6sszes afukozilalt struktara alatt a core-fuk6z nélkiili cukrokat értjiik,
beleértve az oligomannoéz szerkezeteket is, akkor a profil hasonlésagnal +/- 1,5 szoras
tolerancia limitet kell megéllapitani utobbindl is, hiszen az afukozilalt srtuktardk részhalmazat

képezi.
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5.5.1.4 Profil és kompozicios hasonlésagi ratak megallapitasa, GI szamitasa

A mért és szamitott adatok alapjan a kompozicios és profil hasonlosag az (5) egyenlet alapjan

¢s a 18. abra alapjan szamolhato.

4

Atlagtél valo
eltérés (1)
EEEEEEEEEEEEER EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESR +1.5*SD(UTL)
Hatartavolsag
® — Atlag
. |
IIIIllllllllllllll,lllllllllllll EEERR -1'5*SD(LTL)
Atlagtdl valé
eltérés (2)

18. abra: A glikoszimilaritas koncepcidja, Szekrényes és mtsai munkajabol adaptalva [99].

UTL: felso tolerancia limit, LTL: also tolerancia limit

A glikoszimilaritdsi index az (6) egyenlettel adhatdé meg, felhasznidlva a mar kordbban
kiszdmolt profil és kompozicids hasonlosagi értékeket.

A Gl magaban hordozza a lehetdséget arra, hogy olyan gydgyszeripari indikatorra valjon,
amely egyszertiisiti és megkonnyiti a dontéshozatalt a bioterapias készitmények fejlesztése és
gyartasa soran, mindezt egyszerli matematikai szamitasokkal. Emellett informacidveszteség

nélkiil képes egyszerlisiteni komplex DoE modelleket.

5.5.2 Glikoszimilaritasi Kiértékelés

A 7. tablazat foglalja 6ssze az azonositott struktarakat (a sorszamok megfelelnek a 17. dbran
feltiintetett szamozasnak), a csucsterlileteket szdzalékosan, a hasonldsagi aranyokat, illetve a
hasonlosagi szazalékot (tolerancia%). A glikoszimilaritds kiértékelésénél az daltaldnosan
elfogadott +20% toleranciakiiszobot alkalmaztam [89]. Munkam soran kizardlag az 1%-nal
nagyobb csucsteriilettel rendelkezé csucsokat (1, 2, 5-11, 13,15-18) értékeltem ki

glikoszimilaritasi szempontbol.
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7. Téblazat: Az innovator (Enbrel®) és bioszimilaris (Benepali®) N-glikozilacios profiljainak

kvantitativ analizise. Az 1%-nal kisebb csucsteriilettel bird csucsokat nem értekeltem ki.

Glikan Csucsteriilet [%]
Hasonlosagi Tolerancia
Csiucs  Rovidités  kompozicios )
betikod Enbrel Benepali arany [%0]

1 A2G2S2 H5N4A2 3.53 2.45 0.70 -30.44
2 FA2G2S2 H5N4A2F1  5.04 3.27 0.65 -35.02
3 A2G(6)1S1 H4N4Al 0.11 0.34 3.09 209.09
4 FA2(6)G1S1 H4N4AlF1  0.35 0.28 0.80 -20.00
5 FA2(3)G1S1 H4N4AlF1 1.86 1.01 0.54 -45.68
6 A2G2S1 H5N4Al 14.74 12.28 0.83 -16.65
7 A2 H3N4 1.61 2.64 1.64 63.81
8 M5 H5N2 2.49 2.16 0.87 -13.41
9 FA2G2S1 H5N4A1F1  15.09 12.96 0.86 -14.15
10 FA2 H3N4F1 24.06 15.24 0.63 36.69
11 M6 H6N2 0.88 1.05 1.19 19.32
12 A2(3)G1 H4N4 0.51 0.46 0.90 -9.80

13 FA2B H3N3F1 0.44 1.13 2.59 159.18
14 FA3 H3N5F1 0.35 0.49 1.40 40.00
15 FA2(6)G1 H4N4F1 13.33 14.29 1.07 7.20

16 FA2(3)G1 H4N4F1 4.95 5.49 1.11 10.85
17 A2G2 H5N4 411 9.47 2.31 130.69
18 FA2G2 H5N4F1 6.63 14.91 2.25 124.94

A kiilonbségek a mennyiségi csucseloszlasban a 19. abran szerepelnek, ahol minden
egyes oszlop egy egyedi N-glikan szerkezetet jelol. Sotéttel az innovator, sziirke oszlopokkal
pedig a bioszimilaris N-kotott cukraihoz tartozd csucsteriiletek szazalékban kifejezve (X

tengely). Minden egyes oszlop 6 futtatas atlagabol szarmazo6 eredményeit tiintet fel.
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19. abra: Az egyes cukorszerkezetek mennyiségi eloszlasa a két N-glikan profilban.

