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Abstract

The methods used to quantify the physico-chemical parameters of molecular allergens
are multiple. The physico-chemical parameters selected for the evaluation of the
quality of natural purified and recombinant allergens include the identity of the primary
structure, the secondary structure, the purity and homogeneity. However, there is no
single method that can analyze all the important characteristics represented by
structural, physico-chemical and immunological properties.
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Rezumat

Metodele utilizate pentru cuantificarea parametrilor fizico-chimici ai alergenelor
moleculare sunt multiple. Parametrii fizico-chimici selectati pentru evaluarea calitatii
alergenelor naturale purificate si recombinate includ identitatea structurii primare,
structura secundara, puritatea si omogenitatea. Nu exista insa o unica metoda care sa
poata analiza toate caracteristicile importante reprezentate de proprietati structurale,
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fizico-chimice si imunologice.

Cuvinte cheie

alergene moleculare (/reviste/alergologia?tag=alergene moleculare)
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Caracterizarea riguroasa prin metode chimice, fizico-chimice si biologice a produselor
bioterapeutice produse prin tehnologia ADN-ului recombinat este esentiala, conform
recomandarilor Organizatiei Mondiale a Sanatatii (World Health Organization, WHO).
Metodele proteomice, biochimice si imunochimice de caracterizare a alergenelor
recombinate efectuate in faza de dezvoltare determina proprietatile fizico-chimice,
imunochimice, activitatea biologica, puritatea si confirma calitatea produselor
alergenice. Stabilirea unor standarde de referinta bine caracterizate bazate pe
alergene recombinate si metode de analiza de laborator validate pentru cuantificarea
alergenelor moleculare sunt obiective semnificative ale Programului de standardizare
biologica al Directiei Europene pentru Calitatea Medicamentelor si a Sanatatii
(European Directorate for the Quality of Medicines, EDQM)“‘E’).

Metodele utilizate pentru cuantificarea parametrilor fizico-chimici ai produselor
alergenice sunt multiple®®). Conform unui proiect important finantat de Uniunea
Europeana, denumit CREATE (Development of Certified Reference Materials for
Allergenic Products and Validation of Methods for their Quantification), parametrii
fizico-chimici selectati pentru evaluarea calitatii alergenelor naturale purificate si
recombinate includ identitatea structurii primare, structura secundara, puritatea si
omogenitatea, iar metodele de laborator pentru caracterizarea fizico-chimica a
alergenelor recombinate, inclusiv ca standarde de referinta (pentru Bet v 1.0101 si Phl p
5.0109), au fost publicate detaliat si le vom mentiona in continuare®>1%12 Ny exista
insa o metoda unica care sa poata analiza toate caracteristicile importante

reprezentate de proprietati structurale, fizico-chimice si imunologice "),

Metode de laborator utilizate pentru a caracteriza identitatea, cantitatea si structura

Alergenele trebuie sa prezinte compozitie si secvente de aminoacizi in acord cu
secventele primare cunoscute (publicate). Investigarea identitatii proteice pentru
alergenele moleculare recombinate se face prin metode bazate pe spectrometrie de
masa si analiza aminoacizilor. Analiza greutatii moleculare intacte a unei proteine se
face prin spectrometrie de masa (mass spectrometry, MS). Spectrometria de masa de
inalta rezolutie (high-resolution mass spectrometry, HRMS) este utilizata pentru
masurarea intacta a masei pe diferite platforme care utilizeaza tehnica cuadrupolului, a
trapei orbitale si a trapei ionice. Secventierea peptidelor (peptide mapping) produse
prin digestia enzimatica proteolitica se realizeaza prin cromatografie nanolichida cu
detectie prin spectrometrie de masa in tandem (nanoscale liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry, NanoLC-MS/MS) ca tehnica principala pentru
confirmarea structurii primare proteice (secventa de aminoacizi).
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Evaluarea cantitativa proteica este cuantificata prin analiza aminoacizilor (amino acid
analysis, AAA). Trebuie sa existe o corelatie excelenta intre compozitia (identitatea)
teoretica a aminoacizilor si cea observata experimental. Metodele de analiza a
aminoacizilor includ hidroliza conventionala si derivatizare pre-coloana cu
fenilizotiocianat (PITC) si separare prin cromatografie lichida de inalta performanta
(HPLC) sau cu o-ftalaldehida (OPA) si HPLC in faza inversa (RP-HPLC).

