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1. Bevezetés

A fehérjemolekulakat hatdanyagként tartalmazo gyogyszereket bioldgikumoknak
nevezziik, melyek egyik csoportjat a monoklonalis antitestek (mAb-0k) képviselik. Az els6
mAD alapt gyogyszer (muronomab, Orthoclone) 1986-ban vald bejegyzése ota a terapias
antitestek egyre elterjedtebbé vélnak, az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi
Hivatala 2021-ben fogadta el a szazadik antitest tartalma készitményt. A jelenleg alkalmazott
mMAD tartalmt készitmények kozott kiemelkedé szamban vannak a rakkezelésre hasznaltak, de
emellett dermatologia, hematologia, neurologia, reumatologia, fert6zo betegségek kezelésekor,
valamint szdmos mas terapias teriileten is jelen vannak [1]. A Covid19-vilagjarvany soran a
virust kimutato tesztekben ¢és a fertézés kezelésre is hasznaltak mAb-okat [2].

Ezen tipust gyogyszerek sikerességiiket elsdsorban a kismolekulds hatéanyagoknal
nagyobb szelektivitasuknak és hatékonysaguknak koszonhetik. Nagy affinitassal, specifikusan
képesek kapcsolodni a célmolekulahoz (pl. sejtfelszini receptoron, szolubilis antigénen,
receptoron vagy a receptor ligandjan keresztiil), igy hatasukat célzottan tudjak kifejteni és
ennek kovetkeztében a hagyomanyos gyodgyszereknél kevesebb mellékhatast eredményeznek.

A gyogyszerhatoanyagok szervezetben kifejtett hatasat azok szerkezete hatarozza meg,
ami kis molekulak esetén pontosan és egyértelmiien meghatarozhatd. A nagy molekulatomegi
fehérjék esetén — azok harmadlagos, vagy bizonyos esetekben negyedleges szerkezetének
kialakitasaban — az aminosavszekvenciajuk mellett a poszttranszlaciéos modositasok is
meghatarozoak. Mivel a mAb-ok eldallitasa biologiai aton torténik, még megegyez6 aminosav
szekvencia esetén is a poszttranszlaciés modositasok sokszinlisége és nagy szama miatt,
rendkiviilli komplexitas jellemzi azokat. Ennek kovetkeztében az antitest kiilonboz6 variansali
egy ampulldban akar szazmilliés nagysagrendben is eléfordulhatnak [3]. A biolégikumok
nagyfokt komplexitasa jelentds kihivast jelent azok analitikajat tekintve. A mAb-ok
karakterizalasa azok szerkezetének, tisztasagdnak, hatdanyag-tartalméanak, valamint biologiai
aktivitdsanak meghatarozasat is igényli. Ez szdmos egymast kiegészitd analitikai modszer

egymas melletti alkalmazéaséaval, és a mérési eredmények egylittes értelmezésével lehetséges.
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2. Irodalmi el6zmények

2.1 Monoklonalis antitestek

Az antitestek vagy mas néven immunglobulinok ~150 kDa molekulatomeggel rendelkezd
glikoproteinek. Két konnyi- és két nehézlancnak nevezett peptidlancbol allnak, melyeket
egymassal diszulfid hidak kotnek 6ssze, Y alakt makromolekulakat alkotva. A fehérjéhez
glikozidos kotéssel oligoszacharid lancok kapcsolddnak. A nehézlancnak 6t (y, 6, o, p és €), a
konnytilancnak pedig két (A és «) tipusa van emldsok esetén. Az antitestek rendelkeznek egy,
az adott immunglobulin osztalyra jellemz6 konstans régidval (C) €s egy, az antitestet termeld
B sejtre jellemz6 variabilis régioval (V). A nehézlanc egy kapocs (hinge) régiobol és négy
doménbdl all, melyek koziil harom a konstans és egy a varidbilis régioban taldlhato. A
konnytlanc két doménbdl all, melyek koziil egyik a konstans €s egy a varidbilis régioba tartozik
(1. abra). Az immunglobulinok feloszthatok egy F¢ (fragment crystallisable) régiora, melybe a
két Cho és két Chz domén tartozik és két Fap (fragment antigen-binding) régiora, melyeket a
CH1, VH, CL és VL domének alkotjak. A variabilis régio pedig az antitest paratop részét
tartalmazza, mely az antigén epitop részének felismeréséért felelés. Az antitestet az

immunrendszer sejtjei az Fc régio alapjan ismerik fel.
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1. dbra: Immunglobulinok sematikus szerkezete [4].

Az immunglobulinok 6t izotipusba sorolhatok, ezek az IgM, IgG, IgA, IgE és IgD. Az
izotipusok jeldlése a rajuk jellemz6 nehézlanc tipusa alapjan torténik (pl. az I[gM-ek nehézlanca
u tipust). Az 1gG-k tovabbi négy (IgG1-1gG4), az IgA-k pedig két altipusba sorolhatok (IgA1l
és IgA2). Az IgM-ek gyakran pentamer, az IgA-k pedig dimer formaban is el6fordulnak. A

szérumban talalhato6 antitestek tilnyomo tobbsége az 1gG izotipusba sorolhatd.
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Az antitesteknek a szerzett immunitdsban, azon beliil a B-sejtekhez kapcsold
ellenanyagos vagy mas néven humoralis immunvalaszban van szerepiik. A B-sejtek felszinén
IgM tipusu antitestek taldlhatok. Ha ezekhez antigén kapcsolodik, az adott B-sejt aktivalodik
és megkezdddik annak osztodasa. A sejtek felszinén 1év6 antitestek variabilis régioja genetikali
kodolasuk miatt rendkiviil valtozatos. Ez biztositja, hogy a sejtek Osszessége szamos antigén
tobb epitdp részének felismerésére képes. Az antigénhez legjobban kot6doé IgG-vel rendelkezd
sejtek fognak leggyorsabban osztodni, ami tgynevezett klonalis szelekciohoz vezet. Az
0sztodas soran egyrészt a hosszu tava védettséget biztositdO memoria B-sejtek jonnek 1étre
melyek felszinén tovabbra is megtalalhaté az IgG antitest, tovabba kialakulnak effektor B-
sejtek is, melyek IgG tipust antitesteket termelnek és bocsatanak a szérumba. Ezek az antitestek
az antigénekhez kotddve segitik eld az immunrendszer tobbi részének hatékony muikddését,
példaul az antigének megjelolését a falosejtek szamdra. Az eldbbiekben leirt, az ¢lo
szervezetben tipikusan el6forduld ellenanyagos immunvalasz poliklonalis jellegii. Ebben az
esetben kiilonbozo B-sejtek termelik az ellenanyagot, ami igy egy antigén tobb epitopjara is
specifikus, mivel az ellenanyag szamos kiilonboz6 variabilis régioval rendelkezé antitest
keveréke. Ezzel szemben a monoklonalis antitesteket egyetlen B-sejt klonjai termelik, igy azok
egy antigénnek csak egy epitopjara specifikusak, ebbdl kifolyolag aminosav-szekvencidjuk is
azonos.

A monoklondlis antitestek in vitro eléallitasa elsOként tvgynevezett hibridoma
technologiaval tortént. Ehhez egy kisérleti allat — legtobbszor egér vagy patkany — szervezetébe
az antigén tobbszori bejuttatasaval erds immunvalaszt valtanak ki. Az antitesteket termeld
B-sejteket a 1épbdl izolaljak, mivel ezek ott dusulast mutatnak. Ezeket a sejteket mieldéma
sejtekkel fuzionaltatjak elektromos erétér vagy polietilén-glikol alkalmazasaval. Az igy
létrejott sejteket nevezik hibridoma sejteknek. A mieloma sejtek a csontveldben 1évo
antitesteket termelé plazmasejtek rakos elvaltozasaként jonnek létre. A fizid célja a B-sejtek
antitest termeld képességének €s a mieldoma sejtek kiemelkedd osztodasi tulajdonsagainak
kombinalasa egy sejtben. A fiziondléas utan visszamarado B-sejtek iddvel elhalnak, a mielomia
sejtektél azonban meg kell tisztitani a hibridoma sejteket. Ehhez olyan taptalajban inkubaljak a
sejteket, mely timidint és aminopterint tartalmaz, melyek koziil utobbi gatolja a de novo
nukleotid szintézist. A taptalajba hipoxantint tesznek, melyet egy enzim képes adeninnd
alakitani. A fuzionalashoz olyan mieloma sejteket haszndlnak, melyek DNS-e nem kddolja ezt
az enzimet, ennek eredményeként 10-14 napos inkubalast kdvetéen a mielomia sejtek elhalnak.
A megmarad6 hibridoma sejteket mikrotiterlemezeken egyenként inkubaljak, igy azok
osztodasakor keletkez6 klonok teljesen megegyezé, monoklonalis antitesteket termelnek. A

legjobb specificitasi mAb-ot termeld sejttenyészetet hasznaljak fel a tovabbiakban.
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A késObbiekben a rekombinans DNS technologia fejlodésével megjelentek az
ugynevezett kiméra antitestek. Ezek variabilis régidja ragcsalo, a mAb tobbi része viszont
human eredetii. Az immunrendszer effektor sejtjei ezeket az antitesteket hatékonyabban ismerik
fel, igy a mAb-ok hatékonysaga noétt, a szervezet immunogén valasza pedig csokkent. Ezt a
humanizalt antitestek megjelenése kovette, melyek mar csak varidbilis régié bizonyos részein,
az ugynevezett CDR régioban tartalmaznak ragcsalo eredetii szekvenciat. Jelenleg a teljesen
human eredetti antitestek fejlesztése zajlik.

A mAb-ok termelésére jelenleg leggyakrabban kinaihorcsog-petefészek sejteket
hasznalnak. Elterjedtségének koszonhetden jol ismertek az eldallitott antitestek jellemzo
szennyezOi, ami megkonnyiti azok gyogyszerként valdo engedélyeztetését. Jelenleg szamos
betegség kezelésére hasznalnak mAb tartalmu készitményeket, legjellemzébbek a
daganatellenes és immunszupressziv hatasu szerek. Az Europai Gyogyszeriigynokség a mAb-
ok nemzetko6zi szabadnévét (INN) az alabbi szisztéma szerint hatarozza meg. A név egy egyedi
megkiilonboztetd eltaggal kezdddik, melyet egy a célpontjara utald tag (pl. t(u) — tumor), majd

egy eredetre utalod tag (pl. xi — kiméra) és végiil a mab utotag kovet [5].
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2.2 Elektrospray ionizaciés tomegspektrometria

A tomegspektrometria (MS) gazfazisi ionok tomeg/toltés aranyuk Szerinti
megkiilonboztetésére és azok detektalasara alkalmas analitikai modszer. Torténetének kezdete
a XX. szazad elejére nyulik vissza és Joseph John Thomson, valamint Francis William Aston
nevéhez kothetd [6]. A modszer azota jelentds fejlodésen ment keresztiil, melynek egyik
szignifikans mérfoldkove az elektrospray ionizacio (ESI) és a matrix segitett 1ézer deszorpcios
ionizacio (MALDI) kifejlesztése volt. Ezen lagy ionizacids technikak lehetové tették fehérjék
¢és mas biologiai makromolekulak ionizacidjat és ezaltal MS vizsgalatukat. Kidolgozasaért John
B. Fenn és Koichi Tanaka 2002-ben Nobel-dijban részesiiltek [7]. A tomegspektrométerek f6
részeit az ionforrds, a tomeganalizator vagy tOmeganalizatorok, a detektor, valamint a
vakuumrendszer jelentik. Az ionképzésnek szamos moddja ismeretes (példaul elektron
ionizacid, kiillonbozé kémiai ionizacios modszerek, MALDI), melyek koziil az elektrospray
ionizacios technikat mutatom be.

Az ESI polaris és ionos komponensek ionizacidja esetén idedlis modszer. A 1égkdri
nyomasu, lagy ionizacios technikak kozé tartozik, mivel az ionok képzdédése 1égkori nyomason,
jellemzden fragmensek képzddése nélkiil torténik. Szamos kiilonbozd addukt és nagy
molekulak esetén tobbszords toltésti ionok képzddése jellemzd erre a modszerre. Az
ionizaciohoz a vizsgalni kivant mintat tartalmazé porlasztokapillaris és egy ellenelektrod kozt
jellemzdéen 3-4 kV fesziiltségkiilonbséget hoznak létre. Az elektromos térerd hatdsira a
kapillaris végén az oldat meniszkusza deformalodik, ugynevezett Taylor-kap alakul ki. Ha a
térerd kellden nagy az oldat feliileti fesziiltségének lekiizdéséhez, a Taylor-kip hegyérol
vékony folyadéksugar kezd az ellenelektrod iranyaba dramolni. Ebben a folyadéksugarban nagy
az ionizaci6é polaritasainak megfeleld toltések striisége. A Coulomb-féle taszitds miatt a
folyadéksugar apr6, mikrométeres méretii elektrosztatikusan toltott folyadékeseppekre szakad
sz¢t, ami aeroszolképzddéshez vezet. A folyadékcseppek olddszer tartalmanak parolgasa a
feltileti toltésstirliség novekedését eredményezi. Ha az elektrosztatikus taszitas eléri az un.
Rayleigh-hatart a folyadékcseppek aprobb cseppekre darabolédnak. Korabban ugy gondoltak
Coulomb robbanas okozza a cseppek felhasadasat, méara azonban bizonyitottak, hogy a Taylor-
kap hegyén megjelend folyadéksugar kialakulasahoz hasonlé folyamat jatszodik le az egyes
folyadékcseppek esetén is. Az aeroszol olddészertartalmanak parolgasat azzal ellentétes
iranyban aramoltatott fiitott szaritdgdzzal, valamint bizonyos esetekben az interfész
kapillarisanak melegitésével is eldsegitik. Az aeroszol képzddését a fesziiltség mellett legtobb
esetben porlasztogaz alkalmazasaval is eldsegitik, melyet egy a porlasztokapillaris koriil
koncentrikusan elhelyezkedé nagyobb atmérdjii kapillarison vezetnek be. A porlasztogaz

alkalmazasa nagyobb aramlasi sebességili folyadékminta porlasztasat teszi lehet6vé [8].
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2. abra: ESI folyamatdinak sematikus dbrdja [8].

