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Peptidilddkkeiden suosio on kasvanut muutaman viime vuosikymmenen aikana huomattavasti
ja on lupaava tulevaisuuden alue lddkekehityksessd. Peptidilddkkeet ovat peptideji, joilla on
jokin farmaseuttinen kayttotarkoitus. Peptideilld on taipumus aggregoitua, jossa viirin
laskostuneet peptidit kerddntyvdt ja kasautuvat yhteen. Peptidilddkkeiden tapauksessa
aggregointia pyritddn estimddn, silld se voi johtaa lddkkeen tarkoitetun vaikutuksen
heikkenemiseen ja mahdollisesti myrkyllisyyden lisddntymiseen. Néin ollen peptidilddkkeiden

aggregaation arviointi on tidrkedd niiden tehokkuuden ja turvallisuuden varmistamiseksi

farmaseuttisessa kehityksessa ja lopullisessa tuotteessa.

Tama tutkielma perehtyy peptidilddkkeiden 16ytdmiseen, mitd peptidien aggregaatio on, miten
sithen voidaan vaikuttaa ja minkd takia se on olennaista peptidilddkkeiden kehityksessa.
Padasiana kdyddan ldpi erilaisia menetelmid, joita voidaan kayttdd peptidilddkkeiden
aggregaation arvioimiseen. Tutkielmassa kdydéadn lipi spektroskooppisia menetelmid, kuten
UV-vis-absorptiota ja fluoresenssispektroskopiaa, jotka ovat helppoja ja nopeita tapoja
tunnistaa  aggregaatteja. Toiseksi kisitellddn  kromatografisia menetelmid, kuten
epasymmetristd virtauskentéin virtausfraktiointia (AF4) ja geelisuodatusta (SEC), jotka
mahdollistavat aggregaattien kvantitatiivisen analyysin ja erottelun monimutkaisissa seoksissa.
Lisdksi perehdymme dynaamisen valon sirontaan (DLS), kiinted-tilan ydinmagneettiseen
resonanssiin (ssSNMR) ja transmissioelektronimikroskopiaan (TEM), jotka tarjoavat tietoa
aggregaatin koosta ja rakenteesta. Késittelemme kunkin menetelmén etuja ja haittoja, ja miten
oikean menetelmén valinta riippuu esimerkiksi nidytteiden mairésté ja konsentraatiosta.

Avainsanat: peptidildédke, aggregaatio, spektroskopia, geelisuodatus, dynaamisen valon
sironta
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1. Lyhenneluettelo

GLP-1 = Glukagonin kaltainen peptidi 1

SPPS = Kiinted-faasi peptidi synteesi

LPPS = Neste-faasi peptidi synteesi

PPI = Proteiini-Proteiini vuorovaikutus

ThT = Tioflaviini T

ssNMR = Kiinteé-tila ydinmagneettinen resonanssi
SEC = Geelisuodatus

DLS = Dynaaminen valonsironta

TEM = Transmissioelektronimikroskopia

AF4 = Epdasymmetrinen virtauskentén virtausfraktiointi

MALS = Monikulmavalonsironta



2. Johdanto

Peptidi on ketju aminohappoja, jotka ovat sitoutuneet toisiinsa peptidisidoksin. Niiden
molekyylipaino on 500-10,000 Da luokkaa, joka vastaa noin 5-100 aminohappoa. Tatd
raskaampia molekyyleja kutsutaan proteiineiksi. Peptidilddkkeet ovat peptideji, joilla on jokin
farmaseuttinen tarkoitus. Ne ovat myos biologisia lddkkeits, joiden médritelméd on valmiste,
joka sisdltdd terveen elimiston tuottamaa ainetta. Peptidilddkkeet saapuivat ladkealalle 1920-
luvulla insuliinin 16ytdmisen ja kehittimisen kautta. Siitd ldhtien peptidilddkkeitid on kehitetty
useita kymmenid, ja lddkkeitd on sovellettu monien sairauksien, kuten sydvin hoitoon.
Peptidien puhdistukseen ja synteesiin, rakenteen selvittimiseen ja sekvensointiin kiytetyt
tekniikat ovat edistyneet merkittdvasti mikd on helpottanut peptidilddkkeiden kehitysta.
Kiinted-faasi peptidi synteesi (SPPS) on nopeampi, tehokkaampi ja taloudellisempi tapa
syntetisoida peptidejd verrattuna aikaisempaan suosittuun neste-faasi peptidi synteesiin
(LPPS). SPPS mahdollistaa pidempien peptidien synteesin (yli 5 aminohappoa), ja
yliméddrdisten reagenssien kdyttod, jotka nopeuttavat reaktioita. Nima reagenssit voidaan myos
poistaa helpommin verrattuna LPPS:sddan. SPPS on suosittu teknologia syntetisoida

peptidiladkkeita.

Aggregaatio on luonnollinen ilmi6 kaikille proteiineille ja peptideille. Tatd 1lmiotd yleisesti
pyritddn valttdmédn tai estdimédn, silld muodostuneet aggregaatit voivat johtaa ei haluttuihin
vaikutuksiin. Esimerkiksi elimiston sisdisessd aggregaatiossa muodostuneet proteiini
aggregaatit ehdotetaan olevan osallisena lukuisiin sairauksiin, kuten Alzheimerin ja
Parkinsonin tautiin. Peptidilddkkeiden tapauksessa aggregaatiota pyritddn valttdmaan, silld se
voi johtaa peptidilddkkeen tarkoitetun vaikutuksen heikkenemiseen ja mahdolliseen
myrkyllisyyteen. Koska aggregaatio voi mitétdida peptidilddkkeen farmaseuttiset vaikutukset,
sen estdminen lisdd tuotteen elinikdd. Aggregaatio voi johtaa lukuisiin ei-haluttuihin
vaikutuksiin, joten aggregaation arviointi ja sen prosessin ymmairtdminen on tidrked alue

peptidilddkkeiden kehitykselle.