Spectroscopia de dicroism circular (circular dichroism, CD) este frecvent utilizata
pentru a analiza structura secundara (regiunea spectrala UV indepartata).
Spectrometrele dedicate masurarii fenomenului de dicroism circular sunt denumite
spectropolarimetre. Alergenele recombinate trebuie sa aiba structura proteica pliata
corespunzator. Dicroismul circular al moleculelor candidate trebuie sa prezinte
caracteristici spectrale tipice unei proteine pliate cu amplitudini de varf similare
spectrelor de referinta. Aceasta metoda nu numai ca furnizeaza informatii pur
structurale despre alergene, dar poate permite predictii despre activitatea alergenica.

Difractometria cu raze X la unghiuri mici (small-angle X-ray scattering, SAXS) poate
furniza de asemenea informatii utile, deoarece proteinele denaturate pot prezenta
alterarea functiei de distributie a distantei pentru perechi (pair distance distribution
function, PDDF).

Metode de laborator utilizate pentru a caracteriza omogenitatea

Alergenele recombinate trebuie sa fie omogene in ceea ce priveste greutatea
moleculara si sa fie comparabile cu omologii lor naturali. Electroforeza in gel de
poliacrilamida cu dodecilsulfat de sodiu (sodium dodecyl! sulphate-polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) sau electroforeza cu focalizare izoelectrica (isoelectric
focusing, |IEF), cu colorare cu albastru briliant de Coomassie (Coomassie staining), acid
periodic Schiff (PAS) sau nitrat de argint (silver staining) separa alergenele moleculare
recombinate in cantitati de ordinul microgramelor, iar identitatea benzilor vizibile de
proteine poate fi relevata prin metoda imunoblotting cu utilizarea de anticorpi
monoclonali specifici alergenelor recombinate si esantion de seruri de la pacienti
alergici. Modificarile posttranslationale, de agregare sau degradare, pot produce benzi
suplimentare.

Metoda care este folosita ih mod obisnuit pentru a evalua omogenitatea este
cromatografia de filtrare in gel. Pentru proteinele monomerice, esantionul trebuie sa
contina un varf (peak) unic de greutate moleculara preconizata. Cromatografia lichida
de inalta performanta (high-performance liquid chromatography, HPLC) de tip gel-
filtrare sau cromatografia de excluziune sterica (size-exclusion chromatography, SEC)
este utilizata pentru a evalua omogenitatea in solutie, putand fi detectate forme
oligomerice sau monomerice, agregate si produse de degradare. Cromatograma de
excludere moleculara monitorizata prin semnal de dispersie a luminii in unghi drept
(right-angle light scattering, RALS) este extrem de sensibila pentru agregatele cu
greutate moleculara mare. Greutatea moleculara (kDa) si raza hidrodinamica (nm) pot fi
determinate prin combinarea RALS cu indicele de refractie si semnalul de viscozitate.
Este posibil sa se determine daca alergenul recombinat consta din > 99,9% molecule
monomerice omogene.
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Microscopia electronica cu tehnica de colorare negativa (negative staining) poate fi
utilizata pentru evidentierea prezentei agregatelor de dimensiuni diferite.
Difractometria cu raze X la unghiuri mici (small-angle X-ray scattering, SAXS) ofera
informatii despre statusul agregarii moleculelor proteice in solutie. Modificarile
posttranslationale si chimice rezultate din procesul de productie prin tehnica de
recombinare pot fi detectate si cuantificate prin spectrometria de masa pentru
eterogenitate.