Az egyre kisebb méretli folyadékcseppekbdl a gédz halmazallapotu ionok kialakulasara
tobb elmélet is létezik. Az ionelparolgasi modell (IEM) elssorban kis molekulak gazfazisba
keriilésének leirasara alkalmas. E szerint a cseppekben folyadékfazisban 1év6 ionok az oldoszer
molekuldk parolgasdhoz hasonléan valnak ki a cseppbdl. Ehhez az ionok szolvatacios
energidjanak lekiizdésére van sziikség, melyhez a sziikséges energiat a cseppek feliiletén 1évo
nagy toltéssiirliség altal 1étrejovo elektromos térerd képes biztositani kelléen kis atmérdji
cseppek esetén. Molekuladinamikai szimulaciok alapjan a tavozo iont kezdetben oldoszer
molekuldk kotik 6ssze a folyadékceseppel, melyek egy része ionhoz kotddve tavozik. Ezek az
olddszermolekuldk végiil gazmolekulakkal valo itkdzés hatasara szakadnak le az ionrdl. Ez a
folyamat az aeroszol cseppjeinek felhasadasaval mutat analogiat. Nagy molekula esetén az tn.
visszamarad6 toltés modellt (CRM) tartjak érvényesnek, mely szerint a folyadékcseppek
aprozodasanak végeén csak egy-egy analit marad a cseppek belsejében, majd az olddszer teljes
elparolgasaval a visszamarado toltések atkeriilnek az analitra. Az elmélet vizsgélata soran
molekuladinamikai szimulaciok igazoltak, hogy a nagy méreti makromolekuldk a csepp
belsejébe zarodnak, nem képesek annak felszinére eljutni, igy kivalni sem. Az elmélet mellett
szo0l az is, hogy globularis fehérjék esetén a keletkezd ionok toltése kdzel megegyezik egy, a
fehérjéhez hasonld méretii vizcesepp feliiletén lehetséges toltések szamaval. Molekuladinamikai
szimulaciok alapjan allitottak fel a denaturalt fehérjék esetén érvényes lanckilokédési modellt
(CEM). A denaturalodas soran a fehérjék kitekerednek, az apolaris oldallancok az oldészer

szamara hozzaférhetévé valnak, aminek kovetkeztében a fehérje nem a csepp belsejében hanem
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annak feliiletén lesz energetikailag kedvez6bb helyzetben. El6szor a polipeptidlanc egyik vége,
majd Iépésenként az egész fehérje kilokodik a gazfazisba [9].

A nemionizal6dé komponensesek képesek az elektrodok feliiletén lerakddni vagy a
tomegspektrométerbe  vezeté  kapillarisban  kivalni, melyek az ESI  rendszer
milkodésképtelenségéhez vezetnek. A rosszul ionizaldddo anyagok mennyiségét ezért
minimalizalni kell, azonban a lerakodasok igy is sokszor elkeriilhetetlenek. Az egyszerlibb
tisztitas érdekében leggyakrabban az ESI kapillarist a bemenethez képest szogben helyezik el,
de 1éteznek az aeroszol utjaba kiilonboz6 iitk6z6 elemeket beépitd, valamint ,,0ff-axis” és
inflected path” kialakitasok is [10].

A 1égkdri nyomason képzddott aeroszol részecskéknek csak egy része jut egy kapillarison
keresztiil a tomegspektrométer elsé, néhany szaz Pa-ra csokkentett nyomasu részébe. A nem
ionos komponensek kisziirése érdekében korabban kozépen lyukas, kap alaku skimmer
elektrodokat hasznaltak, melyeket mara an tin. iontdlcsérek valtottak fel. Ezek olyan egymastol
né¢hany mm tavolsagra 1évo kor alaku elektrodokbdl allnak, melyek kdzepén egyre csokkend
atmérdjl nyilas talalhato. Az egymas melletti elektrodokra nagy frekvenciaju valtofesziiltséget
¢és egyenfesziiltséget kapcsolnak, mely az ionokat egy sugdrba fokuszalja, ami végsdsoron
jelentés érzékenység-novekedést eredményez. Jellemzben két iontdlcsért helyeznek el a
késziilékben, melyek ionforrasban torténd iitk6zés indukalt disszociaciot (iSCID) tesznek
lehetévé. Ehhez az els6 iontdlcsér kivezetd nyilasa és a masodik iontdlcsér bevezetd nyilasa
kozotti egyenfesziiltség kiilonbséget megnovelik. Az ionok potencialis energiaja a masodik
iontdlcsérbe belépve hirtelen lecsdkken, mely a kinetikus energia novekedését eredményezi. A
késziilék ezen szakaszan 1évé nyomads joval nagyobb, mint egy iitk6zési cellaban, ami az

Az ionok ezutan a tOmeganalizatorba jutnak, melynek feladata a kiilonbozé m/z-vel
rendelkez6 ionok megkiilonboztetése, elvalasztasa a detektalasuk elétt. A kvadrupodl
tomeganalizatorok négy egymassal parhuzamos henger alaku vagy hiperbolikus profillal
rendelkez0 elektrodbol allnak. Az egymas melletti elektrédokra azonos nagysagu, de ellentétes
elojelll egyenfesziiltséget és valtakozd fesziiltséget kapcsolnak. A kialakuld oszcillalo
elektromos erdtér befolydsolja az analizatorban 1év6 ionok mozgéasat. Amennyiben ez a mozgas
stabil az elektrodokra merdleges x és y iranyba is, az adott m/z-vel rendelkez6 ion képes
athaladni az analizatoron. Az ion tomege és toltése, valamint az analizator paraméterei alapjan
a Mathieu egyenletekkel kiszamitott a és q értékeket a kvadrupdl analizatorokra jellemzd
stabilitdsi diagramon abrazolva kapjuk meg, hogy az ionok stabilak-e az alkalmazott
koriilmények (frekvencia és fesziiltség értékek) mellett (3. abra). Azonos analizator

paraméterek mellett dbrazolva kiilonb6z6 m/z-vel rendelkez6 ionokat a stabilitasi diagramon
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egy egyenest kapunk, melyet szken vonalnak neveznek, melynek meredeksége az
egyenfesziiltség és valtakozo6 fesziiltség hanyadosaval ardnyos. A szken vonal meredekségének
valtoztatasaval az analizatorban stabil ionok m/z tartoméanyédnak szélessége befolyasolhato.
Nagyobb meredekség esetén nagyobb felbontas, kisebb meredekség esetén pedig nagyobb
érzékenység érhetd el. Kvadrupol analizatorral széles m/z tartomany tomegspektrumanak
felvételére szkenneléssel van lehetdség. Ehhez a fesziiltségek aranyéat ugy allitjak be, hogy csak
egy nagyon szilk m/z tartomdny legyen stabil, majd az egyenfesziiltséget ¢és a valtakozo
fesziiltséget ugy kezdik novelni, hogy ardnyuk allandé maradjon. Ennek kdvetkeztében egyre
nagyobb m/z-vel rendelkez6 ionok keriilnek a stabil tartomanyba, melyek igy egymas utan
detektalhatok. A gyakorlatban elterjedt az egységfelbontasu szkennelés. EKkor a vizsgalt m/z
tartomany szkennelése sordn a szken vonal meredekségét ugy valtoztatjak, hogy a késziilék
felbontasa a mért m/z-nek megfelel6 legyen, ami az 1 m/z kiilonbséggel rendelkez6 csticsok

felbontésat biztositja.

A . B C
X- Axis MMWWMWMN ARt MWWMNMW\/

m =202 m =189 m =197

0.25

0.20 +

8eU/mr *w?

0.05 -

| 1
0.2 0.4 0.62 5 0.8 1.0
g = 4eV /mr w

3. dabra: Kvadrupol analizator stabilitdsi diagramjanak részlete, valamint egy példa
kiilonbozd tomegii, egyszeres toltéssel rendelkezd ionok x és y tengely iranyu mozgasa [11].

A kvadrupdl analizatorok az egyenfesziiltség alkalmazasa nélkiil, ugynevezett ionvezetd
egységekként (ion guide) hasznalhatok. Ekkor a szken vonal a q tengelyre esik, igy széles m/z
tartomanyba es6 ionok keriilnek a stabil régidba. Ebbdl a célbol eldnydsebb a kvadrupdl helyett,
hat elektr6dbdl allé hexapol vagy nyolc elektrodbol allé oktapol hasznalata. Az oszcillald
elektromos térerd egy effektiv mechanikus potencialt hoz 1étre, mely az elektrodok feliiletétol,
az elektrédoktol egyenld tavolsagra 1évO egyenes felé csokken. Ez biztositja az ionok

stabilitdsat. Az elektrodok szadmanak novelésével nd az effektiv mechanikus potencial
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meredeksége, aminek eredményeként nagyobb térrészben stabilak az ionok, ami jobb
ionateresztd képességet eredményez. Az ilyen ionvezetd egységek iitkdzési cellaként
hasznalhatok, ha a cellaba valamilyen {itkozési gazt vezetnek.

A repiilési id6 (TOF) tomeganalizator miikkodésének elvi alapja az, hogy az azonos
tavolsadgot tomegiikkel ardnyos id6 alatt tesznek meg. Mivel az ionok kinetikus energiajat
elektromos térerével biztositjak, nagyobb toltés esetén nagyobb lesz az adott ion kinetikus

energidja is. Az ionok tomeg/toltése €s a repiilési id6 kozt az alabbi dsszefliggés all fenn:

mi_ZeUtz (l)

z 52

ahol, mi: az ion tdmege, z az ion toltésének szama, e: az elemi toltés, U: a gyorsitofesziiltség, t:
a repiilési id0, s: az ionok altal megtett tavolsag.

Nagy felbontés eléréséhez nagyon kis m/z kiillonbséggel rendelkezé ionokat is meg kell
tudni  kiilonboztetni egymdstol, melyek repiilési idejének kiilonbsége tobbnyire
nanoszekundumos nagysagrendbe esik, ami nagy frekvencidju detektalast tesz sziikségszeriivé.
A TOF analizétor esetén az ionok nagyrésze detektalhatd. Kivételt csak azok képeznek, melyek
iranya gazmolekulakkal titkozve megvaltozik, vagy kezdetben kelléen nagy, a gyorsitas
iranyara merdleges sebességgel rendelkeztek ahhoz, hogy ne a detektorba érkezzenek. Ha a
gazmolekulakkal valo iitk6zés soran az ionoknak iranya nem, csak azok sebessége valtozik
jelentdsen, a detektalt csucsok kiszélesednek. Ennek okén a nyomas csokkentése a felbontas
novekedését eredményezi, ami miatt a TOF analizatorokat jellemzéen nagy vakuum alatt
tartjak. A nagy pontossagu modern késziilékek esetén az analizator alkatrészeinek hdtagulasa
miatti repiilési ithossz megvaltozasa is jelentdsen befolyasolhatja a mérési eredményeket. Ezt
a kornyezet homérsékletének stabilan tartasaval, valamint kis hétagulasu anyagok
felhasznalasaval minimalizaljak.

A TOF analizator az ionok impulzusszerii bevezetését igényli, ezért elsésorban a MALDI
ionizacios technika megjelenésekor kezdtek elterjedni ezek az analizatorok. A felbontast
jelentOsen rontja, ha az ionok kezdeti helyzetének és sebességvektoranak nagy a szorasa. Ennek
csokkentésére céljabol késleltetett ionextrakciot és kétlépcsGs gyorsitast alkalmaznak. A
késleltetés miatt az ionok kinetikus energidjuk szerint szeparalddnak, a nagyobb kinetikus
energidjliak tavolabb jutnak a TOF csében, mint a kisebb kinetikus energidjuak. Az elsé
1épcsdben a gyorsitdfesziiltséget gradiensként hozzak 1étre, igy a kisebb tdvolsdgot megtett
kisebb kezdeti sebességii ionok, nagyobb kinetikus energidra tesznek szert, mint a nagyobb

kezdeti kinetikus energidval rendelkezd ionok, ezaltal az azonos m/z-vel rendelkezé ionok

10
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kinetikus energidjanak szorasa csOkken. A masodik Iépcsdben az 0Osszes ionra azonos
mértékben hato gyorsito fesziiltséget alkalmaznak a kivant sebesség elérés¢hez.