Aggregaattien analyysiin on kehitetty wuseita mittausmenetelmid. Spektroskooppiset
menetelmdt, kuten UV-vis ja fluoresenssi, ovat nopeita tapoja peptidien arviointiin. Naitd

menetelmid voidaan suorittaa pienelld ndyteméaérilld, ja niiden toteutus ja saatavuus verrattuna



monimutkaisempiin menetelmiin, kuten ssNMR:ddn, tekevét niistd ensimmadisen valinnan
aggregoinnin arviointiin. ssNMR on erityisen hyvd ldhestymistapa aggregaattien
rakenneanalyysiin ja biologisten jarjestelmien dynaamisen tiedon saamiseen. Kun halutaan
kuvantaa aggregaatteja, kryo-transmissio-, ldhetys- ja pyyhkiisyelektronimikroskoopit ovat
arvokkaita metodeja. Nami kuvantamistyokalut antavat tietoa morfologiasta ja topologiasta.
Yleensd kuvantamista edeltdd aggregaattien erottaminen, joka voidaan suorittaa esimerkiksi

geelisuodatuksella.

Paatos siitd, mitd menetelmid kéytetddn, riippuu pitkalti laboratoriolaitteiden saatavuudesta ja
arvioinnista mité analyysia aggregaateista halutaan suorittaa. Tassé ty0ssé tullaan késitteleméén
useita menetelmid, joita voidaan kdyttimadn aggregaattien eri ominaisuuksien analyysiin, ja
mitd asioita tulee harkita ndytteiden valmistamisessa. Tarkoituksena on kehittdd ymmarrysté
milld tavoin menetelmdt kéyttavit peptidien ja niistdi muodostuneiden aggregaattien

ominaisuuksia hyviksi mittausten mahdollistamiseksi.

3. Peptidilddkkeet

Peptidi on pienikokoinen aminohappoketju, joka yleensd koostuu alle 50 aminohaposta. Sen
rakenne voi olla stabiloitu esimerkiksi kovalenttisesti kahden kysteiinin rikkiatomien valilla
muodostuneella disulfidisidoksella tai tyypillisilli ei-kovalenttisilla vuorovaikutuksilla.'
Peptideitd kdytetddn lddkkeind niiden ominaisuuksien vuoksi, ja koska niilld on luonnollisesti
biologisia tehtdvid ihmiskehossa. Kehossa ne voivat toimia esimerkiksi agonistina,
antagonistina, modulaattorina, véilittdjand, hormonina ja entsyymi-inhibiittorina. Nédiden
tehtdvind on valittdd biokemiallinen viesti kohteelle, josta aiheutuu erilaisia biologisia
vaikutuksia. Peptidilddkkeitd voidaan syntetisoida tdyttdimddn jonkin néistd tehtdvista.
Esimerkiksi, jos kahden proteiinin vélistd vaikutusta halutaan estdd, peptideja voidaan

syntetisoida proteiinivuorovaikutuksen inhibiittoreiksi.

Peptidilddkkeet voidaan jakaa kolmeen kategoriaan: natiivi, analogi ja heterologi. Natiivi
peptidi on kéytdnndssd sama kuin kehon Iluonnostaan tuottama peptidi. Useimmat
peptidilddkkeet kuuluvat tihdn kategoriaan, silli ndmad jiljittdvét jotain kehon tunnettua
peptidid kohteeltaan ja vaikutukseltaan. Esimerkki natiivista peptidistd on hormoni insuliini,

jota haima tuottaa normaalissa toiminnassa. Analogi on peptidi, jolla on sama kaytttarkoitus



kuin jollain natiivilla peptidilld, mutta sitd on modifoitu parantaakseen sen ldédkeominaisuuksia.
Modifointi kdytdnndssd tarkoittaa aminohapon vaihtamista toiseen. Insuliinista on johdettu
analogeja, jotka ovat esimerkiksi pitka- tai nopeavaikutteisia. Heterologit ovat peptidejé, jotka
ovat tdysin itsendisid natiiveista peptideistd. Naméa peptidit 10ydetddn esimerkiksi faagindyton
kautta, kuten romiplostiimi, jota kiytetifin immunologisen trombosytopenian hoitoon.

Peptideji myds voidaan kiyttii erilaisten lidikeaineiden kuljetukseen.’

Ymmérrys peptidien hyvisti ja huonoista ominaisuuksista auttaa ladkekehityksessé, varsinkin
kun tiedetddan mihin tarkoitukseen jotain lddkettd halutaan valmistaa. Peptidien
pienikokoisuuden vuoksi peptideilld on suuri sitoutumisaffiniteetti ja korkea kohdespesifisyys.
Tama spesifisyys ja peptidien tapa olla kerddntyméttd sisdelimiin véhentdvét sivuoireiden
ilmenemistd.? Huonoa puolina peptidildikkeilld on heikko stabiilisuus in vivo ja ne poistuvat

kehosta nopeasti. Peptidilddkkeiden merkittdvat hyvit ja huonot puolet on listattu taulukkoon

1.

Taulukko 1. Peptidiladkkeiden hyvit ja huonot ominaisuudet.