Az 1%-nal nagyobb relativ csucsteriilet-kritériumot teljesitd 0sszes di- és monoszialsavas
szerkezet (1., 2., 5., 6. €és 9. csucs) csucsterlilete kisebb volt az innovator termék
bioszimilarisaban. A diszialsavas glikanok (1. és 2. csucs) kiesnek a 20%-os toleranciaablakbol
(-30, illetve -35%), ezzel szemben a jelentds monoszialsavas termékek (6. és 9. csucs) a hataron
beliil (-16 —14%) esnek.. Mivel ezeknek a termékeknek a gyulladascsokkentd tulajdonsagainak
nem volt MoA (mechanism of action) jelentésége, igy az atlagosan ~33%-os eltérésiik ellenére
sem jelentett CQA problémat. Hasonloképpen, az afukozildlt semleges glikdnok nagyobb
mennyiségben voltak jelen (7. és 17. cstics) a bioszimilarisban, ezek ugyan joval a tliréshataron
kiviil esnek (+63 és +130%), mivel az ADCC effektor funkciora van hatasuk, adalimumab
esetén ennek nincs relevancidgja, mivel nem része a hatdsmechanizmusnak. Mindkét
elektroferogramon a legnagyobb cstcs egy mag-fukozilalt biantennaris glikan (FA2, 10-es
cstics), mely az innovator termékben, tobb mint 36%-kal nagyobb mértékben van jelen a
bioszimilarishoz képest. Az emlitett szerkezet CDC modulatori szereppel bir, amely a
fentiekhez hasonléan nem képezi részét a hatasmodnak, azaz nem tekinthet6 glikoszimilaritasi

kritériumnak. A bioszimilaris esetében megfigyelhetd az er6sen galaktozilalt cukorszerkezetek

59



(17 és 18 cstcs) erdteljesebb jelenléte (+130 és +124%), azonban glikoszimilaritas
szempontjabol ezeknek sincs jelentésége. Erdekes modon ezzel szemben a monogalaktozilalt
glikanok (15 ¢és 16 cstcs) nagyon hasonld aranyban vannak jelen az innovatorral
Osszehasonlitva (+7 és +10%). Ugyanez érvényes a manndzban gazdag szerkezetekre (8 és 11
cstcs), ahol a kiilonbség szintén tolerancia hataron beliil esik (—13 és +19%). Tekintve, hogy
emberben a terapias IgG antitestek, valamint Fc fragmentumot tartalmazo fuzios fehérjék —
mint példaul az etanercept — esetében az Fc-régié mannozilacioja befolyassal bir a szérum
kitiriilési sebességre, a magas mannoz tartalmu glikanok jelenléte (ha van ilyen) és annak
mértéke fontos kritikus mindségi attributumnak tekintheté a glikoszimilaritas aspektusaban.
Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy mint ortogonalis technikaval, CGE-LIF modszerrel mért
N-glikozilaciés profilok 0Osszehasonlitdsanal szintén alatamaszthatdé az etanercept két

valtozatanak biohasonlosdga, egyszerisitett szamitasokkal is.

5.6  N-glikan adatbazis felallitasa nagy mintaszam analiziséhez
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20. abra: Az N-glikan konyvtarak és a maltooligoszacharid létra elektroferogramjai. Az egyes
csucsokhoz tartozd cukorszerkezetekhez tartozd szamitott GU értekek a fiiggelékben

talalhatok.