Az elsé TOF analizatorokat ma a linearis jelzével illetik, mivel az ionok bevezetése az
analizator egyik, detektalasuk pedig annak masik végén tortént. Fontos mérfoldkovet jelentett
az iontiikorrel vagy mas néven reflektronnal felszerelt TOF analizatorok kifejlesztése. Az
iontlikdr szamos egymas mogott elhelyezkedd gytrti alaka elektrodbol all, melyekre az ionok
gyorsitasanal hasznaltnal kicsivel nagyobb fesziiltséget kapcsolnak. Az ionok az iontiikdrben
fokozatosan elveszitik kinetikus energiajukat, majd a beérkezésiikkel ellentétes iranyban
gyorsulni kezdenek. Az azonos m/z-vel jellemezhet6 ionok koziil a nagyobb Kinetikus
energiaval rendelkezék mélyebbre jutnak az iontiikor belsejében, igy dsszességében hosszabb
utat tesznek meg, ami kompenzalja a nagyobb sebesség miatti rovidebb repiilési idét. Az
iontiikrét altalaban olyan szdgben helyezik el, hogy az ionok belépési helyiik mellett legyenek
detektalhatok. A reflektronos TOF analizatorral felszerelt késziilékek gyakran az iontiikor
mogott egy masodik detektort is tartalmaznak, igy linedris modban is hasznalhatok az iontiikor
fesziiltségének kikapcsolasaval. Az ortogondlis gyorsitasi TOF analizatorok megjelenése
folytonos ionaramot generald ionforrassal (pl. ESI) és ezaltal -elvalasztastechnikai
modszerekkel valo kapcsolast tett lehetévé. Az ortogonalis gyorsitoba érkezd ionok kiilonbozo
ionoptikakkal fokuszalhatok, igy a gyorsitofesziiltség alkalmazéasakor az ionok helyzetének és
kinetikus energidjanak szorasa jelent6sen csokkenthetd, ami a felbontis tovabbi javulasat
eredményezi. Mialatt a TOF analizatorban szeparalddé ionok koziil az utols6 is eljut a
detektorba, az ortogonalis gyorsitoba 1j ionok keriilnek, igy az analizator akar folyamatosan is
tizemeltethetd. Ennek koszonhetden a képzddott ionok joval nagyobb része detektalhato, mint
a szkenneld tipust analizatorok (pl. kvadrupdl) esetén.

Az ionok detektalasa kvadrupdlok és TOF analizdtorok esetén is ionszamlalo
detektorokkal lehetséges. Szekunder elektron sokszorozok esetén az ionok specialis fémbe vagy
félvezetdbe csapodva szekunder elektronok kibocsatasat okozzak, melyek egy fesziiltség alatt
allo elektrodba {itkozve ujabb elektronok kilépését okozzak. A detektorok szamos ilyen
dinddédknak nevezett elektrodot tartalmaznak, melyekre egyre ndvekvd fesziiltséget
kapcsolnak, ami egyre tobb elektron kilépését okozza, igy 10°-108-szoros jelintenzitis
novekedés érhetd el. A csatorna elektronsokszorozok (channeltron) esetén a szekunder
elektronok nem diszkrét dinodakon, hanem egy folytonos csében képzddnek, melyek az
elektronok szorodasanak elkeriilése érdekében gyakran iveltek. A mikrocsatorna lemezek
lényegében szdmos egymas mellett elhelyezett, kis atmérdjii linearis csatorna
elektronsokszorozokbol allnak. Ezeket a mikrocsatorna lemezeket a beérkez6 ionok sikjahoz

képest szoghen helyezik el, az ionok a csatorna falaval valo iitk6zésének biztositasa érdekében.

11



Szabd Déavid Ruben: Monoklonalis antitestek ESI-MS vizsgalata és spektrumaik feldolgozasa

A csatornak rovidsége miatt viszonylag kicsi a jelintenzitdas novekedés, melyet tobb
mikrocsatorna lemez egymds mogotti, egymashoz képest kis szogen vald elhelyezésével
kompenzalnak. A szekunder elektronok végiil egy elektroncsapddban aramot generalnak,
melyet analog-digitalis atalakitoval konvertalnak digitalis jellé [8].

Napjainkban nagyon elterjedtek a kvadrupdlt, iitkozési cellat és ortogonalis gyorsitasu
TOF analizatort tartalmaz6 hibrid késziilékek nagy teljesitoképességiikhdz viszonyitott
megfizethetd aruknak kdszonhetéen. A TOF analizator nagy felbontast spektrumot biztosit, a
fragmentalni kivant ionok kiszliréséhez pedig elegendd a kvadrupol kisebb felbontasa is. A 4.
abran a Bruker impact Il-es tipust QTOF késziilékének sematikus abraja lathatd, melyen
megfigyelhetdé az MS inlethez képest szogben elhelyezett ESI interfész és az isCID
fragmentéciot lehetové tevd két iontdlcsér, melyeket a toltésnélkiili részecskék kisziirése
érdekben az ionokat bevezetd kapillarissal nem egyvonalban helyeztek el. Ezt egy
ionvezetoként (ion guide) hasznalt hexapdl, majd az analitikai kvadrupol koveti, mellyel a
fragmentalni kivant ionok izolalhatok. Ezt egy iitkozési cella kdveti, majd egy ortogonalis

gyorsito és az iontiikorrel felszerelt TOF analizator.
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4. abra: Egy QTOF (Bruker impact ) késziilék sematikus abraja [12].
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2.3 Intakt monoklonalis antitestek ESI-MS vizsgalata

Biologiai mintakbol szarmazé fehérjéknek szamtalan proteoforméja 1étezik mutécio,
polimorfizmus és kiillonb6z6 poszttranszlaciés modositasok kovetkeztében. Ezek a
proteoformak akar jelentdsen eltérd biologiai hatdsokat is mutathatnak ezért karakterizalasuk
rendkiviil fontos. Az egyes proteoformdk beazonositasa azok intakt tomegének
meghatarozasaval lehetséges. Az intakt jelz0 fehérjék esetén arra utal, hogy azok nem estek at
enzimatikus hasitdson vagy a diszulfid hidak redukcigjan.

Monoklonalis antitestek intakt tomegspektrumai szamos esetben biztosithatnak hasznos
informaciokat. Ilyen a bioszimilaris készitmények Osszehasonlitiasa az originalissal [13], az
antitestek gyartasi tételei kozti kiilonbségek kovetésére [14, 15], a gyogyszerkészitmények
stabilitasanak tanulmanyozasa [15], kiilonboz6 toltésvariansok megkiilonboztetése [16, 17]
terapias szerként nagy specifikussaggal juttatjak el a kis molekulaju gyogyszer hatébanyagot a
megfeleld szovethez. Ezek hatdanyag/antitest aranyanak meghatarozasa szintén intakt MS
mérésekkel lehetséges [19-23].

Az intakt fehérjék elektrospray ionizacidjara nagyon jelentds hatassal birnak a
mintamatrixban 1év6é komponensek. Kiilonboz6 sok, kaotrop dgensek, detergensek és pufferek
mar nagyon kis koncentracid esetén is jelentds jelelnyomo6 hatast mutatnak a Top-Down
Proteomikai Konzorcium vizsgalatai szerint (1. tablazat). A konzorcium ezért szamos
kiilonbozd mintaeldkészitési protokollt javasol intakt fehérjék mérése esetén, a vizsgalni kivant
fehérje vagy fehérjek és a martixkomponensek alapjan. Ezek a minta higitasat, kiilonb6zo
centrifugasziirési vagy kicsapasi, majd visszaoldasi eljarasokat jelentenek [24].

1. tablazat: Matrixkomponensek jelelnyomé hatasa egy standard fehérje keverék esetén [24].
(SCso: a jelintenzitast 50%-kal csékkentd koncentrdcio.)

Type Component SCq,
Sodium chloride 1.5 mM

Salts Magnesium chloride 25 um
Ammonium sulfate 1.1 mM

Guanidinium chloride 38 um

Chaotropes

Urea 600 um

SDS 1.7 pm

Detergents* Triton X-100 4.2 um
Tween 20 1.3 um

Tris base 91 um

Buffers HEPES 600 pm
PBS 31 um

Antibody formulation 3.4 pm
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A fehérjék ionizacidjdnak ma két modjat kiilonboztetik meg. Denaturald koriilmények
kozt az ionizaciot a lanckilokddési modell irja le, ilyen esetben jellemzben joval tobb nagyobb
toltésti formaja detektalhatd a fehérjének. Nativ koriilmények esetén — mely alatt kozel 7-es pH-
ju vizes oldatot értiink — a visszamaradd toltés modell érvényesiil, igy kevés kisebb toltési
fehérjeforma képzd6dése figyelheté meg, ami a jel/zaj arany ndovekedését eredményezi [25]. A

5. abran egy antitest denaturald és nativ koriilmények kdzt mért tomegspektruma lathato.
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5. abra: Egy mAb ESI-MS spektruma (A) denaturalé és (B) nativ koriilmények mellett [22].

Az antitestek tomegspektrumban megjelend toltésformai és azok eloszlasa mas mddon is
befolyasolhatok. A supercharging reagensek (pl. propilén-karbonat, o-nitroanizol) a fehérje
toltésének novelésével csokkentik a vizsgalandé m/z tartomanyt, elnyomhatjak a kiilonbozo
adduktok képzodését, bizonyos esetekben novelhetik az intenzitast, valamint a csucsok alakjat
is javithatjak [21]. Ezzel szemben a t6ltésredukalo agensek (pl. trietil-ammonium-acetat) a nagy
gaztazisu bazicitasuk miatt képesek a nativ allapotnal is tovabb csokkenteni a fehérje toltését,
ezzel novelve a vizsgalandé m/z tartomanyt és csokkentve a kiilonboz6 fehérjék csucsai kozti
atfedés lehet6ségét. E mellett novelhetik a gazfazisi fehérjekomplexek stabilitasat [22].
Mindkét tipusu reagens esetén azt talaltak, hogy hasznalatuk nem valtoztatja meg jelentésen a
hatéanyag/antitest aranyt antitest-gyogyszer konjugatumok esetén.

A mAb-ok nagy molekulatomege miatt a legtobb MS késziilék nem képes monoizotopos
felbontast elérni. Fourier-transzformacios ion-ciklotron rezonancia késziilékkel 2011-ben [26],

Orbitrap tomeganalizatoros késziilékkel pedig 2013-ban értek el eldszor kell felbontast [27].
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2.4 Intakt fehérjék ESI-MS spektrumanak feldolgozasa

Az elektrospray egy ionizacids technika mely nagy molekulatomeg fehérjék ionizaciojat
¢és ezaltal MS vizsgalatukat lehetové teszi. A fehérjék ESI-MS spektrumara jellemzd, kiilondsen
nagy molekulatomeg esetén, hogy a fehérjék szdmos kiilonb6z6 toltésii forméaban ionizalddnak,
igy a tomegspektrum széles m/z tartomanyat fedik le a kapott jelek. Ennek kdvetkeztében a
tomegspektrumban mas ionok jelei nagy eséllyel lehetnek atfedésben a fehérjére kapott
jelekkel. Ez kiilonosen akkor okozhat problémat, ha tobb fehérjét detektalunk egyszerre,
melyek mind szamos kiilonb6zo toltésti formaban jelennek meg a spektrumon. Ez a fehérjék
MS detektalasa el6tti elvalasztassal elkeriilhetd lehet. Top-down proteomika vizsgélatok esetén
az intakt fehérjék fragmentalasaval képzodott nagy peptidek vagy fehérjerészletek azonositasa
alapjan hatarozzuk meg a fehérje szekvenciajat, valamint poszttranszlaciés modosulatait. EKkor
szamos nagy méretli peptid kiilonb6z6 toltésti formadit detektaljuk egyszerre, ami rendkiviil
Osszetett spektrumot eredményez. Ilyen esetekben a mérések kiértékeléséhez feltétleniil
sziikséges a spektrum egyszertisitése, melynek legkézenfekvobb modja a fehérje toltésnélkiili
spektrumdnak létrehozasa a mért adatokbol. Ezt az eljarast leggyakrabban dekonvolucionak
nevezik.
kutatocsoportjaban dolgoztak ki algoritmust 1989-ben [28]. Minddssze két évvel késébb
Ferrige és tarsai alkalmaztak el6sz6r maximum entropia modszerén alapuld eljarast
adatok kiértékelésére fejlesztett szoftverek tobbsége ma mar rendelkezik beépitett
dekonvolucios algoritmussal, melyek jellemzéen a maximum entropia modszerén alapulnak.

