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POVZETEK

Bioloska zdravila so po svoji sestavi obi¢ajno glikoproteini. Ustrezna glikozilacija tako
predstavlja eno izmed najpomembnejSih post-translacijskih modifikacij, saj vpliva na
topnost, stabilnost, farmakokinetiko in farmakodinamiko terapevtskega proteina, kot tudi
na njegovo biolosko ucinkovitost. Neustrezna glikozilacija pa lahko sprozi imunski odziv
po vnosu proteina v krvni obtok. Glikozilacijski vzorec zato predstavlja kljucno lastnost
kakovosti in zahteva skrben nadzor bioprocesa tako med razvojem kot tudi med

proizvodnjo.

Priprava vzorcev za analizo N-glikanskega profila vsebuje veC stopenj, vkljucuje
neobvezno denaturacijo proteina, encimsko sprostitev glikanov, locevanje in oznacevanje
sproscenih glikanov. Najpomembnejsi korak predstavlja encimska sprostitev N-glikanov s
proteina, saj moramo za zanesljive rezultate doseci ¢im vecjo ucinkovitost deglikozilacije.
V okviru magistrske naloge smo preverili in med seboj primerjali ucinkovitost
deglikozilacije pri klasi¢ni metodi in pri analitski metodi visoke zmogljivosti (HT metoda),
ki je zaradi svoje hitrosti ¢edalje bolj zazeljena, predvsem v zgodnjih fazah razvoja.
Najvecja razlika med metodama je v stopnji denaturacije in encimske deglikozilacije
proteina. Sprostitev N-glikanov pri klasi¢ni metodi poteCe v raztopini, medtem ko pri HT
metodi ta korak potece z adsorbiranim proteinom na trdni povrsini. Kot modelni protein

smo uporabili monoklonsko protitelo IgG (podrazreda IgG; in IgGy,), ter fuzijski protein.

Ucinkovitost deglikozilacije obeh metod priprave vzorca smo preverili s kapilarno
elektroforezo. Opazili smo, da popolno deglikozilacijo vzorca monoklonskega protitelesa
dobimo s klasi¢no metodo, vzorca fuzijskega proteina pa s klasi¢no metodo z dodatnim
denaturacijskim korakom. S HT metodo pa dobimo delno deglikoziliran vzorec tako
monoklonskega protitelesa kot tudi fuzijskega proteina. S kromatografsko metodo smo
nato preverili, katere N-glikanske strukture ostanejo vezane na protein po analizi vzorca s
HT metodo. Opazili smo, da je delez preostalih vezanih N-glikanov na monoklonskem
protitelesu zelo majhen, razli¢ne strukture pa ostanejo vezane na protein v enakem delezu.
Medtem ko je delez preostalih vezanih N-glikanov na fuzijskem proteinu vecji. Pri
slednjem encim s proteina slabSe cepi vecje in sialilirane N-glikanske strukture, ki zato

ostajajo vezane na protein v vecji meri.

HT metoda je, kljub nepopolni deglikozilaciji, primerna za analitiko monoklonskega

protitelesa, saj je primerljiva s klasi¢no metodo, pri kateri dobimo popolno deglikozilacijo.
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V primeru fuzijskega proteina pa je zaradi popolne deglikozilacije proteina ustreznejSa

klasi¢na metoda z dodatnim denaturacijskim korakom.

Kljuéne besede: bioloSka zdravila, N-glikozilacija, klasicna metoda, analitska metoda

visoke zmogljivosti, encimska deglikozilacija
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ABSTRACT

Biopharmaceutical drugs are usually glycoproteins and appropriate glycosylation is one of
the most important post-translational modifications. It has great impact on solubility,
stability, = pharmacokinetics and pharmacodynamics, bioactivity —and safety
(e.g. immunogenicity) of therapeutic proteins. Due to its various functional implications,
glycosylation represents a critical quality attribute and therefore requires close monitoring

during bioprocess development and routine manufacturing.

Analysis of N-glycans contains many steps, including optional denaturation of protein,
enzymatic release of glycans, separation and labeling of released glycans. Enzymatic
deglycosylation represents the most crucial step in this process, since its efficiency is
important for reliable results. In master's thesis we compared the deglycosylation
efficiency of classical and high throughput (HT) method for N-glycan sample preparation.
The major difference between these two methods is the denaturation step and in the
deglycosylation step (in-solution at classic and on a solid surface at HT). Because the
classical method is more time consuming HT sample preparation is becoming more and
more important and desirable for the support of bioprocess development. As model protein

we used monoclonal antibody IgG (subclasses IgG; an IgG,) and fusion protein.

The deglycosylation efficiency of both sample preparation methods was verified with
capillary electophoresis. We observed that complete deglycosylation of monoclonal
antibody is obtained by classical method, and the fusion protein sample by classical
method with additional denaturation step. Whereas using the HT method a part of
N-glycans still remains attached on protein (both in the monoclonal antibody and in the
fusion protein). With chromatographic method we further identified the presence of the
remaining N-glycans that stay attached to the protein after HT sample preparation. We
observed that the proportion of bound N-glycans on the monoclonal antibody is very small
and the various structures remain attached to the protein in the same amounts. While the
proportion of bound N-glycans on the fusion protein is greater. Larger and sialylated
N-glycan structures are poorly cleaved by enzyme, so they remain attached to the protein

to a greater extent.

HT method, despite incomplete deglycosylation, is suitable for the analysis of the

monoclonal antibody, as it is comparable to the classical method in which complete



deglycosylation is obtained. In the case of fusion protein, the classical method with

additional denaturation step is more appropriate due to complete protein deglycosylation.

Key words: biopharmaceuticals, N-glycosylation, classical method, high throughput

method, enzyme deglycosylation
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1. UVOD

1.1 BIOLOSKA ZDRAVILA

Prva naklju¢no odkrita zdravila, ki jih je ¢lovek uporabljal, so bili posuseni deli rastlin in
zivali, ki jih uvrS§¢amo med najpreprostejSa naravna bioloSka zdravila. Z nadaljnjimi
medicinskimi raziskavami se je Sirilo razumevanje mehanizmov povezanih z bolezenskimi
procesi. Prislo je do odkritja beljakovin, ki so naravno prisotne v telesu in imajo dobre
terapevtske lastnosti. S tem se pojavijo tradicionalna bioloska zdravila, ki so pridobljena z
izolacijo iz rastlin, Zivali in ¢loveske krvi. S prva je bila njihova izolacija in uporaba v
medicini neprakti¢na, zaradi visoke cene pridobivanja, nahajanja majhnih koli¢in v naravi
in moznosti okuZbe bolnika zaradi prisotnih necistot. Druga generacija bioloskih zdravil se
pojavi z razvojem rekombinantne tehnologije DNA (genski inzeniring) in pojavom
monoklonskih protiteles (hibridomska tehnologija). S tem je farmacevtska biotehnologija
razvila nove poti za pridobivanje spojin proteinskega izvora oz. sodobnih bioloskih zdravil.
Prvo biotehnolosko zdravilo na svetu, rekombinantni ¢loveski insulin - Humulin®, jebilo s
strani FDA odobreno leta 1982. Razvoj pa se ni ustavil, ampak gre naprej v izboljSavo
obstojecih bioloskih zdravil. IzboljSana bioloska zdravila (ang. biobetters), izkazujejo bolj
ugodne farmakokineticne in farmakodinamicne lastnosti, vec¢jo stabilnost zdravila,
podaljSan razpolovni ¢as in manjSo imunogenost. Danes imamo ze Sirok nabor bioloskih
zdravil za zdravljenje rakavih, infektivnih, avtoimunskih in kardiovaskularnih obolenj, ter

genskih in nevroloskih moten;. (1, 2)

Inovativno (referencno) zdravilo je tisto, ki je prvo prodrlo na trg. Je plod dolgoletnih
raziskav, z namenom izboljSati nacin zdravljenja ali pa odkriti zdravila za bolezni, pri
katerih jih Se ne poznamo. Po preteku patentnih zascit, pa lahko na trg vstopijo generi¢na
zdravila. To so zdravila, pri katerih je struktura u¢inkovine enaka referencni. Ker je od
procesa odvisno kakS$no bo bioloSko zdravilo, pa dva biofarmacevtika ne moreta biti
identi¢na. Ze ena sama sprememba v procesu proizvodnje da nekoliko drugaéno obliko
zdravila, zato izraz generik, na podro¢ju bioloskih zdravil ni ustrezen. Bolj primeren izraz
za ta zdravila je bioloSko podobna zdravila (ang. biosimilars), ki se po kakovosti, varnosti
in ucinkovitosti ne smejo razlikovati od inovativnega zdravila. Za pridobitev dovoljenja za
prodajo je potreben dokaz, da je zdravilo dovolj podobno zdravilu, ki dovoljenje ze ima.