Comportamentul de agregare si stabilitatea in solutie sunt investigate prin metoda de
dispersie dinamica a luminii (dynamic light scattering, DLS), care evalueaza agregatele
cu greutate moleculara mai mare si polidispersitatea. in plus, poate detecta modificari
ale razei hidrodinamice dupa mai multe saptamani de depozitare.

in studiile de stabilitate conformationala a fost addugatad si spectroscopia in infrarosu
cu transformata Fourier (Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR).

Metode de laborator utilizate pentru a caracteriza puritatea

Preparatele alergenice trebuie sa fie cel putin 95% pure din punctul de vedere al
continutului proteic. Metoda de electie pentru puritate este SDS-PAGE in combinatie
cu colorarea cu argint. Prin SDS-PAGE pot fi detectate proteinele contaminante cu
greutate moleculara diferita. Analiza aminoacizilor ofera informatii suplimentare despre
puritate, deoarece contaminarea cu alte proteine poate modifica continutul de
aminoacizi individuali. Mai mult, la utilizarea MS sau SEC-HPLC, contaminarea cu
proteine cu greutate moleculara diferita poate duce la varfuri (peaks) suplimentare.
Trebuie mentionat si faptul ca SEC-HPLC si alte metode cromatografice, precum
cromatografia de imunoafinitate si cromatografia de afinitate cu ioni metalici imobilizati
(immobilized metal ion affinity chromatography, IMAC), sunt utilizate ca metode de
purificare a alergenelor recombinate.

in afara metodelor precizate anterior pentru caracterizarea fizico-chimica a alergenelor
recombinate, meritd mentionate si metodele de caracterizare imunologicd®>8"),
Metodele de caracterizare in vitro a activitatii biologice sunt reprezentate de testele de
inhibare a legarii IgE (IgE-binding inhibition), de tip inhibitia RAST (radioallergosorbent
test inhibition), inhibitia ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) si inhibitia
ImmunoCAP FEIA (fluorescence enzyme immunoassay). Alte metode in vitro de
cuantificare a reactivitatii imune sunt reactivitatea IgE prin analiza imunoblot de tip dot-
blot si testul de eliberare a histaminei din bazofile cu IgE inlaturate de pe suprafata cu
acid lactic (stripped basophil histamine release assay). Integritatea si echivalenta
epitopilor recombinati cu componentele alergenice moleculare naturale purificate pot
fi determinate prin testul de activare a bazofilelor (basophil activation test, BAT) cu
cuantificarea expresiei markerului de suprafata CD203c si evaluarea reactivitatii
limfocitelor T alergen-specifice prin teste de proliferare limfocitara cu incorporare de
timidina tritiata si rezultate exprimate ca index de stimulare.

in final, subliniem importanta datelor EDQM referitoare la caracterizarea si
cuantificarea alergenelor recombinate si adoptarea de catre Farmacopeea Europeana
a metodelor si materialelor de referintd pentru cuantificarea alergenelor®>419 De
exemplu, rBet v 1.0101 si rPhl p 5.0109, produse in conditii de buna practica de
fabricatie (good manufacturing practice, GMP), sunt extrem de asemanatoare cu
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omologii lor naturali din punct de vedere fizico-chimic, structural si biologic, de aceea
sunt considerate adecvate ca standarde de referinta pentru Farmacopeea
Europeané(4’5). in afara stabilirii standardelor de referinta prezentate, recent este
discutata necesitatea validarii metodelor ELISA de tip sandwich pentru cuantificarea

alergenelor moleculare majore ca metodologie standard pentru Farmacopeea

Europeana'’®).

Acest articol a fost elaborat in cadrul proiectului INSPIRED (Strategii inovative pentru
preventia, diagnosticul si terapia afectiunilor respiratorii induse de polenul de
ambrozia), cod SMIS 103662.
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