A dekonvoliciohoz a tomegspektrumban megjelend csucsok toltésének megallapitasa
sziikséges, melynek két lehetséges moddja van. Izotoposan felbontott spektrumok esetén az
1zotopolog csucsok kozti m/z kiilonbség reciprokaval kozelithetd azok toltése. Ez a modszer
akkor is hasznalhat6, ha az adott komponensnek csak egyetlen téltésformdja jelenik meg a
spektrumban. Ha legalabb két 6sszetartozo toltésformat be tudunk azonositani, a nagyobb m/z-
vel rendelkezd toltése az alabbi képlettel szamolhato:

_ m/z; — Magquie
m/z; —m/z;

)

ahol, n: a nagyobb m/z-vel rendelkez6 csucs toltése, Madaukt: az addukt toltését biztositd ion (pl.
H™¥) tomege és m/z1 < m/z2. Ez a képlet kis felbontast spektrumok esetén is alkalmazhato.
Ennek megfelelden a dekonvolucids algoritmusok is feloszthatok izotoposan felbontott

spektrumot igénylokre és kis felbontasti spektrum esetén is hasznalhatokra. Az el6bbi
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csoportnak szamos tagja van (pl. THRASH [30], MASH Suite [31], MS-Deconv [32], AID-MS
[33]), ezek azonban intakt antitestek spektrumanak feldolgozasara nem alkalmasak. Az
elvét mutatom be.

Toltés nélkiili spektrumot ugyan nem kreal, de a toltés és molekulatomeg
meghatarozasara alkalmas az ESIprot nevii, internetes verzidban is elérheté szoftver, melynek
algoritmusa standard deviaci6 optimalason alapszik. A szoftverben az egyes toltésformak m/z
értékeit kell megadni novekvd sorrendben, valamint egy minimalis és maximalis lehetséges
toltésszamot. A szoftver az elsé csucsra a megadott maximalis toltésszamot, a tobbi csucsra
pedig egyesével csokkend toltést feltételezve kiszamolja az azokhoz tartozé molekulatomeget
ismétli meg a szoftver mig eléri a minimalis toltésszamot. Végiil legkisebb standard deviaciot
eredményez6 toltéseket és az azokhoz tartoz6 molekulatomeget adja meg eredményként [34].

A MagTran szoftver kiilon algoritmusokkal rendelkezik kis és nagy felbontasu
majd — a felhasznalo altal megadott hatarértékek kozt — minden toltéshez egy pontszam értéket
(score) rendel hozza. A szoftver az adott toltés alapjan meghatarozza az annal kisebb és
nagyobb tdltésekhez tartozé m/z értékeket. A score a tomegspektrum ezen m/z értékeinél 1évo
jel/zaj arany logaritmusainak Osszege. A legnagyobb score-ral rendelkez6é toltésnek
megfelelden hatarozza meg a szoftver a csucs toltés nélkiili spektrumat. Amennyiben egy cstlics
minden vizsgalt toltés esetén negativ score-ral rendelkezik azt a szoftver zajként kezeli és
figyelmen kiviil hagyja. Az algoritmus ezeket a lépéseket addig ismétli, amig egy adott jel/zaj
arany folott 1évé csticsok el nem fogynak. Végiil a cstcsok toltés nélkiili spektrumait
Osszegezve kapjuk a dekonvulalt spektrumot [35].

Az UniDec nem csak az egyes csticsokhoz, hanem a teljes m/z tartomanyhoz rendel t6ltés
értékeket. A szoftver algoritmusa egy kétdimenzios delta matrixot hasznal, mely a mért
tomegspektrumhoz képest egy t6ltés dimenzidval is rendelkezik. A dekonvoltcio azzal a
kezdeti feltételezéssel indul, hogy minden m/z esetén azonos a valdszinlisége az Osszes
lehetséges toltésnek (a minimalis és maximalis lehetséges toltésszamot a felhaszndl6 adja meg
a paraméterek kozt). Ezt egy harom Iépésbdl allo iteracid koveti. Eldszor a delta matrix
toltéseloszlasat simitja a szoftver. Ennek lényege, hogy egy m/z-hez tartozo toltések
valdszinliségét, annak valdszinliségével aranyositja, hogy ugyanaz a tomeg megjelenik-e az
egyel kisebb €s egyel nagyobb toltéshez tartozé m/z értékeknél. Ezt kovetden a delta matrixban
az intenzitdsokat a t0ltés dimenzi6 mentén O0sszegzi, ami egy egydimenzids m/z spektrumot

eredményez. Végiil az eredeti spektrum és a levetitett spektrum egyes m/z-inek aranyaval
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sulyozza a delta matrixban annak megfelel6 m/z értékekhez tartoz6 minden egyes toltés
intenzitasat. Az iteracid akkor fejezddik be, ha az eredeti spektrum és a levetitett spektrum jo
egyezést mutat (vagy az iteraciok szdma eléri a paraméterek kdzt megadott maximumot). Végiil
a delta matrixot egy tomeg és toltés dimenzioji matrixsza transzformaljak, aminek levetitése a
dekonvulalt spektrumot eredményezi [36]. A UniDec szoftverhez a mai napig késziilnek
frissitések, fejlesztések. Ilyen volt példaul a SoftMax fiiggvény haszndlatanak bevezetése a
mitermékek (artifact-0k) keletkezésének elkeriilése érdekében [37].

A dekonvolicio egyik {6 célja intakt fehérjék esetén azok tomegének meghatarozasa. Kis
molekuldk azonositasdra a monoizotopos csucshoz tartozd tomeget szokas hasznalni, ez
azonban mar viszonylag kis fehérjék esetén is csekély intenzitasu lehet. Ebben az esetben a
legnagyobb intenzitasu izotopolog cstcs hasznalata meriil fel lehetdségként, ami azonban az
izotopolog csucsok kozti kis intenzitaskiilonbség miatt konnyen =1 Da hibahoz vezethet. Fred
McLafferty csoportja ilyen esetekben a monoizotopos tomeg meghatarozasahoz egy fehérje
adatbazis adatait felhasznalva egy atlagos elemdsszetétellel rendelkezé fiktiv aminosav, az
averagine  (Cago3s4H77583N1,357701,4773S0,0417)  hasznalatat javasolta. A  meghatarozott
atlagtomegnek megfelel6 méretli poli-averagine molekula elemeit egészre kerekitjiik, majd a
fennmaradé tomegkiilonbséget hidrogén atomokkal kompenzaljuk. Végiil az igy kapott
elemdsszetételhez tartoz6 monoizotdpos tomeggel kozelitjiik a vizsgalt fehérje monoizotépos
tomegét, akar 10 ppm pontossaggal [38]. A legtobb MS késziilék nem képes mAb-ok
izotopoldg csucsait felbontani, igy csak egy azokat fedd burkold gorbét tudunk detektalni. Az

igy kapott széles csucs maximumat a fehérje atlagtomegéhez szoktak viszonyitani.
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3. Kisérleti koriilmények

3.1 Vegyszerek és mintak

A kisérletek soran felhasznalt metanol, acetonitril és izopropanol LC-MS tisztasagu
VWR vegyszerek (VWR International, Radnor, PA, USA), a hangyasav és ecetsav oldatok
pedig analitikai tisztasagu Sigma termékek voltak (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Az
oldatokat haromszorosan ioncserélt vizzel készitettem (Elix-3, Millipore, Darmstadt,
Németorszag). A vizsgalt monoklonalis antitest tartalmi gyogyszerkészitményeket (Erbitux:
Merck Europe B.V., Amsterdam, Hollandia; MabThera: Roche Registration GmbH, Grenzach-
Wyhlen, Németorszag; Ontruzant: Samsung Bioepis NL B.V., Delft, Hollandia) a ScanoMed
Kft. (Debrecen, Magyarorszag) biztositotta.

3.2 Készilékek

A méréseket egy maXls Il UHR g-TOF MS késziilékkel (Bruker, Billerica, MA, USA)
végeztem. A tomegspektrométer egy 7100 CE kapillaris elektroforézis késziilékhez (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) CE-ESI Sprayer Gl 607B (Agilent) interfésszel volt
kapcsolva. A CE késziiléket ebben a munkamban nem elektroforetikus elvalasztasokhoz
hasznéltam, csupan a késziilék programozhaté és hatékony mintainjektdldsi és szallitasi
rendszerét alkalmaztam a mintdk tomegspektrométerbe torténd beviteléhez. A mintabevitel
60 cm hosszasagl, 75 pum belsé atmérdjii poliimid kiils6é bevonatu kvarckapillarison
(Polymicro Technology, Phoenix, AZ, USA) keresztiil tortént, 2 bar nyomasu nitrogéngazzal.
Kis aramlasi sebesség esetén az ESI interfésznél sziikséges segédfolyadékot egy 1260 Infinity

Il izokratikus pumpa (Agilent) biztositotta.

3.3 Szoftverek

Az MS mérési adatokat az otofControl 4.1-es verzidjaval (build: 3.5, Bruker) rogzitettem,
kiértékelésiiket pedig a Compass DataAnalysis 4.4 (build: 200.55.2969, Bruker) szoftverrel

crer

crcr

Maximum Entropy szoftverét, az UniDec 5.0.3-as verzidjat [36], valamint a MagTran 1.03 b2-

es verzidjat hasznaltam [35].
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3.4 Tomegspektrometrias mérési paraméterek

A monoklonalis antitestek elemzéséhez a tomegspektrometrias mérési modszert
optimaltam és a méréseim soran az alabbi a paramétercket alkalmaztam. Adatgytjtési
tartomany: 600-8000 m/z; adatgytijtési frekvencia 1 Hz; pozitiv ion mod; kapillaris fesziiltség:
4500 V; end plate offset: -500 V; porlasztogaz nyomasa: 0,5 bar; szaritogaz aramlasi sebessége:
5 L/min; szaritogaz hémérséklete: 220 °C; funnel RF: 400 Vpp; isCID energia: 160 eV;
multipole RF: 400 Vpp; kvadrupdl ion energia: 5 eV; kvadrupdl also kizarasi hatara: 1000 m/z;
itk6zési energia: 10 eV; titkozési cella RF: 2000 Vpp; transfer time: 200 ps; pre-pulse storage
time: 20 ps.

Tomegkalibralashoz ESI-L Low Concentration Tuning Mix kalibral6 oldatot hasznaltam
(Agilent). A Kkalibralo spektrumanak rogzitésekor a szaritogaz hémérsékletét 100 °C-ra
csokkentettem az oligomerek képzédésének elésegitése érdekében, ami lehetové tette a
tomegkalibralast 622-5460 m/z tartomanyban. Minden mas MS paraméter megegyezett a
korabban leirtakkal.

3.5 Cetuximab matrixmentesitése

c ey

hatéanyagli készitmény) mértem egy 500 ul térfogati Amicon Ultra-0.5 3K centrifugacsé
sziirébe (Millipore), majd 300 pl vizet adtam hozza. A centrifugacsé sziirdt egy Hermle Z 323
K tipust centrifugaba (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Németorszag) helyeztem,
majd 14000 RCF-fel centrifugaltam 30 percig. A centrifugacsé sziir6ben maradt ~30 pl
oldathoz 400 pl vizet adtam majd ismét 30 percig centrifugaltam 14000 RCF-fel. Ezt a
miveletet még egyszer megismételtem. A szilirében maradt oldat eltavolitdsdhoz a
centrifugacso szlirét nyilasaval lefelé helyeztem a gyiijté eppendorf csébe, majd 1000 RCF-fel
centrifugaltam 2 percig. A szir6t 30 pl vizzel atmostam, majd a mintat 75 pl-re higitottam
vizzel. Igy a cetruximab végs6 koncentracioja 10 mg/ml lett, a matrixkomponensek mennyisége
pedig 0,2% ala csokkent.

Az acetonitriles matrixmentesités esetén a fent leirtakhoz hasonloan jartam el, de a
centrifugacs6é sziirében az Erbitux oldathoz 20% acetonitrilt tartalmaz6é haromszorosan

ioncserélt vizet adtam mindharomszor.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Matrixkomponensek hatasa antitestek elektrospray ionizacidjara

A monoklondlis antitestek MS mérése a kis molekuldkhoz képest joval nagyobb kihivast
jelentd feladat, mivel az ionizacidjukat tobb tényezd, nagyobb mértékben befolyasolja. A mAb-
ok elemzése altalaban a kereskedelmi forgalomban levo készitménybdl vagy gyartasi tételbol
torténik, melyek a fehérje mellett szamos szervetlen és szerves Osszetevét is tartalmaznak,
amelyek az antitest érzékeny detektalasat nehezitik. A matrixanyagok a komponensek
adduktképzésén keresztiill nagyban csokkenthetik a mAb-ok kiilonbozo (pl. glikozilalt)
formainak azonositdsdhoz sziikséges felbontast, valamint a jel megoszlasa miatt a detektalas
érzékenységét is. Ismeretes, hogy a kiilonbozd komponensek ESI ionizacidjat nagyban
elésegitheti a minta savanyitasa (pozitiv ionizacios mod esetén) vagy illékony oldoszer
tartalmanak novelése, ezek azonban alapvetden meghatarozzak az antitest tomegspektrumanak
jellemzdit (pl. toltés és adduktformak eloszlasat, jelintenzitasok alakuldsat). Mindezek miatt
fontos a matrixanyagok ESI ionizaciora gyakorolt hatasanak vizsgalata.