Njihova najvecja prednost pa je, da mocno znizujejo stroske zdravljenja. (1)



Bioloska zdravila se moc¢no razlikujejo od klasi¢nih zdravil. Gre za proteinske molekule, ki
imajo zapleteno tridimenzionalno zgradbo in veliko ve¢jo molekulsko maso kot organske
molekule. Za razliko od klasi¢nih zdravil, ima le ena struktura (nativna) optimalno
delovanje. Pogosto gre za heterogene molekule, z razlicno glikozilacijo, ki so lahko tudi
imunogene. Proces proizvodnje je bistveno bolj zahteven, saj zahteva uporabo Zzivih
organizmov. Biti mora skrbno nadzorovan saj je kljucen za zgradbo in delovanje kon¢nega
zdravila. Za njihovo popolno karakterizacijo pa poleg fizikalno-kemijskih analiznih metod
potrebujemo Se dodatne tehnike, kot so kapilarna elektroforeza, dolocevanje peptidne

zgradbe, masna spektrometrija in analiza glikozilacije. (1)

1.2 PROTEINI

Proteini so bioloski polimeri. Vsaka vrsta proteinov ima v DNA zapisu doloceno to¢no
zaporedje med seboj povezanih aminokislin. To jim daje znacilno velikost, obliko in
biolosko aktivnost. Zaporedje aminokislin v polipeptidni verigi doloca primarno strukturo,
ki je osnova za nadaljnje zvijanje proteina. Sekundarna struktura zajema urejene,
ponavljajoce se strukturne elemente (a-vijacnica, B-struktura), ki se lahko povezujejo med
seboj in tvorijo terciarno strukturo. Le ta predstavlja popolno tridimenzionalno ureditev v
prostoru, ki je potrebna za doloceno biokemijsko vlogo. Stabilizirajo jo nekovalentne
interakcije kot so vodikove vezi, ionske vezi in hidrofobne interakcije. Kvartarna struktura
pa povezuje ve¢ polipeptidnih verig v funkcionalen protein z ve¢ podenotami. Med

proteine priStevamo tudi protitelesa, encime ter nekatere hormone. (3)

1.2.1 Protitelesa

V zadnjih letih so monoklonska protitelesa (mAb) dozivela mnozi¢no uporabo v
diagnostiki, poleg tega pa predstavljajo najhitreje rastoco skupino bioloSkih zdravil.
Najvecja prednost uporabe mAb v terapevtske namene je, da omogocajo ciljano
zdravljenje, saj imajo visoko specifi¢nost vezave na tar¢no molekulo. Vecina terapevtskih

mAb je IgG razreda, ali natan¢neje IgG, IgG; in 1gG4 podrazreda. (1, 4)

Protitelesa ali imunoglobulini (Ig) so molekule, ki posredujejo vecji del humoralne
imunosti. Nastajajo v limfocitih B po aktivaciji z antigenom. So glikozilirani globularni
proteini, prisotni v krvi, tkivnih tekocinah in telesnih izloc¢kih. Sestavljajo jih dve identi¢ni
tezki (50 kDa) in dve identi¢ni lahki (25 kDa) polipeptidni verigi. Verige med seboj

povezujejo disulfidne vezi, tako da tvorijo strukturo v obliki ¢rke Y. Glede na vrsto tezke



verige (v, o, 9, €, W) protitelesa delimo v 5 razredov: IgG, IgA, IgD, IgE in IgM. Ker
imamo dve vrsti lahkih verig (k, A), se protitelesne molekule nahajajo v tipu z lahkimi
verigami x ali v tipu z lahkimi verigami A. Pri ¢loveku sta oba tipa v priblizno enakem
razmerju, pri zivalskih vrstah pa je razmerje obeh tipov razlicno. Molekule protiteles se
med seboj razlikujejo po zgradbi, lastnostih, zas¢itni vlogi, po koli¢ini v serumu in po

razpolovnem casu. (1, 5)

1.2.1.1 Protitelesa IgG razreda

Imunoglobulin G predstavlja 75 % vseh protiteles v obtoku in ima najdaljSo Zivljenjsko
dobo. Nastaja pri naravni infekciji ali imunizaciji z virusi, bakterijami ali njihovimi
produkti. Glede na razli¢no Stevilo disulfidnih vezi v gibljivem delu molekule, se dodatno
deli v 4 podrazrede: IgG;, IgG,, IgGs in IgGs. Kljub temu, da so si na ravni
aminokislinskega zaporedja ve¢ kot 90 % identi¢ni, pa ima vsak podrazred svoje lastnosti.
IgG je edini razred protiteles, ki lahko prehaja skozi placento v plod in daje otroku zas¢ito

pred okuzbo, v prvih tednih Zivljenja. (5, 6, 7)

Je monomerno protitelo, sestavljeno iz dveh lahkih (LC) in dveh tezkih y verig (HC).
Vsaka tezka veriga ima na N-terminalnem delu variabilno podroc¢je (VH), kateremu sledijo
tri konstantna podro¢ja (CH1, CH2 in CH3) z gibljivim delom med CH1 in CH2. Lahka
veriga ima prav tako variabilno podro¢je (VL), vendar le eno konstantno podrocje (CL).
Del, ki veze antigen, se imenuje Fab in je sestavljen iz lahke verige in iz VH in CHI
podrocij tezke verige. Komplementarnost dolocujoc¢a podro¢ja (CDR), ki se nahajajo na
VL in VH omogocajo visoko specificnost vezave protitelesa na antigen. Drugi del
protitelesa se imenuje Fc in je sestavljen iz ostalih konstantnih podro¢ij obeh tezkih verig.
Pomemben je pri interakciji protitelesa z ostalimi elementi imunskega sistema. Lahko se
poveze z razli¢nimi Fc receptorji za protitelesa IgG (FcyR) in s tem sprozi razli¢ne poti
obrambe. Z vezavo na FcyR prisotne na povrSini mononuklearnih fagocitov in nevtrofilcev
pride do opsonizacije in s tem do pospeSene fagocitoze antigenov. Lahko se veze na
FcyRII, ki se nahajajo na naravnih celicah ubijalkah in posreduje od protitelesa
posredovano celicno citotoksi¢nost (ADCC). Ko se kompleks antigen-protitelo z delom Fc
veze na beljakovino Clq pride do aktivacije klasicne poti komplementnega sistema o0z. s
komplementom posredovane citotoksicnosti (CDC). IgG pa se lahko poveze tudi na

neonatalni Fec receptor (FcRn), ki mu omogoca prehod skozi placento. (1, 5, 6)



Na efektorske funkcije in vezavo na FcyR pa ima poleg podrazreda tezke verige mocan
vpliv tudi zgradba glikanov v delu Fc protitelesa. Pri IgG molekulah najdemo visoko
ohranjeno glikozilacijsko mesto na asparaginu obeh tezkih verig, na mestu 297 (Asn297).
Kljub temu da velja to mesto za edino glikozilacijsko mesto, pri 10-15 % vseh serumskih

IgG najdemo glikozilacijo tudi v variabilni regiji. (1, 5, 6)
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Slika 1: Zgradba monoklonskega protitelesa IgG in fuzijskega proteina.