Nagy mintaszam analizisére alkalmas multikapillaris gélelektroforézis késziilékkel kiilonb6zd
N-glikan konyvtarakat analizaltam, hogy felallitsak egy 0j gliikozegység adatbazist, amelynek
megfeleléségét az N-glikan konyvtarakkal egyszerre analizalt bioterapeutikumokkal

(etanercept és adalimumab) igazoltam. A 20. abra mutatja a 12 minta szimultan analizisét,
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amelybdl harom APTS-szel jel6lt neutralis €s hat szialilalt N-glikan konyvtar talalhato. A felsé
harom elektroferogramon (A, B és C) lathatok a particionalt fukozilalt biantennaris, afukozilalt
biantennaris és mannozban gazdag konyvtarak struktarai. A hat k6zépso elektroferogramon (D-
I) pedig a bi-, tri- és tertaantennaris szialilalt konyvtarak lathatok o(2-3) (D-F), illetve a(2-6)
(G-1) iranyultsagh szialsavakkal. Az abra legalsd elektroferogramjan pedig a
maltooligoszacharid 1étra (J) N-glikanjai lathatok. Kiemelném, hogy a multikapillaris
gélelektroforézis késziilékkel egyszerre 12 minta volt mérhetd kevesebb, mint 10 perc alatt

(beleértve a két bioterapeutikumot, amelyek profiljait a 21. abran lathatjuk).
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21. é&bra: A két bioterapeutikum APTS-szel jelolt N-glikdn profilja multikapillaris

elekrtoforézissel valo elvalasztast kovetden. A szerkezeti azonositashoz az 0j GU adatbazis

hasznaltam

A fukozilalt (A), afukozildlt (B) és manndzgazdag konyvtarak (C) esetén 15-15 és 9
szerkezetet sikeriilt azonositanom, mig a bi- (D), tri- (E) és tertaantennaris (F) a(2-3) pozicidban
kapcsolodo szialsavas konyvtarak esetén, 17-6-6 N-glikanszerkezetet hatdroztam meg. A G-t6l

I-ig abrazolt glikan profilok az a(2-6) orientacidban kapcsolddd bi-, tri- és tetraantennaris
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szerkezeteket reprezentaljak, ahol 18-6-6 szerkezetet identifikdltam J-vel jeldltem a

maltooligoszacharid 1étrat, melyen jol latszik a rendszer megfeleld elvalasztasi képessége.

Minden glikan neve koveti az Oxford nomenklatarat, amelyek www.GlycoStore.org

oldalon megtalalhatok, a hozzajuk tartozo, szamitott GU értékek 25°C-on pedig az 0j GU

adatbazist képezik a multikapillaris gélelektorforézissel torténd elvalasztasokhoz. A feltiintetett

adatokhoz a www.GUcal.hu weboldalroél ingyenesen letolthetd szoftvert hasznaltam.

A GU adatbazis 1étrehozasat kdvetden az etanerceptrdl és az adalimumabrél PNGaz F-

fel lehasitott, APTS-szel jelolt az N-glikanok analizisének kiértékelését végeztem el. Kilenc

cukorstrukturat sikeriilt azonositani az adalimumab, mig 17-et az etanercept mintabol. Utobbi

a CGE-LIF mérésekhez képest 1-gyel kevesebb csucsot azonositott, ami tekintve a kapillarisok

hosszlisagat s a modszer gyorsasagat, megfeleld kezdeti eredménynek mondhat6.

8. tablazat: A multikapillaris gélelektroforézis hasznalatdhoz Iétrehozott GU adatbézis

Osszefoglalasa.
Minta Csucs N-glikan GU 25°C-on

1 FN2 2,535

2 FM1 3,299

3 A2G2S2 3,907

4 FA2G2S2 4,052

5 FM3 4,966

6 FA2G1S1 5,017

7 FA2G2S1 5,697

APTS-(Fucosyl Biantennary Library) 8 A2 6,507
9 FA2 6,663

10 FA2B 7,197

11 FA2[6]G1 7,660

12 FA2[3]G1 8,054

13 FA2B[6]G1 8,126

14 FA2G2 9,052

15 FA2BG2 9,477

1 N2 2,241

. . 2 M1 2,852

APTS-(Afucosyl biantennary Library)