Hyviit ominaisuudet Huonot ominaisuudet
Korkea vaikutusteho Metabolinen epavakaus
Korkea kohdespesifisyys ja Heikko kalvon ldpéisevyys
selektiivisyys
Laaja kohde valikoima Huono oraalinen hyo6tyosuus
Alhainen myrkyllisyys Huono liukoisuus
Viéhan haittavaikutuksia Nopea poistuminen
Alhainen kertyminen kudoksiin Korkeat valmistuskustannukset
Korkea biologinen ja kemiallinen Huono aktiivisuus

monimuotoisuus



2.1 Peptidiladkkeiden 1oytdminen

Useimmat peptidilddkkeet jaljittdvit jotain peptidid, jota keho tuottaa normaalissa toiminnassa.
Peptidilddkkeiden kehityksen ensimmadisid strategioita oli kdyttdd hyvéksi luonnollisia
peptidejd, joiden toiminnat tiedettiin hyvin. Tdémi johti ensimmdiiseen peptidildikkeeseen,
insuliiniin, joka séitelee ihmisen verensokeritasoja. Diabetesta voidaan my0s hoitaa
stimuloimalla kohteita, kuten GLP-1 reseptoria, joka lisd4 insuliinin tuotantoa. GLP-1
reseptorin agonisteista on johdettu useita analogisia peptidilddkkeitd, joiden tarkoituksena on

parantaa agonistin vakautta.

Peptidilddke-ehdokkaiden 16ytdmiselle on kehitetty “peptidien rationaalinen suunnittelu”-
teknologia, joka perustuu PPIl:iden tunnettuun kiderakenteeseen.! PPI tarkoittaa proteiini-
proteiini vuorovaikutusta, yleisimmin tarkoittaen osallistumista soluviestinndn sditelyyn.
Peptidien rationaalinen suunnittelu, kdyttden laskennallista analyysia, pystyy tunnistamaan
aminohappoja, jotka esiintyvdt kahden vuorovaikutuksessa olevan proteiinin pinnalla.
Pienempiin molekyyleihin verrattuna, peptidit ovat parempia PPI:iden estd;jid tai aktivaattoreja.
Tamai on koska peptidit ovat suurempia molekyyleji ja niilld on joustavampi runko pienempiin

molekyyleihin verrattuna.

Toisena peptidiladkkeiden 16ytdmisteknologiana kéytetddn faagindyttod. Menetelma perustuu
bakteriofagien, eli bakteereja infektoivien virusten, kykyyn esittdd peptidisekvenssejd niiden
pinnalla. Niistd faageista ilmenee suuri mééri erilaisia peptidisekvensseji, joita sitten voidaan
inkuboida kohdemolekyylin kanssa. Peptidit erotetaan ei-sitoutuvista, ja sitoutuvien peptidien
ladkinnéllisid mahdollisuuksia voidaan tutkia. Faagindyttdd on kédytetty muun muassa GLP-1

reseptorin agonistin analogien 16ytimiseen.'

Yleisesti peptidilddkkeiden kehitys prosessi alkaa kohteen identifioinnilla ja kohteen
fysiologisen roolin ymmaértamiselld. Kohteen tietdmisen jilkeen arvioidaan, tunnetaanko jokin
natiivi peptidi, joka tiedetdén sitoutuvan haluttuun kohteeseen. Jos kohteella ei ole tunnettua
natiivia peptidid, tutkitaan, miten peptidilddkettd voidaan kehittdd siten, ettd se olisi

vuorovaikutuksessa kohteen kanssa halutulla tavalla. Potentiaalisia peptidilddkkeitd



syntetisoidaan ja testataan joko in vitro tai in vivo. Testauksessa arvioidaan, sitoutuuko
peptidildéke kohdemolekyyliin ja toimiiko se halutulla tavalla. Potentiaalisia peptidilddkkeita,
jotka ldpdisevdat ensimmdisen testin, on mahdollisuus optimoida muuttamalla niiden
aminohappoketjuja. Kéytinnossd tdmé tarkoittaa yhden aminohapon vaihtamista toiseen.
Optimointi voi parantaa selektiivisyyttd, stabiilisuutta ja muita farmakologisia ominaisuuksia.
Peptidia muokataan siten, ettd peptidin vuorovaikutus halutun kohteen kanssa olisi
mahdollisimman vahva ja spesifinen, jotta peptidilddkkeen haittavaikutukset ovat vihiiset tai

jotta se vaikuttaa halutulla nopeudella, kuten insuliinin kohdalla.

Peptidiladkkeiden synteesiin kéytetddn yleisimmin SPPS teknologiaa. SPPS on sykli, jossa
aminohappojen karboksyyliryhmé kiinnitetdén kiinteddn polymeerihartsiin. Polymeerihartsin
tarkoitus on viedd aminoryhmin tai vapaat karboksyyliryhmit peptidin C-terminaaliin (C-
terminaali on aminohappoketjun loppu, jossa on karboksyyliryhmé). Aminohappojen
amiiniryhmit suojataan erilaisilla kemiallisilla ryhmilld, jotka poistetaan synteesin lopussa.
Poistaminen tapahtuu, koska ne voivat aiheuttaa aggregaatiota ja ovat epdpuhtauksia
peptidilddkkeessd.  SPPS:11d saadaan aikaan  tarkasti  kontrolloitu ja  tehokas
peptidilddkesynteesi, mikd on erityisen tirkedd ladkekehityksessd, koska peptidilddkkeiden
puhtaus ja tarkka sekvenssi ovat kriittisid sen biologisen aktiivisuuden ja turvallisuuden

kannalta.