1.2.2 Fuzijski proteini

Leta 1998 je bil s strani FDA odobren prvi fuzijski protein in od takrat ta skupina
predstavlja najhitreje razvijajo¢i razred derivatov mAb. Sestavljeni so iz dela Fc
imunoglobulina, na katerega je neposredno ali posredno - prek peptidnega povezovalca,
pripeta bioaktivna komponenta, ki nadomesc¢a del Fab. Generiranje fuzijskih proteinov
poteka na genetskem nivoju, najveckrat pa se zaradi ugodnih lastnosti uporablja del Fc
molekule IgG,. Fuzijski partnerji imajo velik terapevtski potencial, medtem ko del Fc

prispeva koristne bioloske in farmakoloske lastnosti. (8, 9)

Glavni razlog za razvoj fuzijskih proteinov je podalj$anje razpolovne dobe. Stevilni
bioloSko aktivni proteini (zunajcelicne domene receptorjev, citokini, encimi, bioaktivni
peptidi) imajo zelo kratko serumsko razpolovno dobo. Posledi¢no imajo omejeno
izpostavljenost v tarénem tkivu in s tem krajs$i farmakoloSki ucinek. Vezava na Fc del

zasCiti bioaktivno komponento pred prehitro proteoliticno razgradnjo, z izkoris¢anjem



mehanizma recikliranja preko FcRn, zaradi vecje velikosti molekule, pa se zmanjsa tudi
ledvi¢ni ocistek. Drugi pomembni vidik Fc regije je, da ima ohranjene Fc efektorske

funkcije. (8, 9)

Vendar pa farmakokinetika fuzijskih proteinov ni odvisna samo od dela Fc, temve¢ tudi od
fuzijskega partnerja in z njim povezano glikozilacijo. Fuzijski proteini so pogosto bolj
obsirno glikozilirani kot mAb. Vsebujejo eno N-glikozilacijsko mesto na delu Fc vsake
tezke verige (Asn297), ter ve¢ glikozilacijskih mest, ki so lahko N- ali O- glikozilirana, na
bioaktivni komponenti. Vecja kot je vsebnost sialicne kisline na vezanih glikanih, manjsi

bo ocistek. (4, 8)

1.3 GLIKOZILACIJA

Glikozilacija je encimsko dodajanje ogljikovih hidratov na proteine in velja za
najkompleksnejSo post-translacijsko modifikacijo. Zagotavlja najve¢jo raznolikost, saj
omogoca spreminjanje mesta vezave in vrste sladkorjev, ki so povezani s proteinom, lahko
gre za dolge ali kratke verige, razvejanih ali nerazvejanih oligosaharidov. Odvija se v
endoplazemskem retikulumu (ER) in golgijevem aparatu (GA). Vkljucuje vrsto encimsko
kataliziranih reakcij, pri katerih sodelujejo glikoziltransferaze in glikozidaze. (4,10)
Proteine, ki imajo kovalentno vezan ogljikov hidrat, imenujemo glikoproteini.
Najpogosteje jih sestavljajo monosaharidi manoza (Man), galaktoza (Gal), fukoza (Fuc),
N-acetilgalaktozamin  (GalNAc), N-acetilglukozamin (GIcNAc), sialicna kislina

(N-acetilnevraminska kislina) in glukoza (Glc). (3)

Glikozilacija deluje brez dolo¢ene podlage ali nacrta. To je vzrok, da vsi koraki ne
nastanejo med vsako sintezo in tako dobimo nabor razli¢nih glikoproteinov. Tu med seboj
sodeluje ve¢ encimov, ki so visoko organizirani, saj je posamezna encimska aktivnost
odvisna od zakljucka prejSnje encimske reakcije. Encimska aktivnost je odvisna tudi od
fizioloskega stanja in vrste celice. Nabor razlicnih glikanskih struktur, ki jih nosijo
terapevtska mAb in fuzijski proteini, je tako odvisen tudi od vrste gostiteljskih celic.
Poznamo vec vrst glikozilacije. NajpogostejSa je N-glikozilacija, pri kateri je oligosaharid
vezan na dusik asparagina, vezava pri O-glikozilaciji gre preko hidroksilne skupine serina

ali treonina, pri vezavi manoze na triptofan pa gre za C-glikozilacijo. (4, 10)



Glikani imajo Stevilne funkcije. Sodelujejo pri imunskem odzivu, pri vezavi med proteini
in medsebojnem prepoznavanju celic, delujejo kot ligandi za receptorje na celi¢ni povrSini,
ker so hidrofilni lahko spremenijo topnost proteina, v ER pa sodelujejo pri nadzoru

kakovosti zvijanja proteina. (3, 10)

1.3.1 N-glikozilacija

Ceprav glikozilacijo oznadujemo kot post-translacijsko modifikacijo, to ne velja pri sintezi
N-glikanov. Ta se zacne odvijati ze med samo sintezo proteina, zato jo oznacujemo kot ko-
in post- translacijsko modifikacijo. (10) Poznavanje N-glikanov je pomembno, ker vplivajo
na Stevilne lastnosti glikoproteinov. Kot Ze omenjeno so pomembni pri vezavi IgG na
FcyR. Pri naértovanju terapevtskih proteinov je ta vidik Se posebej pomemben, saj si
zelimo dobiti protein, ki se bo vezal na pravilne receptorje in bo sprozil Zelene ucinke v

telesu.

Znanih je veC N-glikanskih povezav, najpogostejSa med njimi pa je vezava
N-acetilglukozamina preko glikozidne vezi na asparagin. Da pa asparagin lahko veze
N-glikane, mora biti izpolnjena zahteva o minimalnem zaporedju aminokislin. Tako so
kandidati za vezavo le zaporedja, ki se zaCnejo z asparaginom, kateremu sledi katerakoli
aminokislina razen prolina in se koncajo s serinom ali treoninom (Asn-X-Ser/Thr). Kljub
prisotnosti ustreznega zaporedja pa do prenosa N-glikanov, zaradi konformacijskih ali
drugih ovir med zvijanjem, ne pride vedno. Prav tako se ucinkovitost glikozilacije

zmanj$a ko je na mestu X kisla aminokislina. (11)
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Slika 2: Oligomanozni, kompleksni in hibridni tip /V-glikanov.
Povzeto po (11)



N-glikane delimo v tri tipe, ki si delijo enako jedro, sestavljeno iz treh manoz in dveh
N-acetilglukozaminov (Man3;GlcNAc,Asn). Prvi je oligomanozni tip, v katerem so na jedro
pritrjeni le manozni ostanki, drugi je kompleksni tip, v katerem se pritrjevanje na jedro
razlicnih monosaharidov zacne z N-acetilglukozaminom in zadnji je hibridni tip, ki je
zdruzitev obeh. Tu so na jedrno manozo al-6 vezani le manozni ostanki na jedrno manozo

al1-3 pa kompleksna veriga. (11)

1.3.1.1 Sinteza N-glikanov

Sinteza N-glikanov je precej zapleten proces. Zacne se na citoplazemskem delu membrane
ER s prenosom GIcNAc-P iz uridin-difosfata N-acetilglukozamina (UDP-GIcNAc) na
molekulo, vezano na membrani, ki jo imenujemo dolihol fosfat (Dol-P). Ta korak
katalizira encim GIcNAc-1-fosfotransferaza, pri tem pa nastane dolihol pirofosfat
N-acetilglukozamin (Dol-P-P-GIcNAc). Dolihol je lipid, sestavljen iz izoprenskih enot.
Vsaka enota ima med seboj povezanih pet ogljikov, Stevilo izoprenskih enot pa se razlikuje
med celicami, med vrstami celic in med organizmi. Na Dol-P-P-GIcNAc se nato zaporedno
doda 6 monosaharidnih enot, en N-acetilglukozamin, ter pet manoz. Na citoplazemski
strani ER tvorijo kompleks MansGIcNAc,-P-P-Dol, ki se nato s pomocjo flipaze prenese
na notranjo stran ER. Ko je kompleks izpostavljen lumnu ER se podaljSa Se za Stiri manoze
in tri glukoze. S tem je zakljuCena sinteza N-glikanskega predhodnika GlesMangGlcNAc,-
P-P-Dol. Oligosahariltransferaza nato cepi vez GIcNAc-P in prenese kompleks Stirinajstih

monosaharidov iz Dol-P-P na Asn-X-Ser/Thr regijo na proteinu. (11)
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Slika 3: Sinteza N-glikanskega predhodnika v endoplazemskem retikulumu.
Povzeto po (11)



Sledi predelava N-glikanov v ER in GA. Predvsem prvi koraki so klju¢ni pri zvijanju
proteina. Proces predelave GlcsMangGlcNAc,Asn se zacne z odstranitvijo treh glukoz, ki
jo katalizirata encima o-glukozidaza I in a-glukozidaza II. Pred izstopom iz ER
glikoprotein spremeni Se a-manozidaza I, ki odstrani terminalno manozo iz centralne veje.