3 A2GS2 3,908

4 A2BG2S2 4,084
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Minta Csucs N-glikan GU 25°C-on

5 M3 4,530
6 A2G1S1 4,749
7 A2G2S1 5,430
8 A2 5,915
9 A2B 6,507
10 A2 [6]G1 6,887
11 A2 [3]G1 7,289
12 A2[6]BG1 7,529
13 A2[3]BG1 7,670
14 A2G2 8,307
15 A2BG2 8,949
1 M5 6,331
2 M6 7,137
3 M7 7,828
4 M7 8,009
APTS High Mannose Library 5 M7 8,181
6 M8 8,293
7 M8 8,452
8 M8 8,988
9 M9 9,535
1 A2G2S(3)2 4,235
2 FA2G2S(3)2 4,422
3 A2[6]G1S(3)1 4,657
4 A2[3]G1S(6)1 4,772
5 A2[3]G1S(3)1 4,923
6 FA2[6]G1S(3)1 5,033
_ _ 7 FA2[3]G1S(3)1 5,275
APTS a(2-3) S:_a:lg::ﬁ;d Biantennary 8 A2G25(3)1 5,592
9 FA2G2S(3)1 5,959
10 FA2 6,636
11 A2[6]G1 6,839
12 A2[3]G1 7,25
13 FA1G1 7,34
14 FA2[6]G1 7,631
15 FA2[3]G1 8,028
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Minta Csucs N-glikan GU 25°C-on

16 A2G2 8,26
17 FA2G2 9,025
1 A3G3S(3)3 4,185
2 A3G3S(3)2 5,183
APTS a(2-3) Sialylated Triantennary 3 FA2[3]G15(3)1 5,234
Library 4 A3G3S(3)1 6,876
5 A3G3S(3)1 7,094
6 A3G3 10,49
1 A4GA4S(3)4 4,184
2 A4G4S(3)3 4,967
3 A4GAS(3)2 6,18
APTS a(2-3) Sialil_ylated Tetrantennary 4 A4GAS(3)2 6.305
ibrary
5 A4G4S(3)1 8,398
6 A4G4S(3)1 8,487
7 A4G4 12,555
1 A2G25(6)2 3,887
2 FA2G2S5(6)2 4,028
3 A2G25(3)2 4,269
4 A2[6]G1S(6)1 4,482
5 A2[6]G1S(3)1 4,616
6 A2[3]G1S(6)1 4,72
7 FA2[6]G1S(6)1 4,864
8 FA2[3]G1S(6)1 4,989
APTS a(2-6) Sialylated Biantennary 9 A2G25(6)1 5,395
Library 10 FA2G2S(6)1 5,665
11 FA2 6,636
12 A2[6]G1 6,841
13 A2[3]G1 7,237
14 FA1G1 7,381
15 FA2[6]G1 7,62
16 FA2[3]G1 8,017
17 A2G2 8,25
18 FA2G2 9,009
APTS a(2-6) Sialylated Triantennary 1 A4G4S(6)4 3,658
Library 2 A3G3S(6)3 3,782
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Minta Csucs N-glikan GU 25°C-on

3 A2G25(6)2 3,859

4 A3G3S(6)2 4,887

5 A3G3S(6)1 6,846

6 A3G3 10,496

1 A4GAS(6)4 3,615

2 A4GAS(6)3 4,419

APTS o(2-6) Sialylated Tetraantennary 3 A4GA4S(6)3 4,467
Library 4 A4G4S(6)2 5,813
5 A4GAS(6)1 8,32

6 A4G4 12,52
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6. Megbeszélés

6.1 Adalimumab kritikus minéségi attribitumanak mennyiségi
meghatarozasa

crcr

jelentéségli N-glikanok CGE-LIF analizise megfeleld kvalitativ és kvantitativ szénhidrat
azonositast biztositott, kiilonos tekintettel a jelenlévé manndz-5 (Man5) oligoszacharid
struktarak mennyiségére. Ennek az N-glikozilacidval szoros dsszefiiggésben 1év6 kvantitativ
CQA analizise a kdvetkezoképpen tortént.

Az adalimumab Fc-régidjarol lehasitott glikanokoz Man5 oligoszacharidot adtam
kiilonb6zd koncentraciokban. Az injektalasi paraméterek kombinaldsaval meghatarozott
injektalasi egyiitthatd, valamint a cstcsteriiletek nagysdga kozott nagyon pontos, linearis
Osszefiiggést tartam fel. Pontos mennyiségi meghatarozast értem el elektrokinetikus injektalas
segitségével, melynek révén szoros korrelacid mutatkozott a cstucsteriiletek és a mintdban 1évo,
vizsgalni kivant N-glikan koncentracidja kozott. Bebizonyitva, hogy a mannoz-5, mint CQA
tényleges koncentracioja pontosan mérhetd széles koncentracio-tartomanyban, jelen munkdban
ismertetett modszer megkonnyitheti a tovabbi kiemelt fontossagli szénhidratok mennyiségi
meghatarozasat. Ez idaig az adalimumab kapillaris elektroforézissel torténd kvantitativ

analizisére nem volt példa.