2.2 Aggregaatio

Ajan kuluessa tai olosuhteiden muuttuessa, peptidien rakenne voi destabiloitua, joka voi johtaa
aggregaatioon. Aggregaatiota voidaan yleisesti kuvata prosessina, joka johtaa peptidien
kasautumiseksi useiksi polypeptidiketjuiksi, jotka voivat olla oligomeereja tai fibrilleja. Tama
prosessi on havainnollistettu kuvassa 1. Peptidiladkkeessd aggregaatit voivat johtaa
vaikutuksen heikkenemiseen ja mahdollisesti myrkyllisyyden lisddantymiseen. Olosuhteet kuten
paine, lampotila ja agitaatio kaikki vaikuttavat aggregaatioon. Fysikaalisten parametrien lisdksi
aggregaatioon vaikuttavat aminohapposekvenssi, konsentraatio, pH, nettovaraus, pinnat ja
epipuhtaudet.® On huomioitavaa tutkimuksen kannalta, etti aggregaattien koko ja muoto voivat
vaihdella niitd aiheuttamien olosuhteiden mukaan. Kaytinndssa tdmé tarkoittaa muodostuuko

jarjestiytyneitd vai epdjédrjestyneitd aggregaatteja.
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Q
O # Peptidiaggregaatti

Viirin laskostunut peptidi ~

Laskostettu peptidi

Amyloidifibrilli

Kuva 1. Peptidilddkkeiden aggregaattien muodostuminen. Peptidin rakenne muuttuu, jolloin se voi
muodostaa aggregaatteja, esimerkiksi olosuhteiden vaikutuksista. Vadrin laskostunut peptidi voi joko
muodostaa peptidiaggregaatteja tai amyloidifibrillejd. Peptidiaggregaatit ovat vdirin laskoistuneiden
peptidien kasaantumia. Amyloidifibrillit ovat liukenemattomia vesipitoisiin ympéristéihin ja
muodostuvat B-levyrakenteista.

2.3 Aggregaatioon vaikuttaminen

Peptidien konsentraatiolla on huomattava vaikutus peptidien fyysiseen vakauteen ja siten
aggregaatioon. Korkeat konsentraatiot tuovat esiin ongelmia kuten hapettumista, deamidointia
ja aggregaatiota, jotka kaikki vaikuttavat peptidin vakauteen. Monet kineettiset tutkimukset
ovat osoittaneet ydintymis-polymerisaatiomekanismin tapahtuvan korkeissa konsentraatioissa,
joka johtaa amyloidifibrillien muodostumiseen. Ydintymis-polymerisaatiomekanismin
ydintymis vaiheessa monomeerit tulevat yhteen muodostaen ytimen. Tdmén jilkeisessd
polymerisaatiossa lisdd monomeerejd liittyy ytimen péihin. On todistettu, ettd alhaisissa
konsentraatiossa  ydintymis-polymerisaatiomekanismi ei ole merkittivdi ongelma.’
Peptidilddkkeiden sdilontdkonsentraatio on ominainen kullekin peptidille, esimerkiksi

insuliinia s#ilotiin 1-10 pg/ml ja oksitosiinia 16,7 pg/ml.?®

Aggregaatioon voidaan vaikuttaa puskurilla. Puskurin pH-arvo vaikuttaa vahvasti peptidin
stabiilisuuteen. Ladkekehityksessd yleisimmait puskurit ovat asetaatti, sitraatti, histidiini,

fosfaatti, Tris ja glysiini. Puskuriin voidaan lisétd inhibiittoreita tai/ja stabilaattoreja.
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Inhibiittorit moduloivat fysikaalisia parametrejd, esimerkiksi pH:ta tai ldmpotilaa, estden
aggregaattien muodostumista. Stabilaattorit voivat estdd joko aggregaattien vélisid
vuorovaikutuksia tai stabilisoimalla peptidien monomeeri tilaa, edistden laskoutumista tai
konformaatiovakautta. Stabilaattori voi sitoutua peptidin natiivitilaan estden aggregaatiolle
alttiiden laskostumattomien monomeerien —muodostumista. Esimerkiksi insuliinin
aggregaatiota pyritdin estimain stabilisoimalla insuliinimolekyylin heksameeritilaa lisddmélla

fenolia ja sinkkia.

3 Mittausmenetelmid aggregaattien arviointiin

Peptidiaggregaattien analyysissa on huomioitava useita tekijoitd, jotka vaikuttavat
mittausmenetelmén valintaan. Mitattavan peptidin aminohapposekvenssin tietiminen avustaa
esimerkiksi UV-vis spektroskopia mittauksissa, kun tiedetddn mitd absorptiohuippuja
odotetaan. Jotkin menetelmédt, kuten DLS, tarvitsevat riittdvin natiivi peptidi/aggregaatti
suhteen, jotta tulosten resoluutio olisi hyvd. Analysoitavan ndytteen konsentraatio ja sen
puskuriliuoksen aineet tulee valita mittausmenetelmé kohtaisesti. Mittausmenetelmén valinta
riippuu siitd, mitd aggregaattien ominaisuuksia halutaan tutkia. UV-vis spektroskopia ja
fluoresenssi ovat menetelmii, joista saadaan tietoa aggregaattien méarastd, kun taas SEC:t4 ja
AF4:43 kaytetddn aggregaattien erottamiseen natiivista peptidistd. Mitd enemmén tietoa
halutaan saada aggregaateista, sitdi monimutkaisempia menetelmid vaaditaan. Esimerkiksi
ssNMR antaa hyvin tietoa aggregaattien rakenteesta, mutta on ajallisesti ja taloudellisesti
vaativa. Kuvantamista halutessa on hyva ensin erottaa aggregaatit, esim. SEC, ja sitten kuvantaa

ne, esim. TEM.
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3.1 UV-vis absorptio spektroskopia

UV-vis spektroskopia on nopea ja yksinkertainen tapa mitata aggregaatiota. Tdméa menetelméa
mittaa ultravioletin ja nidkyvén valon absorption médrdn ndytteessd. Menetelmissd tiettyd
aallonpituutta omaavaa valoa ohjataan néytettd sisdltivdn kyvetin 1dpi kohti sensoria, joka

mittaa ndytteen ldpédisevan valon.