Tako iz GlcsManygGlecNAc,Asn dobimo MangGIcNAc,Asn, ki se iz ER prenese v GA. (11)

Nekateri glikani imajo v cis predelku GA, zaradi nepopolne obdelave v ER, Se vedno
vezane ostanke glukoze. Tu encim endo-o-manozidaza cepi vez med dvema manoznima
ostankoma, tako da odstrani terminalno glukozo in manozo, na katero je glukoza vezana. S
tem dobimo nekoliko drugacen MangGlcNAc,Asn izomer, kot tisti, ki je proizveden v ER.
V cis predelku GA se nadaljuje odstranjevanje manoznih ostankov z manozidazo, tako da
na koncu dobimo kompleks MansGIcNAc,Asn, ki je pomemben vmesni produkt v sintezi
hibridnih in kompleksih N-glikanov. Ce se kompleks izogne nadaljnjim spremembam, pa

dobimo oligomanozni tip N-glikanov (Mans_ ¢GlcNAc,Asn). (11)
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Slika 4: Predelava N-glikanov v endoplazemskem retikulumu in golgijevem aparatu.
Povzeto po (11)



Sinteza  hibridnih in  kompleksnih ~ N-glikanov se nadaljuje z delovanjem
N-acetilglukozaminiltransferaze ~ (GIcNAcT-I), ki na jedrmo manozo doda
N-acetilglukozamin. Sele po tem koraku lahko a-manozidaza II, v medialnem predelku
GA, odcepi preostali terminalni manozi na drugi veji. Odkrije se druga jedrna manoza, na
katero encim GIcNAcCT-II doda drug N-acetilglukozamin in s tem dobimo
GlcNAc,Man3GIeNAc,Asn, ki je predhodnik za N-glikane kompleksnega tipa. Hibridni
N-glikani nastanejo, ¢e na kompleks MansGlcNAc,Asn deluje encim GIcNAcT-I, ne pa
tudi a-manozidaza II. S tem terminalni manozi ostaneta nedotaknjeni in nespremenjeni v
zreli obliki glikoproteina. Nadaljnje dodajanje sladkorjev poteka v trans predelku GA, kjer
lahko pride do vezave fukoze na jedro, do podaljSevanja verige z vezavo galaktoze na

kon¢ni N-acetilglukozamin ali do dodajanja siali¢ne kisline. (11)

1.3.1.2 Klini¢ni vidik razli¢nih N-glikanov

Sestava Asn297 glikanov vpliva na stabilizacijo protitelesa, na kvartarno strukturo saj
omogoc¢a bolj odprto zgradbo dela Fc, neposredno sodeluje pri vezavi z FcyR, ter s
specificnimi spremembami na tem mestu tudi uravnava interakcije. Sprememba glikanske
strukture povzroci konformacijsko spremembo v delu Fc in s tem se spremeni afiniteta
vezave za doloen FcyR. FcyR lahko razdelimo na aktivacijske (FcyRIa, FcyRlla in
FcyRIlla), ki vodijo v pro-vnetne aktivnosti in na zaviralne (FcyRIIb), ki imajo
protivnetno delovanje. Vezavo terapevtskih protiteles na aktivacijske receptorje
izkoris§€amo pri imunoterapijah, medtem ko si Zelimo vezave na zaviralne receptorje pri

zdravljenju avtoimunskih bolezni. (6, 7)

Ni Se cisto pojasnjeno, kako razlicne N-glikanske strukture vplivajo na delovanje
efektorskih funkcij, vendar so nekateri vidiki vse bolj jasni. Zelo dobro je znano, da se
protitelesa, ki nimajo vezane jedrne fukoze, zaradi manjSega steriCnega oviranja, lazje
vezejo na FcyRlIlla in s tem pride do povecanega ADCC odziva. Nasprotno pa visoko
fukozilirana protitelesa znizujejo ADCC odziv. Za pridobivanje terapevtskih mAb brez
jedrne fukoze, so zelo primerne ovarijske celice kitajskega hrcka (CHO), ki jim
primanjkuje encima fukoziltransferaze. Protitelesa brez jedrne fukoze kazejo zelo visoko,
do 50-krat vi§jo afiniteto do FcyRIlla, medtem ko ob vezavi N-acetilglukozamina na
sredinsko manozo zasledimo, do 20-krat vi§jo afiniteto do FcyRIlla. Dodatek
N-acetilglukozamina na sredinsko manozo zavre jedrno fukozilacijo zaradi ¢esar pride do

enakega ucinka, vis§jega ADCC odziva. (4, 6, 7, 12)



Znano je tudi, da dodatek galaktoze omogoca vezavo na FcyRIIb in s tem povzroci
protivnetno delovanje. Protitelesa z zmanjSano galaktozilacijo tako najdemo pri Stevilnih
avtoimunskih boleznih. Visoka galaktozilacija pri terapevtskih protitelesih pa se lahko
odraza v povecani vezavi na beljakovino Clq, kar privede do CDC odziva. Tudi sialicna
kislina, ki ima najvecji vpliv na strukturo dela Fc, sodeluje pri protivnetnem delovanju, kar
vodi do zmanjSanega ADCC odziva. Zvecana sialilacija zapre vezavno mesto in
onemogoc¢i vezavo na aktivacijske FcyR. Povecani sialilaciji obi¢ajno sledi tudi povecana
galaktozilacija, saj so galaktozni ostanki podlaga za sialiltransferaze. Na sploS$no pa je

koli¢ina sialiliranih terapevtskih mAb nizka. (4, 6, 7, 12)

Ker oligomanozni tip (Mansg) ne preide vseh stopenj glikozilacije, ima mocno
pomanjkanje jedrne fukoze. Taki glikoproteini imajo zato vi§jo afiniteto vezave na
FcyRIIla in zato ojacajo ADCC odziv. Prav tako ker nimajo vezane galaktoze, posredujejo
nizji CDC odziv. Zaradi vezave na manozne receptorje (ManR), ki se nahajajo v
hepatocitih pa imajo ti glikoproteini hitrejsi ocistek in s tem krajSo zivljenjsko dobo. (4, 6,

7, 12)

Struktura glikanov pa poleg farmakodinamic¢nih in farmakokineti¢nih lastnosti, vpliva tudi
na varnost terapevtskih protiteles. Rekombinantni proteini, proizvedeni v CHO celicah,
imajo podobne glikozilacijske vzorce kot protitelesa, prisotna v ¢loveskem serumu. Misje
celice (NSO ali SP2/0) pa lahko dodajo monosaharid, ki naravno ni prisoten v telesu. Gre
za dodajanje galaktoznega epitopa (Galal-3Galf1-4GIcNAc-R) ali N-glikolineuraminske
kisline. Ko se jih uporabi kot zdravila so lahko imunogena in povzrocajo preobcutljivostne

reakcije. (4, 6,7, 12)

Glikozilacijski vzorec terapevtskih proteinov je odvisen tako od gostiteljskih celic kot tudi
od uporabljenega bioprocesa. Je eden od kljucnih lastnosti kakovosti (CQA), saj
predstavlja glavni vir heterogenosti z moznim vplivom na varnost in u¢inkovitost zdravila.
CQA je opredeljena kot fizikalna, kemijska, bioloska ali mikrobioloska lastnost, ki mora
biti v ustreznem obmocju, da zagotovi zeleno kakovost, varnost in u¢inkovitost produkta.
Pri nacrtovanju terapevtskih proteinov je potrebno razumeti vpliv glikozilacije na
farmakodinamiko in farmakokinetiko, zagotoviti ustrezne profile varnosti in u¢inkovitosti,
ter skrbeti za kontrolo med razvojem bioprocesa in proizvodnjo tako pri inovativnih kot

tudi pri biolosko podobnih zdravilih. (4, 12)
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1.4 ANALITIKA BIOLOSKIH ZDRAVIL

Da lahko zagotavljamo ustrezno kakovostno sestavo v vseh fazah proizvodnje, vklju¢no z
gotovim zdravilom, je tudi pri bioloskih zdravilih potrebno spremljati istovetnost zdravilne
snovi, njeno koncentracijo in prisotnost necistot. Pri tem si pomagamo z razli¢nimi

analiznimi metodami, ki jih lo¢imo na separacijske, spektroskopske ter imunoloske. (1)

1.4.1 Kromatografija

Kromatografija je najpogosteje uporabljena separacijska metoda. Omogoca tako analizo,
molekul med stacionarno in mobilno fazo. Komponente vzorca potujejo s tokom mobilne
faze skozi stacionarno fazo in se pri tem locCujejo zaradi razli¢nih fizikalnih interakcij.
Najprej se eluirajo komponente, ki imajo najmanjSo afiniteto do stacionarne faze, nato pa
Se komponente, ki imajo vec¢jo afiniteto do stacionarne faze in se v njej zadrzujejo dlje
casa. Glede na polozaj stacionarne faze in nain potovanja mobilne faze lo¢imo kolonsko

in planarno kromatografijo. (1)

Tekocinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC) predstavlja eno izmed najmocnejsSih
orodij v analizni kemiji. Ima sposobnost za loCevanje, identifikacijo in kvantifikacijo
spojin v vzorcih, raztopljenih v tekocini. Glede na mehanizem locevanja, jo razdelimo na
porazdelitveno, adsorpcijsko, ionsko izmenjevalno, izkljucitveno, afinitetno in kiralno
kromatografijo. Porazdelitveno kromatografijo pa delimo naprej na normalno fazno
(NP-LC) in reverzno fazno (RP-LC). NP-LC je uporabna za lo¢evanje polarnih analitov,
saj uporablja polarne kolone in nepolarne mobilne faze, ki so sestavljene iz organskega
topila. RP-LC pa uporablja nepolarne kolone, ter mesanico vode in organskega topila za
mobilne faze, zato je primerna za lo¢evanje manj polarnih komponent. (1, 13, 14) V
zadnjih 20. letih je prislo do izboljSanj kolon in inStrumentov, s ¢imer se je doseglo znatno
izboljSanje v resoluciji, hitrosti in obcutljivosti pri tekocinski kromatografiji. Novemu
sistemu, ki omogoca tako izvedbo, pravimo tekoCinska kromatografija ultra visoke

zmogljivosti (UPLC). (13)

Kromatografska oprema je sestavljena iz ve¢ komponent. Rezervoar drzi mobilno fazo,
Crpalka ustvari tlak, ki z dolo¢enim pretokom neprestano poganja mobilno fazo v kolono,
injektor pa potisne vzorec v tekoco mobilno fazo. Po injiciranju vzorca, sledi loc¢itev

komponent v kromatografski koloni, ki je napolnjena z majhnimi sferi¢nimi delci, katerih
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pore so prekrite s stacionarno fazo. Detektor, je nameSfen neposredno po koloni in
pretvarja fizikalne ali kemijske lastnosti eluiranega analita v elektricne signale. V vecini
primerov se uporablja ultravijoli¢ni (UV) ali fluorescencni (FLR) detektor, ki je povezan z
racunalnikom. Le ta nam izriSe signal, glede na cas, kar zaznamo kot kromatografski vrh s
pripadajocim retencijskim Casom. Retencijski ¢as nam po primerjavi z referen¢nim
standardom pove identiteto vsakega vrha, medtem ko nam povrSina vrha pove, koliko

spojine je prisotne v vzorcu. (1, 13, 15, 16)

injektor

rezervoar za
mobilno fazo

-~

detektor

¢rpalka za MFB
¢rpalka za MFA

. kromatografska
kolona

[

=)

odpad

| e

racunalnik
izriSe signal

Slika 5: Kromatografska oprema.
Povzeto po (17)

1.4.1.1 HILIC kromatogrdafija
Po uvedbi RP-LC, je bila uporaba NP-LC vedno manj pogosta. V danasnjem Casu pa
priljubljenost NP-LC ponovno naras¢a v bioanalitskih aplikacijah, saj so zdravila in njihovi

metaboliti pogosto polarne strukture. (13, 18)

Najnovejsa razli¢ica NP-LC je tako imenovana tekocinska kromatografija hidrofilnih
interakcij oz. HILIC. Uporabna je pri lo¢evanju zelo polarnih spojin, kot so oligosaharidi,
peptidi in aminokisline, ki so mo¢no zadrzane v NP-LC in Sibko zadrzane v RP-LC. Tako
kot NP-LC, tudi HILIC kromatografija uporablja polarne stacionarne faze, mobilne faze pa
so podobne tistim, ki se jih uporablja v RP-LC. So meSanica vode in organskega topila,
najpogosteje acetonitrila. Kolone so sestavljene iz prostih silicijevih delcev ali iz silicijevih
delcev, ki imajo vezane polarne funkcionalne skupine. Najpogosteje vezane polarne

funkcionalne skupine so amini, amidi in dioli. (13, 18, 19)
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Mehanizem loc¢evanja molekul je zapleten in odvisen od Stevilnih dejavnikov. Mobilna
faza, z adsorpcijo vode na povrSino polarne stacionarne faze, oblikuje z vodo bogato plast,
ki meji na plast mobilne faze s primanjkljajem vode. Locevanje komponent vzorca je
posledica porazdeljevanja molekul med obema plastema. Bolj kot je analit hidrofilen, bolj
se bo zadrZeval v imobiliziranem vodnem sloju na stacionarni fazi in posledi¢no bo imel
dalj$i retencijski Cas. Zadrzevanje pri HILIC kromatografiji je sorazmerno polarnosti
analita in obratno sorazmerno polarnosti mobilne faze. Vendar pa je kon¢ni mehanizem
elucije najverjetneje prekrivanje porazdeljevanja med fazama in tvorbe vodikovih ali
elektrostati¢nih interakcij s stacionarno fazo. Kateri mehanizem bo prevladoval, je odvisno
od tipa stacionarne faze, vrste organskega topila, koncentracije soli ter pH-ja. Za nadzor
pH-ja mobilne faze in ionske moci, se obi¢ajno uporablja ionske dodatke kot so amonijev

acetat in amonijev formiat, ki ohranjajo analite v nenabiti obliki. (13, 18, 19)

Locitev je lahko izvedena v izokraticnem nacinu, z nespremenjeno sestavo mobilne faze ali
pa z gradientno elucijo, pri kateri se sestava mobilne faze spreminja skozi ¢as. Gradientna
elucija se pri HILIC kromatografiji zane z visokim delezem organskega topila in konc¢a z

visokim delezem vodnega topila, s ¢imer se eluirajo polarni analiti. (13, 18)

1.4.2 Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza (CE) je sodobna separacijska analizna metoda, ki omogoca hitro
locevanje nabitih delcev pod vplivom elektricnega polja. LocCitev komponent poteka v
prevodnem mediju v notranjosti ozke kapilare ob prikljucitvi visoke napetosti in temelji na
razliki v elektroforezni mobilnosti ionov. Zaradi razli¢nega celokupnega naboja, se nabite
molekule gibljejo z razli¢no hitrostjo, v smeri elektrode z nasprotnim nabojem. Na njihovo
potovanje pa vpliva tudi jakost elektri¢nega polja, zavorni koeficient in dodatni tekocinski
tok, imenovan elektroosmozni tok (EOF). Le ta nastane kot posledica vezave kationov iz
puferne raztopine na povrSino kapilare, prekrite z negativno nabitimi silanolnimi
skupinami. Ustvari se tako imenovana elektricna dvojna plast, ki ob prikljucitvi napetosti
zacne potovati proti negativno nabiti elektrodi in s seboj potegne celotno raztopino. Ker je
EOF veliko mocnejsi kot elektroforezna mobilnost molekul, se vse molekule, ne glede na

naboj, gibljejo v isti smeri. (1, 20)
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Sistem za CE je relativno enostaven. Sestavlja ga napajalnik visoke napetosti, dve
elektrodi, ki sta potopljeni vsaka v svoj puferni rezervoar, kapilara z opticnim oknom ter
UV detektor. Vzorec se injicira Sele po napolnjenju kapilare s puferno raztopino, ko se
eden od koncev kapilare potopi v raztopino vzorca. CE analize so zelo hitre in porabijo

malo vzorca. (21)

kapilara

katoda anoda

Q potovanje delcev

puferni VZOrec puferni
rezervoar 1 | rezervoar

o'le

napajalnik visoke napetosti

Slika 6: Sistem za kapilarno elektroforezo.
Povzeto po (22)
Stevilne razliéne izvedbe metode, ki se med seboj razlikujejo po nadinu logitve in
selektivnosti, omogocajo Siroko uporabnost CE. Med pogosteje uporabljenimi je kapilarna
gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata (CE-SDS), ki je zaradi vecje
enostavnosti, hitrosti in natan¢nosti analize, boljSe locljivosti, avtomatizacije in
kvantitativne detekcije z UV detektorjem nadomestila tradicionalno poliakrilamidno gelsko
elektroforezo v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata (SDS-PAGE). CE-SDS je metoda, ki
locuje molekule glede na njihovo velikost. Locitveni medij v notranjosti kapilare vsebuje
prepleteno polimerno mreZzo, ki sluzi kot molekulsko sito, v katerem manjSe molekule
potujejo hitreje kot velike. Ker preprecuje nastanek elektroosmoznega toka, je metoda

podvrzena omejitvi, da nevtralne molekule ne migrirajo skozi. (1, 20, 23, 24)

