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SAZETAK. Peptidi su aktivni regulatori i prenositelji informacija, $to ih ¢ini zanimljivim za far-
maceutske svrhe. Mnogo je nacina proizvodnje peptida za komercijalnu farmaceutsku upotre-
bu, ali je naj¢esce koristen nacin sinteze onaj na krutom nosacu, sto u konacnici omogucava
sigurnost proizvoda.

U farmaceutskoj industriji tekucinska kromatografija i spektometrija masa primjenjuju se kao
odvojene ili pak kao vezane tehnike za kvantitativne analize, karakterizaciju oneciséenja, u
strukturnim analizama peptida te prilikom analize modifikacija proteina. MALDI i ESI su pri-
marne ionizacijske metode za prevodenje nehlapljivih biomolekula poput, primjerice, peptida
i proteina u plinovitu fazu. ESI se Cesto koristi kao poveznica izmedu tekucinske kromatografije
ili kapilarne elektroforeze i spekrometrije masa (kontinuirana analiza). Sto se ti¢e diskontinu-
irane analize, najcesce se koristi spektrometar masa MALDI-TOF. Navedena tehnika pogodna
je za analizu peptida netopljivih u vodenim fazama. Tehnikom MALDI moguce je analizirati di-
gestijom pocijepane i procis¢ene uzorke proteina koji su prethodno razdvojeni metodom gel-
elektroforeze ili uz pomoc¢ kapilarne zonske elektroforeze.

Kljuéne rijeci: ESI, MALDI, peptid, spektrometrija masa

ABSTRACT. Peptides are active regulators and information carriers in biological systems,
which makes them interesting for pharmaceutical purposes. Pharmaceutical peptides can
be manufactured in many ways but peptide production via solid phase peptide synthesis is
commonly used because of final product safety.

Liquid chromatography and mass spectrometry have been successfully employed in phar-
maceutical industry both as separated or hyphenated techniques for quantitative analysis,
characterization of impurities, structure analysis of peptides, and for peptide/protein modi-
fication determination. Mass spectrometry ionization techniques MALDI (Matrix-assisted la-
ser desorption/ionization) and ESI (Electrospray ionization) are primary ionization tech-
niques for converting nonvolatile biomolecules like peptides or proteins, into a gas phase.
ESI-MS is often coupled on-line with liquid chromatography or capillary electrophoresis
while MALDI-TOF MS is used as off-line technique. Also, MALDI is suitable for analysis of
water insoluble peptides. Additionally, it is possible to use MALDI in the off-line mode for
analyzes of protein samples after protein digestion and purification which have been sepa-
rated either by gel electrophoresis or capillary zone electrophoresis.

Key words: ESI, MALDI, mass spectrometry, peptide
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uvoD

Spektrometrija masa (MS) je analiticka metoda
kojom se nakon ionizacije kvalitativno i kvantita-
tivno analiziraju nastali ioni. Spektometrija masa
koristi se za odredivanje strukture organskih tva-
ri, za odredivanje slijeda aminokiselina peptida,
oligopeptida, proteina?, kao i analizu poslijetran-
slacijskih modifikacija?. Takoder je vazna za de-
tekciju, identifikaciju i kvantifikaciju malih farma-
ceutskih molekula® i biopolimera, te njihovih
metabolita i degradacijskih produkata®. Radi veli-
ke osjetljivosti spektrometara masa mogude je
analizirati subpikomolarne koli¢ine peptida i pro-
teina®, $to omogucava analizu izrazito malih volu-
mena uzorka®. Kontinuirane (tzv. on-line) vezane
tehnike spektrometrije masa razvijene su sa svr-
hom analize uz izrazito malo gubitka uzorka.
Spektrometrija masa kontinuirano je povezana s
tekucinskom kromatografijom, kapilarnom zon-
skom elektroforezom ili mikrocipovima. lako su
kontinuirane tehnike vremenski manje zahtjevne,
u mnogo slucajeva potrebno je koristiti diskonti-
nuirane (tzv. off-line) tehnike radi metodoloskog
ogranic¢enja. Diskontuiranim tehnikama smatraju
se nanosprej-MS i MALDI (-PSD)-MS’.

Vezani sustav tehnika tekucinske kromatografije i
tandemne spektrometrije masa (LC-MS/MS)
predstavlja dodatnu mogucnost analize iona, s ci-
liem da se poboljsa separacija ili dodatna fra-
gmentacija iona, kako bi se na temelju dobivenih
spektara masa odredila struktura analiziranog io-
naé.