Koska peptidilddke ja siitd muodostuneet aggregaatit absorboivat eri midrin valoa, menetelmaia
voidaan kiyttii aggregaation analyysiin.® Aggregaatteja voidaan mitata suorasti aggregaatteista
sironneen valon kautta tai episuorasti peptidirakenteen muuttumisen kautta. Epdsuorametodi
tarkoittaa peptidien aromaattisten aminohappojen absorption mittaamista, jonka kautta voidaan
ndhdd peptidirakenteen muuttumista aggregaation yhteydessd. Peptidin eri aminohapot
absorboivat valoa eri aallonpituuksilla ja peptidisidokset absorboivat valoa vahvasti 190 nm
alueella ja heikosti 210-220 nm vélilld. Aromaattisten aminohappojen maksimi absorbanssit ja
aallonpituudet ovat lueteltu taulukossa 2. Tryptofaania ja tyrosiinia kéaytetddn
peptidikonsentraation médrittelyyn niiden vahvan absorption takia. Yleensd peptidien
absorbanssi on ldhelld nollaa yli 310 nm mutta, on havaittu, ettd joskus aromaattisia
aminohappoja sisdltdmattomit peptidiaggregaatit absorboivat valoa yli 350 nm

aallonpituudella.’

Aggregaatteja voidaan my0s mitata suorasti, silld nithin osunut valo siroaa ja siten tuleva valo
heikkenee, kuten havainnollistettu kuvassa 2. Tami aiheuttaa sameutta, joka voidaan laskea

seuraavalla kaavalla:
t=-In(l/10)=-2.3 OD

missd OD = A + S. A on absorbanssi ja S on sironnut valo. Sameutta yleensd mitataan
aallonpituudella, joka on yli 320 nm, missd aromaattisten aminohappojen absorbanssi on
olematon ja havaitut absorbanssit ovat aggregaattien aiheuttamia. Aggregaation arvointiin
voidaan myos kiyttdd aggregaatio indeksid, joka kuvaa aggregaation miirai niytteessd. Tdmén

kaava on seuraava:
Al=A350/(A280 —A350)*100

A on absorbanssi alaindeksissd mainitussa aallonpituudessa. Al:n ollessa alle 3, ndyte voidaan

olettaa olevan ilman aggregaatiota, ja yli 30 kuvaa vahvaa aggregaatiota.
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Valonlihde

Detektori

Niiyte

Kuva 2. Aggregaattien suora mittaus. Valonléhteesti tuleva valo osuu nédytteessé oleviin aggregaatteihin
ja siroaa. Vain osa tulevasta valosta ldpdisee ndytteen ja péadtyy detektoriin.

UV-spektroskopiaa kaytettdessd on hyva tietdd, ettd itse mittaus voi muuttaa peptidin
rakennetta. Tutkimuksessa insuliinin absorbanssi aallonpituuksissa 276 nm ja 285 nm nousi sité
enemmin miti pidempiin niyte oli alttiina UV-valolle (276 nm).!” Niin ollen, saman néytteen
mittauksen erot eivit vilttdmaittd kuvaa aggregaation lisdéntymistd, vaan peptidirakenteen

muuttumista.

Taulukko 2. Aromaattisten aminohappojen absorbanssi ja fluoresenssi.

Absorbanssi Fluoresenssi
Aminohappo ) max emax M 'em™) €280 (M 'em™') A max
(nm) (nm)
Tryptofaani 280 5600 5500 355
Tyrosiini 275 1400 1490 204
Fenyylialaniini 258 200 200 282

3.2 Fluoresenssi spektroskopia

Fluorofori on molekyyli, joka absorboi valoa tietylld aallonpituudella ja siteilee eri
aallonpituudella. Fluoresenssi tapahtuu fluoroforin virittyesséd korkeammalle vérdhtelytasolle
fotonien absorption vaikutuksesta ja myohemmin viritystilan purkautuessa emittoi

matalamman energiaisen fotonin. Fluoresenssi sopii hyvin peptidien mittauksiin, silld monet
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peptidit sisdltdvat syklisid aminohappoja, jotka toimivat fluoroforeina. Aggregaatiota

tutkittaessa, timi menetelmi on hyddyllinen sen herkkyyden vuoksi.!!

Fluoresenssi mittaukset perustuvat syklisten aminohappojen, tyrosiinin, tryptofaanin ja
fenyylialaniin, fluoresenssi ominaisuuksiin. Tryptofaani ja tyrosiini voidaan virittdd 275-280
nm vililld, ja fenyylialaniini 258 nm. Vastaavasti aminohappojen emissioaallonpituudet ovat
350 nm, 304 nm ja 282 nm. Peptidimolekyyleihin voidaan myos liittdd fluoresoivia leimoja
joko kovalenttisin tai ei-kovalenttisin sidoksin. Kovalenttinen sidos voidaan muodostaa
esimerkiksi N-terminaaliin (aminohapposekvenssin amidiloppupéd), tai suoraan lysiinin
aminoryhmdédn tai kysteiinin tioliryhméén. Lysiini tai kysteiini voi olla missd tahansa
aminohapposekvenssissd. FEi-kovalenttinen sitoutuminen tapahtuu yleensd, kun leimat
sitoutuvat hydrofobisiin taskuihin, jotka voivat olla ldsni aggregaateissa. Kéytettdvin leiman
valinta riippuu aggregaatin tyypistd. Yksi esimerkki kéytetyistd leimoista on tioflaviini T (ThT),
jolla on korkea selektiivisyys jdrjestyneille aggregaateille (Kuva 2). Muita kdytettyjd leimoja
ovat rodamiini b ja kongopunainen. Leimat eroavat niiden sitoutumistavan, viritys- ja
emissioaallonpituuksien mukaan. On hyva tietdd, ettd suuri médérd kiinnittyneitd leimoja voi

atheuttaa aggregaatiota. Niin ollen, on hyva suorittaa kokeita leimojen 1dsné ja poissa ollessa.