Erbitux (cetuximab) oldatat vizsgalva, a készitmény higitasaval kapott mintakat a 3.2
fejezetben leirt modon juttattam a tomegspektrométerbe. (A dolgozatban bemutatott
tomegspektrumokon Gauss tipusti simitast végeztem 5 pont szélességgel 5 ciklussal.) A
mintakhoz a higitas soran kiilonb6zd anyagokat adtam, az igy kapott tomegspektrumok lathatok
az 6. abran. Vizzel higitott minta esetén nem kaptam az antitestre jellemzd jelet, a higitas soran
50% metanolt adva a mintahoz azonban mar megjelent néhany nagyon kis intenzitasa csucs.
Az Erbitux oldathoz 10% hangyasavat adva a mért spektrumban mar jol kivehetd csticsok
jelentek meg, melyek intenzitasa 50% metanol tartalom esetén tovabb nétt. Elektrospray
ionizacid estén jellemzd, hogy illékony szerves komponens eldsegitik a minta parolgasat, és
ezzel az ionizaciojat. Pozitiv ionizacids mod alkalmazéasakor a pH csokkentése szintén novelte

az 1ionizacio mértékét.

20



Szabd Déavid Ruben: Monoklonalis antitestek ESI-MS vizsgalata és spektrumaik feldolgozasa
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6. dbra: 2 mg/ml koncentraciora higitott Erbitux (cetuximab) tomegspektrumai (A) tiszta vizes
oldat, (B) 50% metanol, (C) 10% hangyasav, (D) 50% metanol és 10% hangyasav tartalmu
oldat esetén. A spektrumok jobb felsd részein az antitest kiilonbozd toltésii csicsai lathatok.

A spektrum 800-2500 tartomanyaban megjelend csticsok a gyogyszerkészitményben 1évo
Tween 80 jelei. A Tween 80 vagy mas néven poliszorbat 80 egy nem ionos detergens, mely
polietilén-oxid lancokat tartalmaz, szerkezete a 7. abran lathat6. A tomegspektrumban
megjelend csucsok mind egyszeres toltéstiek, a koztiik 1évo tomegkiilonbség pedig jo egyezést
mutat az etilén-oxid monomer egység elméleti monoizotdpos tomegével.

Az 6. dbran megfigyelhetd, hogy a metanol Tween 80 ionizacidjat eldsegiti, a hangyasav
azonban latszolag épp ellenkezbéleg hat. Ennek kovetkeztében amellett, hogy a hangyasav

crer

onmagaban is eldsegiti a MAD ionizaciojat, a detergens ionelnyomo hatasat is csokkentheti.
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7. abra: Tween 80 10% ecetsavat tartalmazo, 1 mg/ml koncentracioju Erbitux oldatban. (A) A
tomegspektrum 700-2600 m/z tartomanya és a csucsok kozti tomegkiilonbségek, (B) Tween 80
szerkezeti képlete, (C) etilén-oxid monomer egység szimulalt tomegspektruma.

crer

Az eddig emlitett eredmények alapjan ugy gondolom az antitest ionizacidjat a
gyogyszerkészitményben talalhatd segédanyagok, elsésorban a Tween 80 gatolhatja. Az
Eurépai Gyogyszeriigynokség Erbitux-ra vonatkoz6 alkalmazasi elGirasanak 6.1 szakasza
szerint a készitmény az kovetkez$ segédanyagokat tartalmazza: ,Natrium-Klorid, glicin,
poliszorbat 80, citromsav monohidrat, natrium-hidroxid, injekcidhoz valé viz” [39]. A
segédanyagok eltavolitasa érdekében centrifugasziiréssel tisztitottam a mintat, melynek
menetét részletesen a 3.5 fejezetben irtam le. A matrixmentesitést vizzel elvégezve a cetuximab
dekonvulalt spektrumanak jel/zaj aranya javult, azonban a Tween 80 tovabbra is jelen volt a
tomegspektrumban (8. abra), annak ellenére, hogy a centrifugacsé szlir6k csak 3 kDa-nal
nagyobb tomegii molekulakat tartja vissza, és a segédanyagoknak elméletileg tobb mint 99,8%-
a el lett tavolitva. Ennek oka feltehetéen, hogy az antitest és detergens kozt kialakulod
nagyszamu, viszonylag gyenge kolcsonhatasok Osszessége erds kotddést eredményez, ezért

csak egy része tavozik a Tween 80-nak a mintabol a tobbi segédanyaggal egyfitt.
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A detergens eltavolitasanak eldsegitése érdekében a matrixmentesitést Gjra elvégeztem,
ezuttal a centrifugacs6 sziirdvel még kompatibilis maximalis 20% acetonitrilt tartalmazo vizzel,
igy a mért spektrum tovabbi javuldst mutatott. A Tween 80 jelentds apolaris jellege miatt
feltehetden nagyobb affinitdst mutat acetonitrilhez mint vizhez, ezért lehetett sikeresebb az
acetonitriles matrixmentesités. A Tween 80-ra jellemz6 csticsok intenzitasa a matrixmentesités
soran egyre ndtt, ez azonban feltehetden nem a detergens koncentracidjanak novekedésére,

hanem az ionizaci6 hatdsfokéanak javuldsara utal.
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8. abra: 10% ecetsavat tartalmazo, 1 mg/ml koncentracioju Erbitux (cetuximab) oldatok
tomegspektrumai (A, C, E) és dekonvulalt spektrumai (B, D, F): (4, B) mdtrixmentesités
nélkiil, (C, D) vizes matrixmentesitéssel, (E, F) 20% acetonitril tartalmu matrixmentesitéssel.

Az acetonitril tartalmi vizzel matrixmentesitett mintaval vizsgaltam az ahhoz adott sav
mennyiségének hatasat a mért tomegspektrumokra (9. abra). Oldatban a magas oxdniumion
koncentracionak a fehérjékre nézve kettds hatasa érvényesiil. Egyrész a protonalddnak a fehérje
kiilonbozé funkcids csoportjai (pl. amino, karboxilat), masrészt a fehérje denaturaldédasat

crer

okozhatja, a harmadlagos szerkezetet megbontva megvaltoztatja annak konformaciojat.
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Denaturalodaskor a fehérjék kitekerednek, ezaltal olyan aminocsoportok keriilhetnek az
oldoszer szamara hozzaférheté helyre, melyek a nativ szerkezetii fehérje esetén annak belsd
részében, az olddszertdl és az oxoniumionoktol elzarva voltak a fehérje tobbi része altal. Ez a
potencialisan protonalhatdé csoportok szamanak és ezaltal az adott fehérje toltésszamanak
novekedését okozza. Pozitiv modu elektrospray ionizacio esetén a pH csokkentése kozvetleniil
az ionizal6do molekuldk szamara és ezaltal a mért jelek intenzitasara hat, a tomegspektrumban
megjelend toltésekre elsdsorban kdzvetetten, a fehérje denaturdcidja miatt van hatdssal. A 9.
abran lathato, hogy 1% ecetsavat tartalmazo minta esetén a +38-as toltés, mig 10% és 20%
ecetsav tartalom estén a +48, +49-es toltések rendelkeznek a legnagyobb intenzitdssal. Ez
alapjan 10% és annal nagyobb ecetsav tartalom esetén az antitest latszolag kozel teljesen
denaturalt formaban van jelen, 1% ecetsav esetén pedig valdszinilileg csak részleges a
denaturacio. 10%-rol 20%-ra ndvelve az ecetsav tartalmat a legnagyobb intenzitasu toltésforma
intenzitasa a vart moédon novekszik, 1% esetén viszont nagyobb, mint 10% savtartalom mellett.
Ennek oka az lehet, hogy az ionizalddott fehérje Gsszintenzitasa tobb toltésforma kozt oszlik
meg 10% esetén, mint 1%-nal. A dekonvulalt spektrumok tekintetében 10% és 20% ecetsav
tartalm(l minta spektruma kozt az intenzitason kiviil nem latni jelentds kiilonbséget, az 1%
ecetsav tartalmi minta esetén azonban egyértelmiien jobb a cstcsok kozti felbontas. A jobb
felbontast az alacsony ecetsav tartalmi minta esetén az alabbiak okozhatjak. A nagyobb m/z-
nél megjelend kisebb toltési glikozilalt formak csucsai szélesebb m/z tartomanyon talalhatok,
mint a kisebb m/z-nél detektalt nagyobb toltésformake, igy a kisebb toltések esetén az egyes
csticsok egymastdl tdvolabb helyezkednek el. Az alkalmazott TOF tomeganalizator felbontéasa
a vizsgalt m/z tartomanytdl fiiggetleniil kozel allando, ezért tudunk nagyobb felbontast elérni
az antitest kisebb t6ltéseinél. A dekonvolucid soran az egyes toltésformak hozzajarulasa azok
intenzitasanak aranyaban van stlyozva, ezért javitja a dekonvulalt spektrum felbontasat a

kisebb toltésformak intenzitasanak novekedése.
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9. abra: 1 mg/ml koncentrdcioju acetonitriles oldattal matrixmentesitett Erbitux (cetuximab) oldatok tomegspektrumai (A, C, E) és dekonvulalt

spektrumai (B, D, F): (A4, B) 1%, (C, D) 10%, (E, F) 20% ecetsav tartalmu oldatok esetén. A spektrumokon antitest legnagyobb intenzitasu csucsdanak

toltése van feltiintetve. A dekonvuldlt spektrumokon a szaggatott vonalak a két legnagyobb intenzitasu csucs kozti felbontast szemléltetik.
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A cetuximab utan a rituximabot tartalmazé MabThera nevii készitményt vizsgaltam,
az Erbitux-hoz hasonldéan nagy intenzitasu jelet kaptam Tween 80-ra és rossz jel/zaj aranyt

jelet az antitestre (10. abra).
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10. dbra: (A) 10% ecetsav tartalmu 1 mg/ml MabThera (rituximab) tomegspektruma és (B)
dekonvulalt spektruma. Az (A) dbrdba dgyazva a mAb kiilonbozd toltésii csucsai lathatok.

A hosszadalmas centrifugasziirés helyett mas megoldast kerestem a gyogyszerkészitmény
segédanyagainak negativ hatasainak elkeriilésére. A CE kapillarist 0,1 M hangyasav oldattal
toltéttem meg, majd higitatlan 10 mg/ml koncentraciéjt MabThera mintabol injektaltam
hidrodinamikusan 50 mbar nyomast alkalmazva 25 s ideig. A kapillarisba jutatott ~4 cm
hosszisagi mintadugot 50 mbar nyomassal juttattam az tomegspektrométerbe. A stabil
elektrospray képzodés biztositasa érdekében 1:1 aranyl izopropanol-viz elegyet hasznaltam
segédfolyadékként. A mérés eredményei a 11. abran lathatok. A 11.A abran a 2500-6000 m/z
tartomanyban, a 11.B abran pedig a 900-2500 m/z tartomanyban 1év6 ionok jeleinek
Osszintenzitasa van az 1d6 fiiggvényében abrazolva. El6bbiben a rituximab kiillonb6zo
toltésformai, utobbiban pedig a Tween 80 jelei talalhatok meg. A 11.C-K abran a kiilonb6z6
szinekkel és kisbetiikkel jelolt idétartomanyokban mért tdmegspektrumok és azok dekonvulalt
spektrumai azonos szinekkel és nagybetiikkel vannak jeldlve. A nyomassal aramoltatott
folyadék aramlasi profilja és ebbdl kdvetkezden a mintadugo hatarfeliiletei is parabolaszertiek,
igy a mintadugo6 eleje és vége a kapillarisban 1évé hangyasav oldattal egyszerre jutott az ESI-
be. Ezt illusztralja a 12. abra, melyen a szaggatott vonalak altal hatarolt részek, a 11. abran
szerepld id6tartomanyokat szemléltetik. A mintadugo kozépso része (C) sav nélkiil jutott a
tomegspektrométerbe, igy az 6.A abrahoz hasonléan csak a Tween 80-ra kaptam jelet. A
mintadugd két hatarfeliiletének egyes szakaszai esetén kiilonb6z6 aranyban jut az ESI-be a
minta és a hangyasav oldat. Elsésorban ez eredményezheti a kiilonb6z6 id6étartomanyok
tomegspektrumai kozti kiilonbségeket. Ezek alapjan azonban a 11.E és 11.F tomegspektrumok
esetén hasonld eredményre lehetne szamitani. A tapasztalt kiilonbséget valdszintileg a kapillaris
falan megtapado, majd onnan lassan, folyamatosan tavozo Tween 80 okozhatja, ahogy azt az

1d6-intenzitas gorbe elnyuld hatso szakasza jelzi is.
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11. dbra: 10 mg/ml koncentraciéju MabThera (rituximab) vizsgalata. A CE kapillaris 0,1 M
hangyasavval volt megtoltve, a mintabol 50 mbar - 25 s injektaltam, majd 50 mbar nyomdssal
Juttattam az tomegspektrométerbe. Az id6 fiiggvényében mért osszjelintenzitds (A) az
antitestre jellemzd m/z tartomanyban (2500-6000) és (B) a Tween 80-ra jellemzd mlz
tartomanyban (900-2500). Az egyes idétartomanyokban mért tomegspektrumok (C-G) és azok
dekonvulalt spektrumai (H-K) kiilonbozo szinekkel és betiikkel vannak egymashoz rendelve.
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[ —-— [ -

12. abra: Kapillarisban nyomassal aramoltatott mintadugo aramlasi profilja.