CE-SDS se uporablja za oceno Cistosti terapevtskih proteinov pri razvoju, nadzoru
kakovosti in testiranju stabilnosti. Poleg tega predstavlja moc¢no orodje za karakterizacijo
glikoproteinskih molekul, saj je metoda sposobna loc¢iti med glikozilirano in ne-
glikozilirano (HC-NG) tezko verigo. Ker imajo glikani velik vpliv na stabilnost in
efektorsko funkcijo terapevtskih proteinov, je prisotnost HC-NG nezazeljena in je

obravnavana kot necistota produkta. (25)
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2. NAMEN DELA

Glikozilacija je post-translacijska modifikacija, ki vpliva na topnost, stabilnost,
farmakokinetiko in farmakodinamiko terapevtskega proteina, kot tudi na njegovo biolosko
ucinkovitost. Neustrezna glikozilacija pa lahko sprozi imunski odziv po vnosu proteina v
krvni obtok. Da bi preprecili nezelene ucinke, je potreben skrben nadzor bioprocesa tako
med razvojem kot tudi med proizvodnjo. Za to potrebujemo analizno metodo, ki je

sposobna zaznati neustrezno proizveden produkt.

Priprava vzorcev za analizo N-glikanskega profila vsebuje vec¢ stopenj, med katerimi
najpomembnejSi korak predstavlja encimska sprostitev N-glikanov s proteina. Za

zanesljive rezultate moramo doseci ¢im vecjo u¢inkovitost deglikozilacije.

V okviru magistrske naloge bomo preverili in med seboj primerjali ucinkovitost
deglikozilacije dveh razli¢nih metod za pripravo vzorcev za analizo N-glikanskega profila.
Prva je klasicna metoda, ki predstavlja referencno metodo za analizo N-glikanskega
profila, druga pa je analitska metoda visoke zmogljivosti (HT metoda), ki je zaradi svoje
hitrosti ¢edalje bolj zaZeljena, predvsem v zgodnjih fazah razvoja, kjer se srecujemo z
velikim Stevilom vzorcev. Najvecja razlika med metodama je ravno v stopnji encimske
deglikozilacije proteina. Sprostitev N-glikanov pri klasi¢ni metodi poteCe v raztopini,
medtem ko pri HT metodi ta korak poteCe z adsorbiranim proteinom na trdni povrsini. HT
metoda pa se od klasi¢ne metode razlikuje tudi v stopnji priprave vzorcev, saj vsebuje Se

korak denaturacije proteina.

Kot modelni protein bomo uporabili monoklonsko protitelo IgG; in IgG,, ter terapevtski
fuzijski protein. Ucinkovitost deglikozilacije proteina bomo preverili z elektroforezno
metodo, razliko v prisotnih N-glikanskih strukturah med metodama pa s kromatografsko
metodo. V primeru nezadostne deglikozilacije, bomo preverili kateri N-glikani ostanejo na
proteinu in ¢e le to pomembno vpliva na rezultat. Po potrebi bomo metodi poskusali tudi

optimizirati z razlicnimi izboljSavami v sami pripravi vzorcev.
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3. MATERIALIIN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije in reagenti
Vse kemikalije, ki smo jih potrebovali tekom Studije, so navedene v Preglednici 1.

Preglednica I: Uporabljene kemikalije in proizvajalci

kemikalija proizvajalec, kataloSka Stevilka
acetonitril (ACN) J.T.Baker, 8143
amonijev formiat (amonijeva sol mravlji¢ne kisline) Fluka, 17843
mravlji¢na Kislina (Cistost > 98%) Merck, 100264
tris (hidroksimetil) aminometan (Tris) Sigma, 93362
klorovodikova kislina (HCI) (Cistost 32%) Merck, 100319
N-glikozidaza F (PNGaza-F) Roche, 11365193001
ocetna Kislina (Cistost > 99,8%) Merck, 100063
dimetil sulfoksid (DMSQO) Sigma-Aldrich, 472301
2-aminobenzamid (2-AB) Sigma-Aldrich, A89804
natrijev cianoborohidrid (NaBH;CN) Aldrich, 156159
HEPES Sigma, H7523
Rapigest SF Surfactant, 1 mg Waters, 186001861
1 M natrijev hidroksid (NaOH) Merck, 109137
GlykoPrep® Kit' PROzyme, GP96NG-AB
trifluoroocetna Kislina (TFA) Sigma-Aldrich, 302031
Triton X-100 Sigma, T8787
natrijev lavrilsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, L4509
2-merkaptoetanol (2-ME) Sigma-Aldrich, M3148
SDS-MW Gel (polimerni pufer, pH 8,0 z 0,2% SDS) Beckman Coulter, A30341
0,1 M klorovodikova Kkislina (HCI) Merck, 109060
0,1 M natrijev hidroksid (NaOH) Merck, 109141
Bond-Breaker TCEP Solution Thermo Scientific, 77720
jodacetamid (IAA) Sigma, 11149

" GlykoPrep® kit vsebuje komplet za odcepitev: - 96 RX mini kolon: vezejo izbrani protein na steno
- reagent A: denaturacijski reagent
- reagent B: blokira prosta vezavna mesta na RX mini koloni
- reagent C: 25x koncentriran encimski pufer
- reagent D: pospesi pretvorbo glikozilaminske skupine na
N-glikanu v reducirajoco skupino

- encim PNGaza-F

komplet za oznacevanje: - 2-AB raztopina

- redukcijska raztopina
komplet za ¢is€enje: - 96 CU mini kolon: locujejo presezek barvila od oznacenih
N-glikanov
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3.1.2 Raztopine in pufri
Pri pripravi raztopin in pufrov smo uporabili precis¢eno vodo Milli-Q, pridobljeno s
sistemom za pripravo ultra Ciste vode Milli-Q Advantage A10, proizvajalca Millipore.

Raztopine in pufre, potrebne za analizo N-glikanskega profila, smo pripravili tik pred oz.

najvec eno uro pred uporabo.

Preglednica II: Uporabljene raztopine in pufri

Pripravljene raztopine in pufri

sestava/priprava

Pufer za deglikozilacijo

2-AB raztopina za oznacevanje glikanov
(klasi¢na metoda)

HEPES pufer
5% Rapigest

Redcitev reagenta C

Raztopina encima

2-AB raztopina za oznacevanje glikanov
(HT metoda)

Elucijska raztopina 1
Elucijska raztopina 2
Raztopina 96% ACN (v/v)
600 mM TAA (wW/v)
Pufer za CE-SDS

15 mM Tris/HCI, pH 7,0

Raztopina I: ZmeSaj 700 uL DMSO s

300 pL ocetne kisline.

Raztopina 2: Natehtaj 50 mg 2-AB in dodaj
1000 pL raztopine 1.

2-AB raztopina: Natehtaj 50 mg NaBH;CN
in dodaj 800 pL raztopine 2. Inkubiraj na
inkubacijskem bloku Eppendorf pri 70°C
2 minuti.

50 mM HEPES/NaOH, pH 7.9

Pripravljen s HEPES pufrom.

Za vsak vzorec je potrebno pripraviti

100 pL encimskega pufra.

Za vsak vzorec je potrebno pripraviti zmes
2,5 uL encima PNGaza-F in 7,5 uLL
razred¢enega reagenta C.

Za vsak vzorec pripravimo zmes 2,5 pL
redukcijske raztopine in 2,5 pL 2-AB
raztopine.

0,1% TFA (v/v)/50% ACN (v/v)

1% Triton (v/v)/20% ACN (v/v)

50 mM Tris/HCl z 1% SDS, pH 9,0
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3.1.3 Vzorci

Analize smo izvajali na terapevtskih proteinih, proizvedenih v ovarijskih celicah kitajskega

hrcka z rekombinantno DNA tehnologijo. Analizirali smo terapevtsko monoklonsko

protitelo IgG;, monoklonsko protitelo IgG, in rekombinantni terapevtski fuzijski protein

vezan na Fc domeno protitelesa IgG;.