Fluoresenssi mittauksia voidaan suorittaa reaaliaikaisesti tai padtepisteind. Reaaliaikainen
mittaus mahdollistaa peptidien aggregaation kinetiitkan seuraamisen ajan kuluessa. Néin
saadaan tietoa aggregoitumisnopeudesta ja -mekanismista ja voidaan seurata aggregaattien
kasvua ja ydintymisté, ja esimerkiksi seurata reaaliajassa inhibiittorien vaikutusta. Péatepiste
mittaukset ovat nopeampia, vihemmaén dataa tuottavia verrattuna reaaliaikaisiin mittauksiin.
Néami tarjoavat tilannekuvan aggregoinnista tietylld ajanhetkelld. Padtepiste mittaukset ovat

hyvié esimerkiksi tarvittaessa verrata néytteitd, jotka ovat késitelty eri olosuhteissa tai aineilla.
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Kuva 2. ThT:n sitoutuminen amyloidifibrilliin. ThT sitoutuu sivuketjun kanaviin, jotka ovat pitkin
amyloidifibrillien pitkdd akselia.”” Sitoutumiskohdan fibrillipinta on ehdotettu kattavan véhintddn neljd

B-juostetta.

Fluoresenssikokeita tehdessd on otettava huomioon ndytteen absorptio, silld sen korkea arvo
voi aiheuttaa hdiriotd tutkimustuloksiin. Korkea absorbanssi aiheuttaa viritysséiteen
vaimenemisen, ja seurauksena on, ettd ainoastaan virityssdteen puoleinen osa niytteestd

fluoresoi. Yleiseni sdintoni on ehdotettu vilttiméiin néytteiti, joiden absorbanssi on yli 0,05.1°

3.3 Epidsymmetrinen virtauskentan virtausfraktiointi

Epadsymmetrinen virtauskentin virtausfraktiointi (AF4) on menetelmi, jota voidaan kayttaa
aggregaattien fraktiointiin ja erotukseen. Menetelmd perustuu litkkuvuuden eroihin
virtauskentéissd, joka on aiheutettu nestevirtauksella kalvon yli ja kanavan poikki. AF4
tekniikkaa on kéytetty 2000-5000 Da painoisten (n. 20-50 aminohappoa) peptidien
tutkimiseen.”” AF4:n kyky erottaa alle mikrometrin kokoisia aggregaatteja on menetelmin

vahvuus, joka on erityisen oleellista immunogeenisten aggregaattien tunnistamisessa.'’

Menetelmaa kayttdessd on tdrkedd huomioida litkkkuvan faasin koostumus, silld neste voi johtaa
vuorovaikutuksiin analyyttien vililld. Faasin koostumus on hyvd olla samanlainen kuin
ndytteen matriisi. Tdma4 tarkoittaa valitsemalla faasin pH, ionivahvuus, suolat ja muut lisdaineet

samanlaiseksi kuin niytteessd.?’ Oleellista erotusmenetelmille on niytteiden laimennus, joka
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mahdollistaa dissosiaatiovakion médrittimiseen. Néyte laimennetaan AF4 mittauksen aikana 2-
4x. Laimennus voi myods johtaa 16yhien aggregaattien dissosiaatioon. Tutkimukset ovat
ehdottaneet, etti pienet ja suuret aggregaatit hajoavat pienemmiksi osiksi laimennuksen

vaikutuksesta, joka johtaa tulosten viiristymiseen.'!

3.4 Geelisuodatus

Geelisuodatus (SEC), eli kokoerottelukromatografia, on tapa kvalitatiivisesti ja
kvantitatiivisesti arvioida aggregaatteja. Geelisuodatus perustuu molekyylien erotteluun niiden
koon mukaan, ja koska aggregaattien molekyylikoko on suurempi kuin itse peptidilddkkeen.
Néyte syotetddn erottelumatriisin ldpi, joka sisdltdd partikkeleita, jotka suodattavat molekyylit
niiden kokojen mukaan. Tdmén erottelumatriisin huokoskoko méiérittelee minkd kokoisia
partikkeleita menetelmi suodattaa, joten erottelumatriisi valitaan mitattavan peptidin mukaan.
SEC:td voidaan kéytdnnossd kayttdd kaikkien peptidien arviointiin, mutta jos partikkelikoot
ylittavdat 10 nm, AF4 on parempi vaihtoehto. SEC:n tehokkuus heikkenee mitd suurempia
partikkelit ovat, silld ndytteen eri aineet voivat eluoitua yhdessa johtaen huonoon resoluutioon.
Jotta mittaustulosten resoluutio olisi hyvéd, suodatettujen molekyylien koko tulisi erota

vahintddn 10 prosenttia.