Az antitest ebben az esetben a hangyasav oldattal kiilonb6z6 aranyban higitva, de a
segédanyagokkal egyiitt jutott a tomegspektrométerbe. Ezen komponensek zavard hatdsat
azonban ellensulyozni tudta az ionforrasban torténé titkozés indukalt disszociacio (isCID). Az
1sCID alkalmazaskor a tomegspektrométerben a két iontdlcsér kozoti egyenfesziiltség
kiilonbséget novelve megnd az ionok energiaja. Mivel a késziilék ezen szakaszaban még
viszonylag kicsi a vakuum, az ionok gazmolekulakkal iitkoznek. Fehérjék esetén ez az iitk6zési
molekulakat tavolitja el a fehérjérél. A 13. abra dekonvulalt spektrumain lathato, hogy isCID
energia alkalmazéasa nélkiil az antitest szamos adduktja detektalhatd, melyek nagyobb ¢és
sz¢lesebb tomegtartomanyba esnek, mint a mAb. Az adduktok egymasra esé spektrumai miatt

nem kivehetéek az egyes glikozilalt formakhoz tartozo cstcsok a dekonvulalt spektrumban.
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crer

eseten. A mérési koriilmények megegyeznek a 11. dbrandl leirtakkal, a tomegspektrumok
5,5-6,2 percnek megfeleld idétartomdanyokbol szarmaznak. A mért és dekonvulalt spektrumok
lathatok (A, B) 160 eV, és (C, D) 0 eV isCID energia esetén.
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4.2 Monoklonalis antitestek ESI-MS spektrumanak feldolgozasa

A mért tomegspektrumok az antitest szdmos kiilonb6zd toltéssel rendelkezd formajat

crer

elvégezni, mivel az igy kapott toltés nélkiili spektrum kevésbé osszetett. Szamos dekonvolucios

algoritmus 1étezik, legelterjedtebbek a maximum entropia mddszerén alapuld eljarasok. A

cres

mg/ml-es Ontruzant (trastuzumab) tomegspektrumat felhasznalva vizsgaltam (14. abra).
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14. abra: 10% ecetsav tartalmu 1 mg/ml Ontruzant (trastuzumab) tomegspektruma,
Gauss tipusu simitdssal 5 pont szélességgel 5 ciklussal.

A Bruker DataAnalysis szoftverében elérhetd peptidekre vagy kis molekulakra, valamint
fehérjékre vagy nagy molekulakra fejlesztett dekonvoltcios lehetéségek vannak, ezek azonban
csak izotoposan felbontott spektrumok esetén hasznalhatok. A gyartd rendelkezik egy
algoritmussal. Ennek része tovabba egy ,.fully deconvoluted” opcid, melyre a szoftver
MaxEntX-ként hivatkozik. Az utdbbi algoritmus a folytonos, dekonvulalt spektrumbdl a
csticsmaximumok keresésével hoz 1étre egy keskeny csucsokbol allo spektrumot, melyen a
csucsok szélességei azok tomegmeghatarozasanak pontossagat jelolik. A 15. abran a szoftver
valtozathat6 paraméterei, valamint a 14. abran lathaté spektrum Maximum Entropy dekonvulalt
€s MaxEntX spektruma lathato.

Els6 paraméterként az adduktionok minésége szerepel. Pozitiv mod esetén +H, +Na, +K,
+NH4, +0O, +Formate, +Acetate; negativ mod esetén pedig -H, -Na, -K opcidk koziil
valaszthatunk. Mivel a mért Ontruzant minta 10% ecetsavat tartalmazott, az antitest foként

[M+nH]"" adduktok formajaban ionizalodott, ezért a szoftver +H opcidjat hasznaltam.
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15. dbra: (A) Bruker Maximum Entropy szoftverének dekonvoliicios paraméterei, (B)
trastuzumab Maximum Entropy és (C) MaxEntX dekonvolucidja.

Az adatpontok tdvolsiga paraméterhez egy m/z értéket lehet megadni, vagy az
automatikus opciot valasztani. Utobbi esetben TOF analizator esetén a felhasznald altal
megadott felbontasbol, vagy ioncsapda tipusu analizatorok esetén a megadott csticsszélességbol
hatarozza meg a szoftver ezt az értéket. A detektalt ionok mennyiségével aranyos aramerdsséget
azonos 1d6kozonként menti el a jelfeldolgozo egység. TOF analizator esetén az ionok repiilési
ideje azonban nem egyenesen, hanem négyzetesen aranyos azok m/z értékével. E miatt egy
TOF spektrumban a mért pontok kis m/z-k esetén stirtibben helyezkednek, mint nagy m/z-nél.
Ha az adatpontok tavolsagat tul nagy értékre allitjuk, a dekonvolucid sordn a szoftver nem fog
minden mért pontot figyelembe venni, vagyis informaciot veszitiink. Ha azonban a tal kis
értéket hasznalunk, a szoftver a pontok jelentds részénél interpolalni fog, mely fals
eredményekhez vezethet. A dekonvulalt spektrumban a fehérje egyes t6ltései intenzitasuk
szerint sulyozva szamitanak, ezért a legintenzivebb toltésre jellemz6é adatpont tavolsagot
célszeri megadni. A trastuzumab tomegspektruma esetén 3026 m/z-nél talalhatdo a
legintenzivebb csucs, ahol az adatpontok tavolsagra 0,0066 m/z, mely a szoftver szerint kozel
60000-es felbontasnak fel meg. A dekonvolicids paramétereknél ezért a késziilék felbontasat

60000-re, az adatpontok tdvolsadgat pedig automatikusra allitottam.
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A felbontas paraméternél normal és nagy felbontast opciok koziil lehet valasztani. A
szoftver leiras szerint ez dekonvollcio soran az iteracidk szamat hatarozza meg. Utobbi esetben
nagyobb az iteraciok szama, mely a dekonvolicié id6tartamat jelentésen ndvelheti. A két opcidt
Osszehasonlitva nem tapasztaltam jelentds kiilonbséget, ezért a tovabbiakban a kis felbontasu
modot hasznaltam.

A dekonvolucid elvégzéséhez tovabba a dekonvulalt spektrum als6 €s felsd hatarat
sziikséges megadni. A megadott tartomanyon kiviil esé csucsok nem fognak megjelenni a
dekonvulalt spektrumon. Ha azonban a tartomdnyt tal szélesre vessziik, Ugynevezett
szatellitcsucsok megjelenését tapasztalhatjuk, ahogyan az a 16.B 4bran lathato. Szatellitcsucsok
olyan esetben jelenhetnek meg, ha egyes toltései viszonylag nagy m/z tartomanyt fednek le a
mért spektrumban [37]. Vegyiik példaként a trastuzumab tomegspektrumaban legnagyobb
intenzitassal, 3026 m/z-nél megjelend +49-es toltést. A dekonvolucid soran a kiilonbdz6 m/z-
vel rendelkez6 mérési pontok toltésének meghatarozasnal egyfajta megerdsitésként szolgal, ha
hasonlé intenzitasu pont talalhatdé a meghatarozottnal kisebb és nagyobb t6ltések vart m/z
értékénél. Példaul, ha a 3026 m/z értéknél megjelend csticsot +49 helyett +48 toltésiinek
tekintjiikk, 145248 Da-nal kapnank cstcsot, hasonléan +50-es t6ltés esetén 151300 Da-nal
varnank cstcsot. A 16.B abran lapos csucsok jelennek meg ezen értékek kornyékén. A nagy
intenzitasu glikoformak jol kivehetd csucsai kelléen keskenyek ahhoz, hogy ne jelenjenek meg
a szatellitcsucsokban. A dekonvolicids tomegtartomany tovabbi novelése esetén ujabb
szatellitcsicsok és ugynevezett harmonikus csticsok jelenhetnek meg. Utobbi a
szatellitcsticsokhoz hasonlé modon johet 1étre, ha valos toltés kétszerese vagy feleként allapitja

meg a szoftver az egyes pontok toltését.
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16. dbra: A dekonvulalt tomegtartomany hatasa a dekonvoluciora:
(A) 146000-150000 Da és (B) 142000-154000 Da.
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Lathat6 tovabba, hogy az antitest csucsai alatti jelintenzitds emelkedés megkdzelitdleg
harmadara csokken a szatellitcsucsok megjelenése miatt, mivel a szoftver a spektrum ezen
részeihez harom egymas melletti tdltést is hozzarendelt hibasan. Ezt az alapvonal-emelkedést
valoszinlileg a kisebb intenzitassal jelen 1évo glikoformak és mas kis tomegkiilonbséggel
rendelkez0 variansok okozhatjdk. A szatellitcsucsok megjelenésével latszolag szebb
dekonvulélt spektrumot kapunk, ez azonban nem a valoés mérési eredményeket tiikrozi.

A dekonvoluciés paraméterek kozt ugyan nem szerepel, de a dekonvolucié soran (a
spektrumon kijeldlve) megadhatd az hasznalandé m/z tartomany is. Amennyiben nem
alkalmazunk kijelolést, a szoftver a mérés soran rogzitett teljes m/z tartomanyt felhasznalja,
ami azonban jelentésen noveli a dekonvolicié iddtartamat. Ha a fehérje Gsszes megjelend
toltése helyett csak a jo jel/zaj ardnnyal rendelkezd csucsokat jeldljiikk ki, jelentsen
csokkenthetd a dekonvulalt spektrumban megjelend zaj (17. abra). Ez azonban
informéciovesztéssel jar, amely a meghatarozott tomegek pontossagat csokkentheti, e miatt
nem célszeri tal sziik m/z tartomany hasznalata sem. Fontos megjegyezni, hogy a kis
intenzitast csucsok esetén gyakran romlik a tdmegpontossag, igy a kis intenzitasi cstucsok

figyelmen kiviil hagydsa nem feltétleniil csokkenti a dekonvulalt tomegek pontossagat.
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17. abra: A dekonvoluciohoz felhasznalt m/z tartomadny hatdsa a dekonvoluciora. (4) A
vizsgalt m/z tartomanyok, (B, C) a dekonvulalt spektrumok két kiilonbozd nagyitasban. A
dekonvulalt spektrumok szine megfelel a felhasznalt m/z tartomanynak:
zold: 2200-500 m/z; narancs: 2720-3420 m/z; kék: 2880-3200 m/z.
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Mivel a dekonvulalt spektrumon a csucsok intenzitasat a tomegspektrumon hozza tartozo
csticsok intenzitdsanak Osszeg adja, a dekonvoltcional felhasznalt toltésformak szdmanak
csOkkentésével a dekonvulalt spektrumon a csticsok intenzitdsa is csokken. Ezért kvantitativ
vizsgalatok esetén célszerli az Gsszes toltést tartalmazo m/z tartomanyt hasznalni.

Fontos azt is megjegyezni, hogy j6 minéségli, nagy intenzitassal és jo jel/zaj arannyal
rendelkezé spektrum esetén a fehérje egyes, kiillonbozo toltéssel rendelkezd csucsal a
dekonvulalt spektrumtdél nem kiilonboznek jelentdsen, a toltésnek megfeleld tomegeltolodason
¢és a 17. abranal emlitett intenzitasnévekedésen kiviil (18. abra). A dekonvulalt spektrumhoz az
egyes toltések mind hozzajarulnak, ami a jel/zaj arany javulasat eredményezi. Ez rossz jel/zaj
aranyu spektrum esetén tekintve akar jelentds javulast is eredményezhet, ahogy az a 17.C és
17.D abrakon lathaté. A dekonvolicio kiilondsen elényos, ha tobb eltéré tomegl fehérje

egymassal atfedo, kiilonb6zo toltésformait detektaljuk.
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18. dbra: (A) Trastuzumab +49-es toltésének tomegspektruma és (B) dekonvuldlt spektruma,
(C) cetuximab +45-6s toltésének tomegspektruma és (C) dekonvulalt spektruma.
A cetuximab spektruma (C) 10% hangyasav tartalmu 2 mg/ml Exbitux mérésébdl szarmazik.

A Bruker DataAnalysis szoftverében a spektrumok feldolgozasakor lehetdség van
simitasra és alapvonal-korrekciora. A 19. abran lathatok ezen opciok paraméterei, valamint a
trastuzumab +49-es toltésformajanak tomegspektruma simitas €s alapvonal-korrekcio elott,

Gauss simitas utan, valamint Gauss simitas ¢és alapvonal-korrekcio utan.
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19. dbra: Tomegspektrumok feldolgozasi lehetoségei a Bruker DataAnalysis szoftverében: (A)
a spektrum simitasa, (B) alapvonal-korrekcio. Tomegspektrumok feldolgozasanak hatdsa
annak egy részletére (trastuzumab +49-es toltése): (C) nyers tomegspektrum, (D) Gauss

simitott, (C) Gauss simitott és alapvonal-korrigalt tomegspektrum.