6.2 Elvalasztasi homérséklet beallitasa

Mivel az eltéré6 N-kotott cukrok elvélasztdsi optimuma eltéré homérsékleti értékekhez
rendelhetd, hdmérsékletgradienst alkalmaztam Szigeti Marton és Guttman Andras munkaja
nyoman,a minél nagyobb felbontasu analizis érdekében, majd harom eltérd homérsékleten is
elvégeztem a szeparaciot. Megallapitottam, hogy 30°C-ot hasznédlok a tovabbiakban az
elvalasztasok soran, mellyel joval rovidebb id6 alatt mentek végbe az egyes elvalasztasok a

hémérsékletgradienshez képest, viszonylag jo felbontas mellett.

6.3 Az etanercept innovator és bioszimilaris verziojanak
glikoszimilaritasa

A Kkapillaris elektroforézis, mint potencialis ortogonalis analitikai modszer, egy olyan
elektromos tér altal vezérelt elvalasztasi technika, amely nagy felbontoképességgel bir, emellett
pedig kivaloan alkalmas oligoszacharidok detektalasara [95]. Doktori munkam soran ezt az

analitikai technikat hasznaltam fel fluorescens detektalassal kombindlva, hogy kvantitativ
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Osszehasonlitdst végezzek egy innovator bioterdpias fuzids fehérje (Enbrel®) és annak
bioszimilaris verzidja (Benepali) kozott glikomikai szempontbol. Noha szignifikans
kiilonbségeket talaltam a szialilalt, mag-fukozilalt és galaktozilalt N-glikan strukturak
mennyiségében, mivel az ADCC ¢és CDC nem képezik részét a terapeutikum
hatasmechanizmusanak, az adatok ezen részét nem vettem figyelembe a glikoszimilaritas
kiértékelésekor. Masrészrdl a mannozilacid fontos szerepet jatszik a szérumbol valo
kitiriilésben, igy a mennyiségi analizis soran az erdsen mannozilalt strukturdkat vettem a
biohasonlosag megallapitasanak alapjaul, mint kritikus mindségi paramétert. Az
Osszehasonlitéds alapjat a Szkrényes €s mtsi altal 6sszefoglalt bioszimilaritasi index szamitasok
képezik, eltekintve attdl, hogy eltéré sarzsok Osszehasonlitasara nem volt lehetdségem.
Tudomdsom szerint eddig még nem késziilt olyan munka, amely kapillaris elektroforézissel
végzett volna N-glikomikai dsszehasonlitdst etanercept esetében, igy az eredményeimet nem

tudtam Osszehasonlitani irodalmi adatokkal.

6.4 Uj gliikozegység adatbazis 1étrehozasa multikapillaris
elektroforézissel

Az el6zéekben bebizonyitottam, hogy a CGE-LIF erés potencidllal bir biohasonldsagi
vizsgalatokban, mint ortogondlis technika. A klinikai gyakorlatban, bioszimilaritasi klinikai ¢s
preklinikai vizsgalatoknal és a gydgyszeriparban azonban gyakran eléfordul, hogy egyszerre
nagy mintaszamot kell rovid 1don beliil analizalni. Erre kinal vonzo alternativat a multikapillaris
gélelektroforézis késziilék, amely egyszerre képes 12 mintat analizalni, mindezt kb. 10 perc
alatt. A klasszikus CE elrendezést6l valo eltérések miatt azonban sziikség van a gyors és pontos
kiértékeléshez egy 1) GU adatbazisra.

Munkdm soran particionalt fukoziladlt biantennaris, afukozildlt biantenndris,
oligomanndz, valamint bi-, tri- és tertaantennaris a(2-3), illetve a(2-6) iranyultsagu szialsavas
glikankonyvtarakat analizaltam maltooligoszaharid 1étraval 25°C-on. Emellett a dolgozatban
vizsgalt 2 terapias fehérje N-glikozilacids profiljat is vizsgaltam.