Detektiona SEC analyysissd yleensd kdytetddn UV:ta tai MALS:ia (Monikulmavalonsironta).
UV:n aaltopituus asetetaan arvoon (214 tai 220 nm) missd peptidisidokset absorboivat sitd
tehokkaasti. Alhainen aallonpituus (< 200 nm) on herkempi alhaisten konsentraation néytteille
ja korkeampi aallonpituus (200400 nm) sallii paremman dynaamisen alueen. Ndma kaksi
aallonpituus aluetta voidaan yhdistdd kahden aallonpituuden detektiolla saavuttaen kattavan
analyysin, jolla voidaan laskea aggregaattien osuuden néytteessd. MALS:illa voidaan médarittda
ndytteen koko ja muoto, mutta jos halutaan tietid myds konsentraatio, MALS tdytyy yhdistda
toiseen mittausmenetelméén, kuten UV-detektioon. Taémé on, koska MALS on riippuvainen
niytteen konsentraatiosta ja absorptiokertoimesta.!> Detektiona voidaan myds kéyttii
fluoresenssia, mutta tima vaatii peptidin sisdltdvin tryptofaania, jonka fluoresenssia mitataan.
Tamid detektiotapa on tarkempi niissd tapauksissa missd apuaineet eluoituvat ldhelld

analysoitavaa peptidii.
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Néytteen laimennus, kolonnimateriaali tai altistuminen korkean ionivahvuuden liikkuville
faaseille voi aiheuttaa muutoksia aggregaattien siséltoon ja kokojakaumaan.'® Tamin lisiksi on
havaittu aggregaattien miirin kasvavan korkeamman paineen mukana.!? Niytteitd on myds

hyvé suodattaa tai sentrifugoida ennen analyysia, jotta ndyte olisi mahdollisimman puhdas.

o0

03030 0’0.0 0.0.0

ooo/ m) [ese m) |0ee
® o T ® O i ® O

LK X ®o O ®o o @ Aggregaatti
Y (Y (X 3

ot « Peptidi

=

Peptidien méiiri
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Kuva 2. Peptidilddkkeiden aggregaation havaitseminen kéyttden geelisuodatusta eli
kokoekskluusiokromatografiaa. Molekyylien erottelu perustuu niiden kokoon. Suurimmat yhdisteet
eluoituvat ensimmaéisend ja pienimmét viimeisend. Peptidien liikettd hidastaa erottelumatriisin
sisdltdimat huokoiset partikkelit, jotka sallivat suurempien aggregaattien liikkumisen partikkelien ohi.

3.5 Dynaaminen valonsironta

Dynaamisella valonsironnalla (DLS) voidaan péételld aggregaattien kokojakaumaprofiili.
Polarisaattorin 1dpi kohdistetaan monokromaattinen valonldhde ndytteeseen ja timé prosessi
toistetaan lyhyilld aikavileilld. Néytteen molekyylit diffraktoivat valoa kaikkiin suuntiin ja
niistd sironnut valo menee toisen polarisaattorin ldpi, joka kerdtddn valomonistimella.
Tuloksena saadaan pilkkukuvio, josta voidaan paitelld aggregaattien kokojakauma, ja saadaan
tietoa molekyylipainosta ja molekyylien pydrimissiteestd.'* Menetelmdi voidaan kiyttii

peptidien analyysiin, joiden molekyylipaino on vihintdén 1 kDA.
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Néytteen konsentraatio on tirked kdyttdessd DLS:44. Liian korkea konsentraatio voi johtaa
partikkeli-partikkeli vuorovaikutuksiin tai sironneen valo uudelleensiromiseen toisesta
partikkelista, joka antaa vddradn vaikutelman partikkeleiden todellisesta koosta. Liian alhainen
konsentraatio johtaa kohinaan tuloksissa ja tekee koon maarityksen hankalaksi. On ehdotettu,
ettd ndytteen konsentraatio asetetaan aluksi 1 mg/mL ja laimennetaan tarvittaessa. Kdytetyn
valon tehokkuus vaikuttaa minkd suuruisia konsentraatioita voidaan kéyttdd. Tutkimus vertaili
45 mW ja 100 mW valoja, ja havaittiin, ettd korkeammalla tehoisella valolla on korkeampi

herkkyys.?

DLS menetelmélld mittaukset voidaan tehdd muutamassa minuutissa, ja menetelméd voidaan
suorittaa pienelld ndytemaéralla. Huonona puolena on, ettd pieni miaré suurikokoisia hiukkasia
voi aiheuttaa véiristymid mittaustuloksissa. On ehdotettu, ettd hiukkastenkoko tulee erota
vihintiin kertoimella 3, jotta aggregaatit voidaan erottaa peptidisti.>* DLS on tarkka, kun

niytteen aggregaatiotaso on yli 5 %.?!

3.6 Kiintei-tila ydinmagneettinen resonanssi

Kiinted-tila ydinmagneettinen resonanssi (ssNMR) on menetelmad, jolla voidaan tutkia kiinteitad
aineita kidyttden ydinmagneettista resonanssia. Menetelmdssd jatkuvassa magneettikentdssa
olevia ytimid hiiritddn heikolla vérdhtelevilld magneettikentilla. Ytimet reagoivat hdirintdan
atheuttamalla sdhkdmagneettisen signaalin, jonka taajuus on ominainen magneettikentilla

olevalle ytimelle.