Simitasi algoritmusok koziill a Gauss tipusut hasznaltam, a szoftverben e mellett
Savitzky-Golay, és négyzetes érheté még el. A simitas esetén a ciklusok szamat, valamint egy
m/z szélességi tartomany paramétert tudunk megadni m/z-ben, melyet a szoftver gy modosit,
hogy a hozza tartoz6 adatpontok szama egész legyen. A szoftver leirasa nagymértéki simitas
sziikségessége esetén a ciklusok szdmanak novelését javasolja, a szélesség nodvelésével
szemben. A szélesség novelése esetén a ciklusok szamanak megfeleld mértekli csokkentésével
kozel azonos eredményeket értem el (M-1. abra). Ez alapjan ugy itéltem meg, hogy a simitas
vizsgalatahoz elegend6 csak az egyik paraméter hatasat tanulmanyozni. A spektrum simitasat
a dekonvoluci6 eldtt elvégezve a spektrum alapvonala alacsonyabb volt, mint a dekonvolucid
elvégzése utdn simitva, azonban a spektrum alakja €és csucsmaximumok értékei nem
kiilonboztek (M-2. abra). A simitas hatasait a 20. abra szemlélteti. A spektrum zajossaga miatt
simitasa nélkiil a csuicsmaximumok leolvasasnak nagy a bizonytalanaga, valamint a MaxEntX
funkcid is csak a nagy intenzitasu csiicsokat tudja azonositani ilyen esetben. A simitas mértéke
azonban a csucsok tomegét jelentésen befolyasolhatja. A simitasra tehat sziikség van, annak
mértékét azonban érdemes minimalizalni, a spektrum részleteinek és a mért tomegek értékeinek

megOdrzése érdekében.
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Intens. {mab_000006.d: +MS, 0.2-1.1min, Deconval) D _ L ) )
3000 -} A Maximum Entropy dekonvolucio - csucsmaximum
] 0T
2500 —
] 3
E w 17T
N
7 Q
T =
2000 4 T , B e
1 £ 0 —a— t t t t t !
. S 2 ~4 6 8 10 12 14 16
E £ ~.
1500 2 4 .
8 °T “-e.
1 mAb_D00006.d: +MS, 0.2-1.1min, Smoothe| e e W
2750 3 a T -
3] -3
1B g 2= i ici
2500 4 Simitasi ciklusok szama
2250 3
] - - - 148062 Da 148221Da 148383 Da
2000 3
1750 3 E MaxEntX dekonvolucid
1500 3
3 —g 06 T
4 mAb 000006.d:+MS, 0.2-1.1min, Smoothef = (5 4
2750 3 g O :
3 S 04 ¢ .-
2500 3 C e v -
3 @ -
E > 03 T - -
2950 pe N 2N -
] S 024 @ ~e---
3 E .
2000 3 E ”
] E 01 1 rl
1750 3 ,
] g o« t t t t t t t 1
1500 3 ] 0 2 4 6 8 10 12 14 16
:-nv-'vui---w---u----u--v- Simitasi ciklusok szama
148200 148210 148220 148230 miz

20. abra: A tomegspektrum simitasanak hatdsa a dekonvoliiciora. Trastuzumab dekonvuldlt
spektrumdanak egyik csucsa: (A) simitas nélkiil, (B) 3 pont szélességgel 2 ciklussal, (C) 3 pont
szelességgel 5 ciklussal. A dekonvulalt csucsok maximumdanak valtozasa kiilonbozé
ciklusszamu, 3 pont szélességii Gauss simitast alkalmazva, (D) Maximum Entropy és (E)
MaxEntX dekonvoluicio esetén, a simitdst a dekonvoluicio elétt elvégezve. A pontok csak
szemléletesebb bemutatds érdekében vannak osszekotve.

A MagTran dekonvolucids szoftver rendelkezik egy Gauss tipust dekonvoliicionak
nevezett opcioval. Ez a funkcié a dekonvulalt spektrum csucsaira Gauss gorbéket illeszt, a

csticsmaximum meghatarozasara érdekében, ahogy az a 21.B abran lathato.
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21. abra: (A) MagTran altal dekonvulalt spektrum és (B) a szoftver Gauss tipusu
dekonvoluciojanak eredménye.
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Az alapvonal-korrekcio esetén csak egy un. simasagi (flatness) érték megadasara van
lehetdség, mely 1 és 0 kozt valtoztathatd. 1 simasagi érték esetén a szoftver egy egyenest illeszt
a spektrum alapvonalédhoz és az egyes pontok intenzitas értékeit az egyenes adott pontjaival
korrigalja. Ennél kisebb simasagi érték esetén a szoftver gorbe vonallal hatirozza meg a
spektrum alapvonalat. A vonal meredekségének maximalis valtozasa a simasagi érték
csOkkentésével nd. 1-es simasagi érték esetén az intenzitdsskala eltoloddsan kiviil nincs
valtozas, jelentdsen Kisebb érték esetén azonban a spektrum kis intenzitasu, széles csucsai
elveszhetnek, az egyes csticsok szélessége €s intenzitasuk ardnya megvaltozhat, ahogy az a 22.
abran lathat6. Az alapvonal-korrekcid ezenkiviil a csucsok tomegét is befolyasolja. A mért
komponensek tomegkiilonbségétol és a késziilék felbontasatdl fiiggden eldéfordulhat, hogy az
alapvonal-emelkedést a csticsok kiszélesedése miatti atfedésiik okozza, esetiinkben azonban
joval valdszinlibb, hogy olyan glikoformdk ¢és mads, kis tomegkiilonbséggel rendelkezd
variansok okozzak, melyek Kis intenzitassal vannak jelen. Ezek alapjan ugy gondolom az
alapvonal-korrekcié hasznalatat célszeri keriilni. Ennek ellenére publikacioban is
megfigyelhetdk ilyen tipusu abrazolasok, valamint az UniDec nevii dekonvoltcios szoftver

egyik alapvet6 funkcidjaként is szerepel az alapvonal-korrekcio lehetdsége.
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22. abra: A tomegspektrum alapvonal-korrekciojanak hatasa a dekonvoluciora. Trastuzumab
dekonvulalt spektruma: (A) 1-es, (B) 0,8-as, (C) 0,5-6s simasagi értékii alapvonal-
korrekcioval. A tomegspektrum kiilonbozo simasagi értékii alapvonal-korrekciojanak hatdasa a
csucsok maximumara, (D) Maximum Entropy és (E) MaxEntX dekonvolucio esetén.
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A dekonvolucié egyik célja az egyes csucsok tomegének meghatirozasa. Ennek
pontossagat konfidenciaja intervallumanak meghatarozasaval vizsgaltam. Ehhez a trastuzumab
MS mérési pontjait 5 egyenld 7-7 mérési pontbdl 4llo részre osztottam, melyek dekonvoluciojat
azonos paraméterekkel végeztem el. A 2. tablazatban lathatok a harom f6 csucsra Maximum
Entropy és MaxEntX dekonvolicioval meghatirozott tomegek és azok konfidencia
intervallumai.

2. tablazat: Trastuzumab dekonvuldlt spektrumainak 16 csucsainak maximumdahoz tartozo
tomegek, és azok konfidencia intervalluma, melyet az MS mérési pontokat 5 részre osztva
99%-o0s konfidencia szint mellett hataroztam meg.

Maximum Entropy 148060,70 + 1,60 Da 148221,58 + 0,88 Da 148384,16 £ 0,77 Da

MaxEntX 148061,56 + 0,81 Da 148222,02 + 1,10 Da 148384,20 + 1,85 Da

Nagy tomegli molekuldk esetén a monoizotdpos cslcs intenzitdsa nagyon kicsi, sok
esetben nem is detektalhatd, ezért ilyenkor a molekuldkat azok atlagtomegével szokés
jellemezni. A molekula tomegének novekedésével annak izotopolog csticsainak eloszlasa egyre
jobban kozelitheté Gauss-eloszlassal. Ennek pontatlansagat a 22. dbra szemlélteti, kiilonbozo

antitestek atlagtomegének és a legnagyobb intenzitasii izotopoldg csucs tomegének

kiilonbségével.
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23. abra: Monoklonalis antitestek dtlagtomegének és legnagyobb intenzitasu izotopolog
tomegének kiilonbsége. (Az antitestek dsszeQképletének meghatdarozasihoz a KEGG DRUG
adatbazis szekvenciaadatait [40], a megfelelé immunglobulin osztalyra jellemzé diszulfid
hidak szamat hasznaltam és egy, az antitestekre jellemzo glikozildciot feltételeztem minden
esetben (2 fruktoz, 6 mannoz, 8 N-acetil-gliikozamin).)
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4.3 Dekonvolucios szoftverek osszehasonlitasa

A 4.2 fejezetben bemutatott Bruker Maximum Entropy dekonvolucids szoftvere mellett,
két nyilt forraskoda szoftvert, a MagTran-t és az UniDec-t vizsgaltam. A MagTran szoftver
esetén a Maximum Entropy-hoz hasonldan viszonylag kevés paraméter megvaltoztatisara van
lehetdség, a szoftver fo érdekességét a 21. abran bemutatott Gauss tipust dekonvolicionak
nevezett funkci6 jelenti.

Az UniDec szoftver ezzel szemben szdmos szabadon valtoztathatd paraméterrel
rendelkezik, és e mellett a szoftver a dekonvolucio utan a dekonvulalt spektrumon kiviil tovabbi
informativ spektrumokat is megjelenit (24. dbra). A dekonvulalt spektrumot haromdimenzios
formaban is megjeleniti, amelyen az egyes tdmeghez tartozo intenzitds mellett, azok
toltéseloszlasa is szerepel. Ehhez megegyezd moddon é&brazol egy a dekonvolicid soran
meghatarozott tomegek és az azokhoz tartozo toltések alapjan rekonstrualt spektrumot is,
melyet a kiindulasi tomegspektrumra is ravetit. Utobbin lathatd, hogy a dekonvulalt spektrum
mennyire reprezentalja pontosan a kiindulasi tomegspektrumot, a haromdimenzids spektrumok

pedig a dekonvoltcid hibaira utalé miitermékek (artifact-ok) észlelését segitik.
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24. abra: Az UniDec szoftverben megjelend spektrumok: (4) a dekonvoluciohoz felhasznalt
m/z tartomany (fekete), valamint dekonvulalt tomegek és az azokhoz tartozo toltések alapjan
rekonstrualt spektrum (piros), (B) a dekonvulalt spektrum, (C) a rekonstrualt tomegspektrum
a tomegekhez tartozo toltésekkel, (D) dekonvulalt spektrum a tomegekhez tartozo téltésekkel.
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25. dbra: Kiilonbozo dekonvolucios szoftverek dsszehasonlitasa trastuzumab dekonvulalt

spektrumai alapjan. A dekonvulalt spektrumok mindhdarom szoftverrel ugyanazon spektrum
azonos tartomanyat felhasznalva késziiltek.
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A harom szoftver Osszehasonlitasahoz a trastuzumab 2.4 fejezetben bemutatott
a tomegspektrum azonos részét (2720-3420 m/z) felhasznélva. A spektrumokat kettesével
abrazoltam azonos tomegtengellyel (25. abra). Mivel a dekonvulalt spektrumok esetén az
intenzitasok csak egymasra vonatkoztatott aranyanak van jelentdsége, az intenzitas tengelyeket
ugy valasztottam meg, hogy a spektrumok cslicsai a legjobb egyezést mutassak. A
spektrumokon &t jol kivehetd glikozilalt forma csGicsanak maximuma a kiilonb6zo
dekonvolucios algoritmusok esetén csak kis mértékben tér el egymastol, ahogy az a 3.
tablazatban lathato. Mivel nem ismert, hogy a MaxEntX algoritmus hogyan hatarozza meg a
csticsmaximumokat, az ehhez tartoz6 értéket nem vettem figyelembe a szordsok és relativ
standard devidciok szamolasanal.

3. tabldzat: Trastuzumab f& glikoformainak csiicsmaxima kiilonbozé szoftverekkel dekonvulalt
spektrumokbol meghatdrozva. A dekonvulalt spektrumok mind a négy algoritmussal
ugyanazon spektrum azonos tartomanyat felhasznalva késziiltek. A szords és relativ standard
deviacio meghatdarozasa a MaxEntX értékeinek felhasznalasa nélkiil tortent.