Dvije ionizacijske tehnike koje se najcesce koriste
za analizu peptida su ionizacija elektrorasprse-
njem (ESI) i matricom pomognuta ionizacija uz
desorpciju laserskim zracenjem (MALDI).

PEPTIDI U FARMACEUTSKOJ INDUSTRUJI

Peptid je kratki lanac aminokiselina medusobno
povezanih peptidnim vezama. U osnovici grade
peptida i proteina karboksilna skupina jedne ami-
nokiseline kovalentno je vezana s amino-skupi-
nom druge aminokiseline. Sto se ti¢e duljine poli-
peptidnog lanca, klasifikacijska granica izmedu
peptida i proteina nije strogo odredena®*, prem-
da se makromolekule molekularne mase vece od
6.000 Da smatraju proteinima®. Peptidi imaju vaz-
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nu ulogu u fizioloSkim procesima koji se odvijaju
u tijelu. Oni su aktivni regulatori i nositelji infor-
macija Sto ih ¢ini zanimljivim za farmaceutsku
uporabu®. Prednosti i nedostaci koristenja pep-
tidnih lijekova navedeni su u tablici 1.

Za proizvodnju peptida i proteina dostupne su ra-
zlicite tehnike: proizvodnja rekombinantnom teh-
nikom DNA?, proizvodnja u transgenim biljkama i
Zivotinjama!*®3, te dobivanje kemijskom sintezom
(najcescée sintezom na krutom nosacu)®. Automa-
tizirana sinteza peptida na krutom nosacu (SPPS)

Spektrometrija masa (MS) je analiticka metoda kojom
se nakon ionizacije kvalitativno i kvantitativno analizira-
ju nastali ioni. Koristi se za odredivanje strukture organ-
skih tvari, za odredivanje slijeda aminokiselina peptida,
oligopeptida, proteina i analizu poslijetranslacijskih mo-
difikacija. Vazna je i za detekciju, identifikaciju i kvantifi-
kaciju malih farmaceutskih molekula i biopolimera, te
njihovih metabolita i degradacijskih produkata. Radi ve-
like osjetljivosti spektrometara masa moguce je analizi-
rati subpikomolarne koli¢ine peptida i proteina, Sto
omogucava analizu izrazito malih volumena uzorka.

omogucava rutinsku sintezu peptida. Peptidi do-
biveni sintezom na krutom nosacu nisu kontami-
nirani patogenim proteinskim dijelovima iz stani-
ce domadina niti sadrie molekule iz stanica
domacina koje bi mogle izazvati imunokemijske
reakcije. Merrifieldovom sintezom moguce je ru-
tinski sintetizirati peptide do 60 aminokiselina.
Sinteza vedih peptida mogucda je zasebnom sinte-

Tablica 1. Prednosti i nedostaci koristenja peptidnih lijekova

Table 1. Advantages and disadvantages of peptide drugs

Prednosti Nedostaci

Aktivnost Smanjena stabilnost

Visoka specifi¢nost Problem transporta kroz
membrane

Mali udio nespecificnog vezanja Skupa sinteza (sinteza na krutom
nosacu)

Minimizacija interakcije s drugim Topljivost

lijekovima
Mala akumulacija u tkivu Imunogene reakcije
Smanjena toksi¢nost Brzo nestaju iz tijela
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zom pojedinih fragmenata peptida, te njihovom
kemijskom ligacijom u vodenoj otopini pri neutal-
nom pH. Tehnikom SPPS moguce je sintetizirati
peptide koji sadrZze “neprirodne” aminokiseline4,
kao i ciklicke peptide®. MALDI-TOF instrument
najprikladniji je za analizu zasti¢enih peptida. lo-
nizacija uzorka dogada se direktno na uzorku u
Cvrstoj fazi, ¢ime se zaobilazi slaba topljivost u
vodenim puferima. TOF analiza idealna je za ana-
lizu intaktnih analita visoke molekulske mase
(npr. 7.000 Da). Prisutnost soli u analitu naj¢esée
ne ometa analizu MALDI, ve¢ se detektiraju aduk-
ti s ionima metala®®.