ssNMR-menetelmilld saadaan tietoa aggregaattien rakenteesta. ssNMR:n vahvuus on sen
mahdollisuus tutkia niytteitd, joiden rakenne on ei-jarjestelméllinen. Rakenteen liséksi,
ssNMR:n kautta voidaan saada tietoa aggregaattien vuorovaikutuksista ja dynamiikasta.
Menetelma on joustava tiettyjen ominaisuuksien kannalta, kuten néytteen lampétilan ja pH
arvon suhteen. Niytteiden valmistus usein sisdltdd isotooppimerkinnin, joka antaa parempaa
tietoa rakenteesta.?? Isotooppimerkinti voi olla aikaa vievi prosessi, ja aggregaattien vihiinen
liukoisuus hankaloittaa sitd. Yleisesti mittaukset ssNMR:lla ovat ajallisesti vaativia.
Yksinkertaisempi 1D mittaus (mitataan yhdessd ulottuvuudessa) voi kestdd minuuteista
tunteihin ja 2D mittaus (mitataan kahdessa ulottuvuudessa, esim. kahdella eri taajuudella) voi
kestdd jopa pdivid. 2D mittaus tietenkin antaa tarkempaa tietoa molekyylin rakenteesta. ssSNMR

ei pysty tarkasti arvioimaan rakenteellisesti jdrjestelmillisid amyloidifibrilleja. Useat
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tutkimukset ssNMR:II4 johtivat tulosten alhaiseen resoluutioon, ja ehdottavat sen johtuen

fibrillien kiertokulmista.'>-1¢

ssNMR:n kehitykselld on lupaava tulevaisuus. Yleisesti NMR menetelmilld naytteitd mitataan
kryogeenisissa ldmpdtiloissa, mutta ssSNMR voisi sallia rakenteiden tutkimista fysiologisissa
limpétiloissa.? Silti, ssNMR on varattu huippuluokan laboratorioille sen mukana tulevien
kustannuksien ja vaatimuksien takia. Useimmat NMR-spektrometrit vaativat nesteméisti
heliumia tai typped suprajohtavien magneettien jadhdyttdmiseen, jotta niiden toiminnallisuus
pysyisi optimaalisena. Pddoma, joka tarvitaan pelkdstddn laitteiden hankintaan, on satoja

tuhansia euroja ja toimintakustannukset yhden niytteen mittaamiseen voi olla satoja euroja.?

3.7 Transmissioelektronimikroskopia

Transmissioelektronimikroskopia (TEM) on tapa kuvantaa aggregaattien muotoa, kokoa ja
madrdd. Naytteiden paksuus on hyvé olla alle 100 nm, silld elektronit eivét pysty ldpdisemdin
niytteitd, joiden paksuus ylittid 200 nm.!” Elektronimikroskopialla voidaan arvioida

aggregaatteja, joiden koko on vahintdan 100 nm.

Kuva 3. TEM:114 kuvattu amyloidifibrillien muodostuminen insuliinissa. Peptidi analysoitiin 24 tunnin
inkubaation jidlkeen pH:ssa 7,0 (A, C) ja pH:ssa 1,8 (B, D).
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Néytteet on hyvd valmistaa negatiivisella vérjaykselld ja jaddytetty-hydratoidussa tilassa, jotta
saadaan kattava aggregaattianalyysi. Negatiivisessa vérjayksessd néyte laitetaan hiilikalvolle ja
ndyte inkuboidaan raskasmetalli-ioneja sisdltdvdssd liuoksessa, jonka jdlkeen néyte
ilmakuivataan. Inkubointi parantaa kontrastia mittauksessa, joka tekee aggregaattien
rakenteellisten yksityiskohtien ndkeminen helpommaksi. On huomioitavaa, ettd ilmakuivatus
voi johtaa ulkonddn muutoksiin. Jaddytetty-hydratoidussa tilassa néytteet uppopakastetaan
kryogeenisiin ldmpotiloihin, esimerkiksi nestemdisessd etaanissa tai typessd. Verrattuna
negatiiviseen varjaykseen, jaddytetty-hydratoidussa tilassa valmistetut ndytteet antavat alhaisen

kontrastin, mutta siilyttidvit makromolekyylien rakenteet paremmin. '8

4. Yhteenveto

Peptidildadkkeiden aggregaation arviointi on tirked osa lddkkeen laadunvalvonnan kannalta, ja
koska aggregaatio on luonnollinen ilmid peptideille, aggregaation tutkimus kuuluu olla osa
ladkkeen kehitystd. Aggregaattien tiedetddin lisddvin immuunivasteen riskid, joten niiden
vahentdminen lddketuotteesta on oleellista. Eri mittausmenetelmit mittaavat aggregaattien eri
ominaisuuksia, joten kattavan tutkimuksen kannalta on hyvé ottaa kiyttoon kattavan méérén
menetelmid. Koska ndytteen valmistusprosessi voi vaikuttaa mittaustuloksiin, on hyva kdyttaa
kdytetyn menetelmén suhteen ortogonaalista menetelmédd, joka vahvistaa kdytetyn menetelmén
mittaustulosten laadun. Yhden menetelméan rajoituksia voidaan lieventdd kayttamalld useita
menetelmid, vahvistaen ja ristiintarkistaen toistensa havaintoja. Aggregaattien tutkiminen antaa
tietoa milld mekanismeilla niitd muodostuu ja siten mahdollistaa lddkkeen suunnittelun
aggregaation estimisen kannalta. Tdma voidaan suorittaa joko lisddmalla aggregaatiota estdvid
aineita peptidilddkkeeseen tai kehittdmédlld analogeja, jotka ovat vdhemmaén alttiita
aggregaatiolle. Aggregaation estiminen lisdd 1ddkkeen elinikéd ja siten on taloudellinen hyoty
sitd tuottavalle yhtiolle. Témé tutkielma on kattanut pienen osan kaikista mahdollisista
menetelmistd. Lisdd menetelmid 10ytyy esimerkiksi 2010 julkaistussa artikkelissa “Strategies

for the Assessment of Protein Aggregates in Pharmaceutical Biotech Product Development”.
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