MaxEntX | 147913,71Da | 148061,71 Da | 148221,86 Da | 148384,84 Da | 148545,12 Da
N;’é'rr;‘;‘;“ 147913,01 Da | 148061,37 Da | 148221,07 Da | 148383,78 Da | 148546,14 Da
UniDec | 147914,21Da | 148061,75Da | 148220,98 Da | 148383,92 Da | 148546,23 Da
MagTran | 147914,05Da | 148061,66 Da | 148220,89 Da | 148384,02 Da | 148546,48 Da
Sz6rds 0,65 Da 0,20 Da 0,09 Da 0,12 Da 0,18 Da
RSD 4,41 ppm 1,34 ppm 0,59 ppm 0,79 ppm 1,19 ppm
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4.4 Trastuzumab dekonvulalt spektrumanak 6sszehasonlitasa elméleti és irodalmi

adatokkal

A trastuzumab kiilonb6z6 glikoformainak elméleti tomegeinek meghatarozasahoz a
KEGG DRUG adatbazisabol hasznaltam az antitest konnyi és nehéz lancanak szekvencidjat.
Ezek alapjan meghataroztam a lancok Osszegképletét, melyek Osszegének kétszeresét vettem,
mivel az antitest két konnyii és két nehéz lancot tartalmaz. A trastuzumab IgGi-es tipusa
antitest, melyek 0sszesen 16 diszulfid hidat tartalmaznak, az 6sszegképletet ennek megfeleléen
32 hidrogén atommal csokkentettem. A glikozidok lehetséges Osszetételét az antitestekre
altalanosan jellemz6 glikozidok felépitése és Quaranta és munkatarsainak cikke alapjan
hataroztam meg [41]. A glikozidokban szerepld cukrok 6sszegképleteit két hidrogénnel és egy
oxigénnel csokkentettem, a glikozidos kotések kialakulaskor fellépd vizvesztés miatt, majd
ezek Osszegével bovitettem az Osszegképletet. Az igy kapott Osszegképletek szimulalt

spektrumait abrazoltam a trastuzumab dekonvulalt spektrumaval egyiitt a 26. abran.

Intens 1 ® mAb_000006.d: +MS, 0.2-1.1min, Smoothed (0.03,5,GA), Deconvoluted (MaxEnt, 2720.00-3420.00, *0.308333, 60000)

o W CEES4H DN TR0 2088544 M, 1478186799
B CE5E0H DBAN 2802000644 M, 147964.7378
W C655H DN 2802095544 M, 148126.7906
B CE72H DEN 72802100644 M, 148288.8434
W CETRH DN 72802406544 M, 148450.8963

2500 o
2000 <
1500

1000

500

[} T T T T T T T
147600 147800 148000 148200 148400 148600 148800 miz

26. dabra: 10% ecetsav tartalmu I mg/ml Ontruzant (trastuzumab) dekonvulalt spektruma
(barna) és o6t kiilonbozo glikoforma szimulalt spektruma. A szimulalt csucsok félmagassagban
vett szélessége a 60000-es felbontasnak megfelelé 2,47 Da. A glikoformdk jelolésére a Symbol

Nomenclature For Glycans (SNFG) szimbolumait hasznaltam [42]. (Piros haromszog:
L-fruktoz, kék négyzet: N-acetil-D-gliikozamin, zold kor: D-mannoz, sarga kér: D-galaktoz.)
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Az egyes glikoformék 0Osszegképlete alapjan azok elméleti atlagtomegét a Bruker
Compass IsotopePattern szoftverével hataroztam meg (4. tablazat). A meghatarozott tomegek
tobbsége ~3 Da-nal az elméleti érték folott van, ami az alkalmazott tomegkalibracio
pontatlansagara utalhat. A tomegkalibraciohoz hasznalt Tuning Mix oligomereket Kkis
intenzitassal detektalta a késziilék, ami jellemzden csokkent tomegpontossagot eredményez,
ezért a jovében mas tomegkalibracios oldatokat, példaul cézium-jodid klasztereket is érdemes
kiprébalni. A TOF analizatorok nagyon érzékenyek a hdmérséklet- €s fesziiltségingadozasra
ezért a tomegpontossag megdrzése érdekében célszeri minél siiriibben kalibralni, idealis
esetben lock mass kalibraciot hasznélni. A tomegpontatlansag oka lehet, ha a kalibracio és az
antitest mérése kozt tal sok id6 telt. A Top-Down Proteomikai Konzorcium altal javasolt
0kolszabaly modern QTOF késziilékek esetén 20 ppm alatti tomegkiilonbséget tekint
megengedhetonek standard fehérjemintak esetén, ami esetiinkben kozel 3 Da-t jelent [24].

4. tablazat: 10% ecetsav tartalmu 1 mg/ml Ontruzant (trastuzumab) dekonvulalt
spektrumdaban azonositott glikoformak tomegeinek osszehasonlitisa, a szamitott elméleti
atlagtomeggel, valamint egy irodalmi értékkel.

G1F/G1F
Glikoforma GO/GOF GOF/GOF GOF/G1F vagy G1F/G2F
GOF/G2F
C)Sszegképlet C6554H 10122 C6560H 10132 C6566H 10142 C6572H10152 C6578H10162
N1728OZO8GS44 N172802090544 N17280209SS44 N172802100544 N172802105544

Elméleti atlagtomeg

147909,93 Da

148056,07 Da

148218,21 Da

148380,35 Da

148542,50 Da

Mért tomeg

(Maximum Entropy)

147913,01 Da

148061,37 Da

148221,07 Da

148383,78 Da

148546,14 Da

Quaranta et al. [41]

147907,4 Da

148055,7 Da

148216,9 Da

148378,5 Da

148539,6 Da
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5. Osszefoglalas

A monoklonalis antitest hatéanyagot tartalmazé biologikumok analitikdjanak egyik
legjelentdsebb eszkoze a tomegspektrometria, mely a minta ionizacidjat igényli. Ennek egyik
elterjedt modja az elektrospray ionizacios technika, mely nagy molekuldk esetén szamos eltérd
toltésformat eredményez. Kiilonb6z6 mAb tartalmt készitmények ESI-MS vizsgalata soran a
mintaban 1évé matrixkomponensek jelentds hatasat figyeltem meg az antitest ionizaciojara. A
cetuximab ionizacidjat a mintahoz adott sav és illékony szerves oldészer, valamint a
készitményben talalhatd detergens eltavolitasa eldsegitette. Rituximab tartalmua készitménybdl
CE kapillarisba injektalt mintadug6 és a kapillarisban 1€v6 hangyasav oldat hatarfeliiletén mért
spektrum igen jelentOs javulast mutatott a tombfazisban mérthez képest.

Mivel a monoklonalis antitestek ESI-MS spektrumaban szamos t6ltésforma cstcsa
jelenik meg, a spektrumok specidlis feldolgozast igényelnek. Az antitest tomegspektrumanak
toltésformaihoz nagyon hasonlo, azonban jobb jel/zaj arannyal és nagyobb tomegpontossaggal
rendelkezik, ami az egyes csucsok azonositasat és azok tomegének meghatarozasat segiti. A
Bruker Maximum Entropy dekonvolucids paramétereinek hatasat vizsgaltam. A dekonvulalt
tomegtartomanyt nem célszerli a sziikségesnél szélesebbre allitani, mivel az szatellitcsticsok
megjelenéséhez vezethet. Ha a dekonvolucidhoz tal nagy m/z tartomanyt hasznalunk fel, a
dekonvulalt spektrumban megndhet a zaj szintje, tal kis tartomany esetén viszont a spektrum
egyes részletei elveszhetnek, valamint csokkenhet a tomegpontossag. A dekonvulalt
spektrumban 1év6 zaj miatt a csucsmaximumok meghatarozasahoz a spektrum simitasara van
sziikség. Célszerli minél kisebb mértékli simitast végezni, mivel ez a meghatarozott tomegeket
befolyasolja. Alapvonal-korrekcio alkalmazasa esetén a spektrum csucsai ranézésre jobban
elkiiloniilnek, ez azonban a csucsok alakjara, valamint a csticsmaximumok értékére is hatassal
van, ezért hasznalatat célszeru keriilni.

Héarom kiilonboz6é szoftverrel elvégezve ugyanazon spektrum azonos tartoméanyu

crer

.....

dekonvulalt spektrumat elméleti €s irodalmi adatokkal Gsszehasonlitva az egyes csucsok
maximumai tobbnyire ~3 Da-nal az elméleti érték folott voltak, amit valosziniileg a
tomegkalibracio pontatlansaga okozhat.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a kiilonbozd matrixkomponensek jelentdsen
befolyésoljak a mAb ionizécidja révén annak spektrumat. A dekonvolucié paraméterei nagy
hatassal lehetnek a dekonvulalt spektrumra, a kiilonb6z6 algoritmussal kapott eredmények

azonban kozel azonosak.

43



Szabd Déavid Ruben: Monoklonalis antitestek ESI-MS vizsgalata és spektrumaik feldolgozasa

6. Summary

One of the most important tools for the analysis of biologics containing monoclonal
antibody as active ingredient is mass spectrometry, which requires the ionization of the sample.
Electrospray ionization is prevalent technique that generates numerous charge states in the case
of large molecules. The effects of matrix components on the ionization of different
pharmaceutical products containing mAbs were found to be significant. The ionization of
cetuximab was promoted by the addition of acids, volatile organic solvents and the removal of
the detergent. Sample containing rituximab was injected into a capillary filled with formic acid.
The spectra recorded on the boundaries of the sample plug showed substantial improvement
compared to the bulk phase of the sample.

The ESI-MS spectra of monoclonal antibodies consist of many peaks corresponding to
different charge states thus, special data processing is required. A process called deconvolution
creates a zero-charge mass spectrum. This spectrum is similar to each differently charged peak
in the recorded spectrum but has higher signal-to-noise ratio and mass accuracy. This facilitates
the identification of peaks and determination of masses corresponding to the peak maxima. The
effects of parameters available in Bruker’s Maximum Entropy deconvolution algorithm were
investigated. The deconvoluted mass range should not be wider than necessary in order to
prevent satellite peak formation. A wider m/z range used for the deconvolution increases the
noise level in the deconvoluted spectra, on the other hand, narrowing m/z range decreases the
mass accuracy and can cause certain details of the spectrum to be lost. The accurate
determination of peak maxima requires smoothing of the spectra due to the noise present in the
acquired spectra. The extent of smoothing should be kept to a minimum as it affects the masses
of peaks. Baseline correction results in seemingly better resolution of the peaks, but also affects
the peak shape and maximum, therefore its usage should be avoided.

Three different deconvolution software were compared. The deconvoluted spectra
showed high similarity, the relative standard deviation of masses corresponding to peak maxima
were around 1 ppm. A deconvoluted spectrum of trastuzumab was compared to data from
literature and theoretical values. Masses corresponding to observed peaks were in most cases
~3 Da higher than their theoretical values, which most likely indicates inaccurate mass
calibration.

As conclusion, different matrix components affect significantly the ionisation of mAbs
and thus the acquired mass spectrum as well. The deconvolution parameters can have
considerable effects on the deconvoluted spectra, but different algorithms provide nearly

identical results.
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Mellékletek
Intens. g Ab_000006.d: +MS, 0.2 1.1min, Smoothed (0.01,100,GA) Mens & mab 000006.d: +MS, 0.2-1.1min, Smoothed (0.01,100,GA)
mAb_D00006.d: +MS, 0.2-1.1min, Smoothed (0.02,10,GA), P mAb_000006.d:+MS, 0.2-1.1min, Smoothed (0.02,10,GA), P
mAb_000006.d: +MS, 0.2-1.1min, Smoothed (0.03,5,GA), Df 2525 B mAb_000006.d: +Ms, 0.2-1.1min, Smoothed (0.03,5,GA), D
2500 of mAb_000006.d: +Ms, 0.2-1.1min, Smoothed (0.07,1,GA), D i mAb_000006.d:+MS, 0.2-1.1min, Smoothed (0.07,1,GA), DE
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M-1. abra: Kiilonboz6 modon simitott tomegspektrumok dekonvulalt spektrumai kiilonbozo
nagyitasban: narancs: 10 pont, 1 ciklus, kék: 5 pont, 5 ciklus; zéld: 2 pont, 10 ciklus; lila: 1
pont, 100 ciklus. (A lila spektrum a naranccsal teljesen egybe esik, ezért nem latszik.)

Intens g Ab_000006.d: +MS, 0.2-1.1min, Smoothed (0.03,5,GA), D Ntens & ab 000006.d: +MS, 0.2-1.1min, Smoothed (0.03,5,GA), DF
B mAb_000006.d: +MS, 0.2-1.1min, Deconvoluted (MaxEnt, 3 i mAb_000006.d:+MS, 0.2-1.1min, Deconvoluted (MaxEnt, 4’
] 700 ]
2500 n ]
] | | 600
2000 | [ ]
] | | ]
; l ||| 500
1500 | | | ]
: | I u
] 400 -
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] 300 3
500 1
] 200 ]
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—r T — 1 T 1 T —*1 1 1 1 —r—r 1 r 11 1 1 1| T T T T ] T 7
147800 148000 148200 148400 148600 m/z 147800 147850 147900 147950 m/z

M-2. dbra: A spektrum simitasa a dekonvolucio elétt (kék), és a dekonvolucio utan (narancs)
kiilonbozo nagyitasban. A simitas mindkét esetben Gauss tipusu volt: 5 pont szélességgel 5
ciklussal.
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