A maltooligoszacharid segitségével normalizaltam konyvtarakban 1évd N-kotott cukrok
migracios idejeit, Gucal segitségével pedig 0j adatbazist allitottam fel a multikapillaris

elektroforézissel valo kiértékeléshez.
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7. Osszefoglalas

Munkdm soran eldszor egy olyan ortogondlis analitikai mddszeren (CGE-LIF) alapulo
mennyiségi kiértékelést fejlesztettem ki, amellyel bioterapeutikumok N-glikan profiljaban
talalhato CQA relevancidval biré cukorszerkezetek pontos mennyiségei kdnnyen
meghatarozhatok. Ehhez adalimumabot hasznaltam fel, melyhez kiilonb6z6 mennyiségben
adtam Man5 cukorstandardot. Az elektrokinetikus injektalas paramétercinek kombinacidjaval
definialt injektalasi egyiitthato és a csucsteriiletek kozott nagy pontossagu (R?=0.9990 linearis
Osszefiiggés mutatkozott. Ezenkiviil vizsgaltam a koncentracié hatdsat a cstics alatti teriiletekre,
itt szintén nagyon akkuratus (R?=0.9995) exponencialis Osszefiiggést kaptam. Mindezek
alapjan megallapitottam az adalimumab mintaban 1évd eredeti Man5 mennyiségét (2.94 ng).

A kovetkezd 1épésben az etanercept nevii fuzios fehérje innovétor és bioszimilaris
verzidjanak mennyiségi O0sszehasonlitasat végeztem el, melyhez a relativ csucsteriileteket
hasznaltam. Kezdetben exoglikoziddzos emésztéssel azonositottam az etanercepthez
kapcsolodd N-glikanokat, majd meghataroztam az elvalasztas hémérsékleti optimumat. Ezutan
megallapitottam, hogy ugyan nincs mindségbeli eltérés a két N-glikozilaciés mintazat kozott,
azonban az egyes strukturak eltéré mennyiségben vannak jelen. Ezutan a glikoszimilaritasi
index elméleti megfontolasi alapjan 6sszehasonlitottam a relativ csucsteriileteket a mennyiségi
kiértékeléshez. A glikoszimilaritds kiértékelésénél az 4ltaldnosan elfogadott +20%
toleranciakiiszobot alkalmaztam. A mindkét verzioban legnagyobb mértékben kifejez6d6 mag-
fukozilalt biantenndris glikan (FA2) CDC modulatori szereppel bir, amely nem képezi részét a
hatasmodnak, azaz nem tekinthetd glikoszimilaritasi kritériumnak. A bioszimilaris profiljan
megfigyelhetd az erdsen galaktozilalt cukorszerkezetek markéans jelenléte (+130 és +124%),
viszont glikoszimilaritds szempontjabol ezeknek sincs relevancidja. A monogalaktozilalt és
oligomanndz glikanok nagyon hasonld aranyban vannak jelen az innovatorral dsszehasonlitva
(+7 és +10%) (—13 és +19%).

Végezetiil, annak érdekében, hogy a kapillaris elektroforézisre kifejlesztett analitikai
modszerek és kiértékelések nagy mintaszamra is alkalmazhatok legyenek a gyakorlatban,
fukozilalt biantennaris, afukozilalt biantennaris, oligomanndz, valamint bi-, tri- és
tertaantennaris a(2-3), illetve a(2-6) iranyultsdgt szialsavas glikankonyvtarakat analizaltam
multikapillaris elektroforézis késziilékkel. Maltooligoszacharid 1étra és a GUcal szoftver
segitségével 1) gliikozegység adatbazist hoztam Iétre, melynek segitségével multikapillaris

elektroforézis késziilék alkalmazasa esetén a pontosabb kiértékelhetdség valdsithatd meg. Az
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adatbazis felallitasa utan a glikdnkonyvtarakkal és maltooligoszacharid 1étraval egyiitt analizalt

terapias antitestek (etanercept €s adalimumab) N-glikanjait azonositottam.
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8. Summary

In the course of my work, | first developed a quantitative evaluation method based on an
orthogonal analytical technique (CGE-LIF), which can be used to easily determine the exact
amounts of CQA-relevant sugar structures in the N-glycan profile of biotherapeutics. To
accomplish this part of the task, | used adalimumab, to which | added different amounts of
Man5 sugar standard. | found a highly accurate (R?=0.9990) linear relationship between peak
areas and the injection coefficient defined by the combination of electrokinetic sample
introduction parameters. | also examined the effect of concentration on peak areas, and the
result was also a very accurate (R?=0.9995) exponential relationship. The amount of original
Manb5 in the sample (2.94 ng) was calculated based on my results.