Slika 7: GlykoPrep® Kit (reagenti, RX in CU mini kolone)

3.1.4 Oprema in potrosni material

V Preglednici III je opisana vsa oprema, ki smo jo uporabljali tekom Studije, v Preglednici

IV pa je nastet uporabljen potrosni material.

Preglednica II1: Oprema in proizvajalci

oprema proizvajalec, model
pipete Sartorius BioHit, mLine
tehtnica Mettler Toledo, XP205 in XP26
pH meter Metrohm, 780

¢rpalka za filtriranje
rotacijsko meSalo
mikrocentrifuga
centrifuga
inkubacijski blok
inkubacijski blok
vakuumski koncentrator
UPLC sistem
FLR detektor
sistem za kapilarno elektroforezo

programska oprema

Millipore, WP6122050
Scientifica, Vortex mixer VELP
Eppendorf, MiniSpin plus
Eppendorf, Centrifuge 5810R in 5415R
PROzyme, Assay MAP GS150
Eppendorf, Thermomixer Comfort
Eppendorf, Concentrator Plus 5301
Waters, Acquity UPLC System
Waters, Acquity UPLC FLR Detector
Beckman Coulter, PA 800 plus

Empower 3
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Preglednica IV: PotroSni material in proizvajalci

potrosni material proizvajalec, kataloSka Stevilka
PES filter, 0,22 pm TPP, 99505
1,5 mL mikrocentrifugirke Eppendorf, 0030108116
0,5 mL mikrocentrifugirke Eppendorf, 022431064
30 kDa centrifugalni filtri (0,5 mL) Millipore, Amicon Ultra UFC5030BK
mikrotitrska ploscica Eppendorf, 951020460
NAP-5 kolone (Sephadex G10 matrix) GE Healthcare, 28940928
HPLC viale Waters, 186002639
mikro viale Beckman Coulter, 144709
univerzalne plasti¢ne viale Beckman Coulter, A62251
univerzalni pokrovcki za viale Beckman Coulter, A62250
HILIC kromatografska kolona
Acquity UPLC Glycan BEH Amide Waters, 186004741

1,7 pm, 2,1 mm x 100 mm
HILIC kromatografska kolona
Acquity UPLC Glycan BEH Amide Waters, 186004740
1,7 pm, 2,1 mm x 50 mm
Kapilara za kapilarno elektroforezo

_ Beckman Coulter, 338451
Uncoated capillary, 30 cm x 50 pm

3.2 METODE

3.2.1 HILIC kromatografija

Uporabili smo slede¢i mobilni fazi:
Mobilna faza A (MFA): 100% ACN

Mobilna faza B (MFB): 100 mM amonijev formiat, pH 4,4

V priblizno 950 mL Milli-Q vode raztopimo 6,3 g amonijevega formiata. Raztopini
umerimo pH z mravlji¢no kislino na 4,4 ter jo prenesemo v merilno bucko (V =1 1L). Z

Milli-Q vodo dopolnimo do oznake in raztopino prefiltriramo skozi 0,22 um PES filter.
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Uporabili smo gradientno metodo s pretokom mobilne faze 0,6 mL/min in temperaturo
kolone 60°C. Za lepSo locbo glikanov, smo uporabili tri razlicne kromatografske locbene
razmere. Pri fuzijskem proteinu smo uporabili najdaljSo, 80-minutno, pri mAb IgG; krajSo,
54-minutno in pri mAb IgG, najkrajSo, 28-minutno metodo. Pri 80-minutni in 54-minutni
metodi smo uporabili 100 mm kromatografsko kolono, medtem ko smo 28-minutno

metodo dali na krajSo, 50 mm kromatografsko kolono.

Preglednica V: Razli¢ni gradienti HILIC kromatografije

Pretok 80 min 54 min 28 min
(mL/min)  ¢as (min) MFB (%) cas(min) MFB (%) cas(min) MFB (%)
0,600 0,0 23,0 0,0 23,0 0,0 23,0
0,600 60,0 42,0 35,0 34,0 19,0 33,8
0,400 61,0 100,0 38,0 100,0 20,0 100,0
0,400 65,0 100,0 42,0 100,0 21,5 100,0
0,600 66,0 23,0 43,0 23,0 22,5 23,0
0,600 80,0 23,0 54,0 23,0 28,0 23,0

Opomba: sestava MFB je opisana v besedilu nad preglednico (glej poglavje 3.2.1)

Vzorce smo pred analizo pripravili po ustreznem protokolu za analizo N-glikanskega
profila (glej poglavje 3.3.1). Injicirali smo 1 pL vzorca. Detekcija je potekala s FLR

detektorjem pri ekscitacijski valovni dolzini 250 nm in emisijski valovni dolZini 428 nm.

3.2.2 Kapilarna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata
Locba vzorcev je potekala v kapilari, napolnjeni z elektroforeznim gelom. Vzorce smo
pred analizo pripravili po protokolu za analizo CE-SDS pri reducirajoc¢ih pogojih (glej
poglavije 3.3.2). Celotna dolzina kapilare je znaSala 30 cm, dolzina u&inkovitosti kapilare”
pa 10 cm. Da smo preprecili nastanek EOF, smo pred vsakim injiciranjem vzorca kapilaro
sprali z NaOH, HCI in Milli-Q vodo, nato smo jo napolnili z gelom, Sele nato smo injicirali
vzorec. Analite smo loCevali z napetostjo 10 kV, detekcija pa je potekala pri valovni

dolzini 214 nm z UV detektorjem.

? Dolzina uéinkovitosti kapilare - predstavlja pot vzorca od mesta injiciranja do detektorja
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3.3 PRIPRAVA VZORCEV

3.3.1 Priprava vzorcev za analizo N-glikanskega profila

Priprava vzorcev za analizo N-glikanskega profila vsebuje veC stopenj. Prva stopnja
predstavlja encimsko sprostitev N-glikanov s terapevtskega proteina. NajucinkovitejSo
deglikozilacijo omogoca encim PNGaza-F, ki lahko s proteina sprosti vse tri tipe N-
glikanov. Minimalni substrat za encim predstavlja ustrezen tripeptid polipeptidne verige in
di-N-acetil hitobiozna® regija oligosaharida. Pri reakciji pride do hidrolize N-glikozidne
vezi, pri Cemer se asparagin deaminira do asparaginske kisline. Sprosti se 1-amino
oligosaharid, ki se kasneje ne-encimsko pretvori do oligosaharida z reducirajo¢im koncem,

kot stranski produkt pa se sprosti amonijak. (26, 27)

protein
R
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o P NHO deglikoziliran protein
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R ,N/S'/N H HN R
H o] 0 1 1.
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hitobiozna regija N-glikana

NH;
OH OH ’ OH o OH
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_O o A9 )
R” HO HO OH R” HO HO NH,
NHAC NHAC + H,0 NHAc NHAc
oligosaharid z reducirajo¢im koncem 1-amino oligosaharid

Slika 8: Encimska sprostitev N-glikana s proteina.
Povzeto po (28)
V drugi stopnji sledi loCevanje N-glikanov od proteina in njihovo oznalevanje s
fluorescencnim barvilom. To je nujno potrebno za njihovo detekcijo med kromatografsko
analizo, saj imajo sami po sebi nizko spektralno aktivnost. Obstaja veC vrst derivatizacije
N-glikanov, med katerimi je najpogosteje uporabljena reakcija reduktivne aminacije. Pri tej
reakciji primarna aminska skupina barvila reagira z aldehidno skupino na N-glikanu.
Nastane imin oz. Schiffova baza, ki se s pomoc¢jo reducenta reducira v sekundarni amin.
Natrijev cianoborohidrid je najpogosteje uporabljen reducent, kot barvilo pa se
najpogosteje uporablja 2-aminobenzamid. Prednost tega oznaCevanja je stehiometri¢na
pritrditev ene molekule barvila na glikan, kar omogoca neposredno kvantifikacijo, ki

temelji na fluorescenci. (29, 30)

? Hitobioza - predstavlja dimer glukozaminskih enot, povezanih med seboj z p-1,4 vezjo
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Slika 9: Barvanje glikanov z 2-AB barvilom.
Povzeto po (31)
V koncni stopnji sledi lo¢itev oznacenih N-glikanov od presezka barvila. To lahko
naredimo z ekstrakcijo na trdni fazi, gelsko filtracijo, papirno kromatografijo ali
ekstrakcijo tekoce-tekoce (30). Vsak korak priprave vzorca je neselektiven, kar omogoca

analizo reprezentativnega N-glikanskega profila.