PRIPREMA UZORAKA PEPTIDA ZA ANALIZU

Analiza peptida moguca je u sirovinama, gotovim
proizvodima, kao i u klinickim uzorcima poput se-
ruma, plazme ili tkiva. Prvi korak u analizi peptid-
nih pripravaka je njihova izolacija iz bioloskih uzo-
raka, odvajanje od matriksa i ukoncentriravanje.
Najcesce se za pripremu uzoraka koriste precipi-
tacija, ekstrakcija na Cvrstoj fazi, imunoprecipita-
cija ili ultrafiltracija’’*®. Upotreba tehnika MALDI
ili ESI ovisi o prirodi uzoraka, nacinu priprave i ¢i-
stoéi uzoraka®. Tehnika analize MALDI zahtijeva
najmanju koli¢inu analita od svih tehnika analize
peptida i proteina, pa su, primjerice, moguce
analize femto molova proteina®.

PRIPREMA UZORKA ZA ANALIZU TEHNIKOM
MALDI

MALDI je tehnika ionizacije analita koja ukljucuje
desorpciju prije ionizacije. Uzorak se mijesa s ma-
tricom koja ima dvojaku ulogu; adsorbira energiju
lasera i ionizira molekule najcesce sluzeci kao do-
nor ili akceptor protona. Odabir matrice, kao i
metode za depoziciju uzorka na MALDI plocicu
vazne su za uspjes$nu analizu®. Tehnikom MALDI
uglavnom nastaju jednostruko nabijeni ioni. Bu-
duci da se radi o pulsnoj tehnici, najcesce se po-
vezuje s analizatorom masa koji mjeri vrijeme leta
(TOF), ali je mogude i povezivanje s analizatorima
koji skladiste ione, primjerice ionska stupica (IT)*
i analizator ionsko-ciklotronske rezonancije uz Fo-
urierovu transformaciju (FT ICR)%.

Matriks efekt (interferencija analize nehlapljivim
puferima, solima, organskim otapalima, deter-
gentima) kritican je za pripremu uzoraka ovom
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tehnikom. Detergenti su, kao i puferi, vazni za to-
pljivost, stabilnost, odrzavanje funkcije i stabiliza-
ciju peptida, te su najcesée sastavni dio uzorka.
Bududi da navedena onecis¢enja smanjuju inten-
zitet iona ali utjeCu na toc¢nost i preciznost meto-
de, uzorke je prije analize potrebno prodistiti ne-
kom od kromatografskih tehnika (najcesée
kromatografijom obrnutih faza)?*?*. Kontinuirano
povezivanje tekucinske kromatografije i tehnike
MALDI nije moguce, vec se nakon kromatografije
eluat iskapava na MALDI ploc€icu. Osim tekucinske
kromatografije, za pripremu uzoraka koji sadrze
male koli¢ine analita koriste se ekstrakcija na ¢vr-
stoj fazi'®* ili na mikrokolonama® (tehnike Zip-
Tip ili Spin Column) ¢iji je princip rada zasnovan
na kromatografskom odjeljivanju.

PRIPREMA UZORKA ZA ANALIZU TEHNIKOM
ESI

Elektrorasprsenje je jedan od najzastupljenijih
nacina ionizacije u vezanom sustavu LC-MS i kom-
patibilno je sa svim analizatorima masa. Osim s
tehnikom LC, ionizacija elektrorasprienjem kom-
patibilna je i s kapilarnom zonskom elektrofore-
zom (CZE)?'. Sto se tice otapala, za ESI je dozvolje-
na upotreba vodenih, kao i mnogih organskih
otapala, te hlapljivih pufera. Tehnikom elektro-
rasprsenja nastaju viSestruko nabijeni ioni, Sto
omogucduje njihovo detektiranje i spektrometri-
ma masa malog mjernog podrucja m/z’ (npr. m/z
100 — 1.800). Kao analizatori masa najprimjenjivi-
ji su kvadrupolni analizator (jednostruki ili tro-
struki) i stupica iona®?.