In the next step, instead of a monoclonal antibody a fusion protein (etanercept) was
analyzed. | performed a quantitative comparison of the innovative and biosimilar version using
CGE-LIF, for which I used the relative peak areas. Initially, | identified the N-glycans
associated with etanercept by exoglycosidase matrix digestion mediated sequencing, then
determined the temperature optimum of the separation. | found no profile difference between
the two N-glycan pools, but the individual structures were present in different amounts. Based
on the theoretical considerations of the glycosimilarity index, | compared the relative peak areas
for quantitative evaluation. When evaluating glycosimilarity, | used the generally accepted
tolerance limit of +20%. A core-fucosylated biantennary glycan (FA2) was expressed to the
greatest extent in both versions, however, this structure has a CDC modulatory role, which is
not part of the mode of action, i.e., it cannot be considered as glycosimilarity criterion. The
biosimilar profile showed the abundance of highly galactosylated sugar structures (+130 and
+124%), but these were not relevant from glycosimilarity point of view. Monogalactosylated
and high-mannose glycans wre present in very similar proportions compared to the innovator
(+7 and +10%) (—13 and +19%).

Finally, in order to ensure that the analytical methods and evaluations | developed for
capillary electrophoresis can be applied to high throughput screening, fucosylated biantennary,
afucosylated biantennary, high-mannose, in addition bi-, tri- and tertaantennary a(2-3) and a(2-
6) sialylated glycan libraries were analyzed with a multicapillary electrophoresis device. With
the help of the maltooligosaccharide ladder and the GUcal software, | generated a new glucose
unit database, creating the opportunity for a more accurate evaluation when using a

multicapillary electrophoresis device. After setting up the database, | identified the N-glycan
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pools of therapeutic antibodies (etanercept and adalimumab) analyzed parallel with glycan
libraries and the maltooligosaccharide ladder by using a multicapillary electrophoresis sytstem.

71



9. Uj tudomanyos eredmények

Az elvégzett munka alapjan a kdvetkezd megallapitasokat lehet tenni:

Az adalimumab monoklonalis antitest mintaelokészitése sordn az egyes mintakhoz egyre
novekvé mennyiségben adtam Man5 cukor standardot. A CGE-LIF analizissel kapott
eredmények segitségével linearis Osszefiiggést tartam fel a csucsteriiletek nagysaga és az

elektrokinetikus injektalasi egyiitthatok értéke kozott.

Munkdm soran exponencialis Osszefliggést allapitottam meg a vizsgalni kivant N-glikdn

koncentracoja és a kapott cstcsteriiletek kozott elektrokinetikus injektalas mellett.

A kapott 0sszefliggések és a hozzaadott Man5 koncentraciok ismeretében egy olyan kiértékelési
modszert kaptam, melynek segitségével kiszamolhat6 a minta eredeti Man5 koncentracidja. A

modszer tetszéleges N-glikanra alkalmazhato.

Szintén CGE-LIF segitségével dsszevetettem az etanercept nevil fuzids fehérje N-glikomikai
mintazatat, melyre tudoméasom szerint eddig az irodalomban nem volt példa. Az egyes
struktarakat egymassal 0sszevetettem €s az adott glikdn hatasmechanizmusban betoltott szerepe

szerint kiértékeltem.

Multikapillaris elektroforézis eszkdzzel LED-indukalt detektalas mellett N-glikan konyvtarakat
¢és két terapias fehérjét analizaltam. A glikankonyvtarak segitségével 1) GU adatbézist hoztam
l1étre, melynek révén nagy mintaszam mellet, gyors kiértékelés valik megvalosithatova. Az 0j
GU adatbazis segitségével azonositottam az adalimumab és az innovator etanercept N-glikan

szerkezeteit.
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