Elektrorasprsenje je ionizacijska tehnika kojom je
moguca analiza makromolekularnih kompleksa u
plinovitoj fazi bez narusavanja njihovih medusob-
nih nekovalentnih interakcija. Za razliku od tehni-
ke MALDI, ESI je tehnika osjetljivija na kontami-
naciju uzorka solima, kaotropima i detergentima,
koji mogu tvoriti klustere, adukte s molekulama
analite ili jednostavno ometaju nastajanje stabil-
nog spreja®. Radi navedenih razloga prije ioniza-
cije elektrorasprsenjem uzorci se najcesce razdva-
jaju tekuc¢inskom kromatografijom obrnutih faza
(kontinuirana analiza), a potom detektiraju spek-
trometrijom masa. Kontinuirana analiza omogu-
¢ava automatizaciju i rutinsku analizu vise uzora-
ka uzastopno.
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A. Horvati¢, M. Cindri¢: Analiza farmaceutskih peptida spektrometrijom masa

PRIMJENA SPEKTROMETRIJE MASA
U ANALIZI PEPTIDNIH LJEKOVA

KVANTIFIKACIJA

U farmaceutskim istraZivanjima kvantitativno
odredivanje peptida vazno je za stabilitetne stu-
dije. Ispitivanje stabilnosti peptida u bioloskim
uzorcima temelj je za shvacanje metabolizma i
enzimske kinetike. Analiza farmakokinetickih po-
dataka vezanih za resorpciju tvari, distribuciju,
vezanje proteina i eliminaciju in vivo zahtijeva
vremenski ovisno odredivanje koncentracije pep-
tida u plazmi. Odredivanje Cistoce uzorka za kon-
trolu kvalitete sinteze i proizvodnje peptida tako-
der zahtijeva kvantifikacijske metode®°.

U svrhu kvanifikacije peptida najcesce se koristi
vezana tehnika LC-MS za pracenje odabranih iona
(engl. Selective lon Monitoring, SIM)** ili viSestru-
kih reakcija (engl. Multiple Reaction Monitoring,
MRM)32, Veéina kvantitativnih analiza spektrome-
trijom masa ukljucuje ESI tehniku ionizacije. Ako
se kao analizator koristi kvadrupol, SIM je najbolji
izbor za kvantifikaciju. Najveéa prednost SIM na-
Cina je povedanje omjera signala i Suma; s/n*.
MALDI se takoder moze koristiti za kvantitativna
mjerenja. Fluktuaciju intenziteta signala uzroko-
vanu nehomogenmom distribucijom analita mo-
guce je znacajno reducirati izotopnim obiljeZava-
njem molekula kemijski jednakih (ili sli¢nih)
analitu. Ovako oznacene molekule koriste se kao
interni standardi®.

I

IDENTIFIKACUA | STRUKTURNA
KARAKTERIZACIJA

Kontrola oneciséenja tijekom i nakon proizvodnje
kritican je parametar. Spektrometrijom masa mo-
guce je pratiti neuklonjena procesna onecis¢enja
prisutna u vrlo malim koli¢inama, kao i ona nasta-
la degradacijom3*3°,

Identifikacija peptidnih onecis¢enja temelji se na
sekvencioniranju peptida. Peptidna fragmentacija
inducirana je kolizijom iona s atomima ili moleku-
lama inertnih plinova. Buduci da je najcescée za
pucanje peptidne veze potrebna najmanja kolizij-
ska energija, upravo je to reakcija koja se favorizi-
rano dogada u ionu prekursoru®. loni peptida na-
stali fragmentiranjem iona prekursora mogu se
podijeliti u dvije osnovne skupine: na one koji su
nastali cijepanjem jedne ili viSe veza okosnice
peptidnog lanca i na one nastale cijepanjem oko-
snice peptidnog lanca i cijepanjem bocnog ogran-
ka®. Prihvaéenu nomenklaturu nastalih fragmen-
tnih iona predlozili su Roepstorff i Fohlman®®, a
kasnije ju je modificirao Biemann®. Tip iona u
MS/MS spektru ovisi o primarnoj sekvenci pepti-
da, kao i o energiji potrebnoj za pucanje peptidne
veze. Fragmentaciju je moguce detektirati ako
nastanu najmanje jednostruko nabijeni ioni. Uko-
liko je naboj zadrzan na N-terminalnom kraju, na-
staju ioni tipa a, b i c. Zadrzavanje naboja na C-
terminusu rezultira nastankom x, y i z iona
(slika 1).

ks

Slika 1. Shematski prikaz fragmentacije peptida a, b, ¢, kao i x, y i z serije. Indeks oznacava broj aminokiselinskih

ostataka u nastalom ionu.

Figure 1. Fragmentation of peptides of a,b,c, and x,y,z series. Index points the number of aminoacids in the newly

formed ion.
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KEMIJSKE MODIFIKACIJE PEPTIDA I
PROTEINA

Radi poboljsanja farmakoloskih i farmakokinetic¢-
kih svojstava peptidnih ili proteinskih lijekova (po-
vecanje topljivosti, dulje zadrzavanje u krvotoku,
stabilizacija proteina s obzirom na proteoliticku
razgradnju, smanjenje imunogenosti i sl.) farma-
ceutski peptidi i proteini se kemijski modificiraju
vezanjem polisaharida (npr. HES)®3°, polietera
(npr. PEG)* ili biopolimera®.

Kvantitativno odredivanje peptida vazno je za stabilitet-
ne studije u farmaceutskim istrazivanjima. Ispitivanje
stabilnosti peptida u bioloskim uzorcima temelj je za
shvac¢anje metabolizma i enzimske kinetike. Analiza
farmakokinetickih podataka vezanih za resorpciju tvari,
distribuciju, vezanje proteina i eliminaciju in vivo zahti-
jeva vremenski ovisno odredivanje koncentracije pepti-
da u plazmi. Odredivanje Cistoée uzorka za kontrolu
kvalitete sinteze i proizvodnje peptida takoder zahtijeva
kvantifikacijske metode.

HES (engl. Hydroxyethyl starch) je sintetski derivat
amilopektina. Komercijalno je dostupan u razli¢itim
molekulskim masama i stupnjevima supstitucije, a
za razliku od dekstrana smanjuje mogucnost anafi-
lakticke reakcije. Vezanjem navedene molekule na
peptid omogucava se dulji poluzivot peptidnog lije-
ka u krvotoku, te njegova sporija degradacija®. PEG
(engl. Polyethylene glycol) je monodisperzan (vrlo
uzak raspon molekulskih masa) ili polidisperzan (si-
rok raspon molekulskih masa) polieter molekulske
mase 300 — 10.000. Zbog multivalentnosti peptida i
proteina poZeljno je da se za konjugaciju koristi PEG
koji sadrzi samo jednu reaktivnu skupinu®. Tzv. PE-
Gilacija, tj. vezanje jedne ili viSe molekula polietil-
englikola, ucinkovita je metoda za produljivanje cir-
kulacije peptida u krvotoku*’, pri ¢emu se peptid
stiti od degradacije enzimima®. Nasuprot vezanju
Secera, Skroba ili polietera, vezanje biopolimera
(npr. humanog albumina iz seruma) na pojedini
peptid ili protein omogucéava komercijalnu proi-
zvodnju fuzijskih peptida i proteina tehnikom re-
kombinantne DNA*.

Modifikacije peptida dodatno mogu podrazumi-
jevati ciklizaciju, vezanje neprirodne aminokiseli-
ne ili signalne molekule. Komercijalno dostupni i
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na ovaj nacin modificirani peptidi sintetizirani su
tehnikom sinteze na krutom nosacu®.

Analiza kemijski modificiranih peptida svodi se na
odredivanje broja vezanih molekula, kao i vezno
mjesto molekule, efikasnost vezanja, postrane
nepozeljne reakcije kao i moguce promjene no-
vonastale makromolekule u vremenu.
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POPIS KRATICA

CZE

ESI

Kapilarna zonska elektroforeza /
Capilary zone electrophotresis

lonizacija elektrorasprsenjem /
Electrospray ionization

FT ICR Analizator ionsko-ciklotronske rezonancije uz

HES

LC

Fourierovu transformaciju /
Fourier transform ion cyclotron resonance

Hidroksietil — Skrob / Hydroxyethyl starch
lonska stupica / lon trap

Tekucinska kromatografija /
Liquid chromatography

MALDI Matricom pomognuta ionizacija uz desorpciju

laserskim zracenjem / Matrix assisted laser
desorption ionization

MRM  Pracenje viSestrukih reakcija /

MS
PEG
PSD

SIM

Multiple reaction monitoring
Spektrometrija masa / Mass spectrometry
Polietilenglikol / Polyethylene glycol
Poslijeionizacijska fragmentacija /

Post source decay

Pradenje odredenih iona /
Selective ion monitoring

SPPS  Sinteza peptida na krutom nosacu /

TOF

Solid phase peptide synthesis

Analizator koji mjeri vrijeme leta / Time of flight
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