3.3.1.1 HT metoda
Vzorce smo pripravili s pomo&jo GlykoPrep® kita. Pri izvedbi smo sledili navodilom

proizvajalca PROzyme (32).

PRIPRAVA VZORCEV

V prvi stopnji smo vzorec glede na njegovo koncentracijo red¢ili z Milli-Q vodo tako, da
smo v kon¢nem volumnu 50 pL imeli raztopljenega 0,05 mg izbranega proteina. Ker je
priporoceno razmerje denaturacijskega reagenta z vzorcem 1:1, smo razred¢enemu
proteinu dodali 50 pL reagenta A. Tako pripravljen vzorec smo dobro zmesali z

rotacijskim meSalom in inkubirali na sobni temperaturi (ST) najmanj 5 min.

prostor za
nanos vzorca

\ podpora

smolni vlozek

podpora

Slika 10: Izgled RX in CU mini kolon. Slika 11: Lastnosti RX in CU mini Kkolon.
Povzeto po (33)
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ENCIMSKA SPROSTITEV N-GLIKANOV

V RX mini kolono smo odpipetirali 50 uL 100% ACN in centrifugirali pri 300 x g, 3 min
na ST. Nato smo odpipetirali 150 puL reagenta A in centrifugirali pri 1000 x g, 2 min na ST.
Po tej stopnji smo zavrgli eluat in v RX mini kolono odpipetirali predhodno denaturiran
vzorec. Centrifugirali smo pri 200 x g, 10 min na ST. Ko protein preide skozi RX mini
kolono, se preko hidrofobnih interakcij adsorbira na steno. Zopet smo zavrgli eluat in
odpipetirali najprej 50 puL reagenta B, nato pa Se 50 puL razredCenega reagenta C. Po vsaki
stopnji smo centrifugirali pri 300 x g, 3 min na ST. Ponovno smo zavrgli eluat in
odpipetirali 10 pL raztopine encima PNGaza-F ter centrifugirali pri 300 x g, 3 min na ST.
Sledila je inkubacija vzorcev na inkubacijskem bloku Assay MAP pri temperaturi 50°C,

45 min. Pri teh pogojih je realna temperatura v RX mini koloni 37°C.

nanos maks.
volumna

ﬁ

centrifugiranje

ﬁ

kol
praznafolonca polna lovilna posoda,

eluat zavrzemo

Slika 12: Nanos raztopine na mini kolono, centrifugiranje in odstranitev eluata.
Povzeto po (33)

LOCEVANJE N-GLIKANOV OD PROTEINA

Po inkubaciji smo v RX mini kolono odpipetirali 15 pL reagenta D in sproS¢ene N-glikane,
s centrifugiranjem pri 300 x g, 3 min na ST, eluirali v mikrotitrsko plosCico s 96.
vdolbinicami®. Sledila je inkubacija N-glikanov v pokriti mikrotitrski plod¢ici na
inkubacijskem bloku Eppendorf pri temperaturi 37°C, 10 min. Po inkubaciji smo reagent D
odstranili s suSenjem v vakuumskem koncentratorju, pri temperaturi 45°C, 45 min. V tem
koraku se N-glikani skoncentrirajo v oborino, ki je dovolj majhna, da se lahko raztopi v

5 uL 2-AB raztopine za oznacevanje glikanov, ki smo jo dodali v naslednjem koraku.

* RX mini kolone smo po tej stopnji odstranili in zavrgli. V primeru, ko smo Zeleli analizirati protein, pa smo
jih obdrzali in protein eluirali s pomoc¢jo elucijske raztopine. Eluiran protein smo analizirali z metodo CE-
SDS (glej poglavje 3.3.2).
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OZNACEVANJE N-GLIKANOV

Na stran vsake vdolbinice, ki je vsebovala posusene N-glikane, smo dodali 5 pL 2-AB
raztopine za oznacevanje glikanov. Mikrotitrsko plos¢ico smo nato prekrili z aluminijasto
folijo, da smo jo zascitili pred svetlobo in centrifugirali pri 1000 x g, 1 min na ST. Sledila

je inkubacija na inkubacijskem bloku Eppendorf pri temperaturi 65°C, 60 min.

centrifugiranje

—

Slika 13: Elucija vzorca v mikrotitrsko ploscico.
Povzeto po (33)

ODSTRANJEVANJE ODVECNEGA BARVILA

Po inkubaciji smo mikrotitrsko plos¢ico odstranili z inkubacijskega bloka in pustili na ST,
dokler se ni ohladila. V oznacen vzorec smo dodali 20 pL Milli-Q vode in 180 puL 100 %
ACN. Na hitro smo premesali s pipeto in raztopino vzorca prenesli v CU mini kolono.
Sledilo je centrifugiranje vzorcev pri 50 x g, 10 min na ST. Zavrgli smo dobljeni eluat in v
CU mini kolono odpipetirali 200 pL 96 % ACN. Odvecno barvilo od oznacenih
N-glikanov lo¢ujemo z ekstrakcijo na trdni fazi, po principu HILIC kromatografije. Ker je
barvilo hidrofobno se njegov presezek odstrani z ACN, hidrofilne glikane pa smo iz CU
mini kolon eluirali v zadnji stopnji, ko smo v CU mini kolono odpipetirali 25 pL Milli-Q
vode. Oznacene N-glikane smo eluirali v mikrotitrsko plos¢ico s centrifugiranjem pri
300x g, 3 min na ST. Dobljene vzorce smo prenesli v plasticne HPLC viale in jih

analizirali na UPLC sistemu s HILIC kromatografijo.

3.3.1.2 Klasi¢na metoda
PRIPRAVA VZORCEV

S 30 kDa centrifugalnim filtrom, smo v prvem koraku izbran protein razsolili s pufrom za
deglikozilacijo. S tem protein prenesemo v pufer, ki je primernej$i za optimalno delovanje

encima. V filter smo odpipetirali 500 puL pufra in centrifugirali pri 11000 x g 10 min na ST.
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S tem smo s filtra sprali glicerol in ga pripravili za nanos vzorca. V filter smo odpipetirali
volumen vzorca, ki ustreza 0,25 mg proteina in s pufrom dopolnili do kon¢nega volumna
500 pL. Vzorce smo centrifugirali pri 11000 x g, 10 min na ST oziroma toliko ¢asa, dokler
se ni volumen zmanjSal do 50 pL. V filter smo ponovno dodali 450 pL pufra in stopnjo
centrifugiranja in red¢enja ponovili vsaj 2x. Po razsoljevanju smo filter obrnili in vzorec s
centrifugiranjem pri 1000 x g, 2 min na ST zbrali v epico. Dobljen vzorec smo s pufrom

dopolnili do volumna 96 pL.

dw wz
2w oy

= = (]

=/

vzorec s pufrom centrifugiranje elucija proteina  eluat

Slika 14: Razsoljevanje vzorca.
Povzeto po (34)

ENCIMSKA SPROSTITEV N-GLIKANOV

Pred inkubacijo na inkubacijskem bloku Eppendorf, pri temperaturi 37°C, 17 ur smo v

vzorec dodali 4 pL. encima PNGaza-F.

LOCEVANJE N-GLIKANOV OD PROTEINA

Po inkubaciji smo vzorce odstranili z inkubacijskega bloka in jih pustili na ST dokler se
niso ohladili. Lo¢evanje N-glikanov od proteina smo zopet izvedli s 30 kDa centrifugalnim
filtrom. Filter smo najprej sprali s 500 uL Milli-Q vode. Vanj smo nato odpipetirali 100 pL
Milli-Q vode, nato pa Se vzorec z encimom. Epico, v kateri je bil vzorec, smo sprali s
100 uLL Milli-Q vode, ki smo jo dodali k meSanici v filtru. Vse skupaj smo centrifugirali pri
11000 x g dokler ni skoraj vsa meSanica preSla skozi. Eluat smo shranili, v filter pa
odpipetirali 100 pL Milli-Q vode in ponovili centifugiranje. Zadnji korak smo ponovili Se
1x. Epico z vsemi eluati smo dali v vakuumski koncentrator, da smo odstranili Milli-Q
vodo. Vzorce smo suS$ili 5-8 ur pri temperaturi 45°C. V tem koraku se N-glikani

skoncentrirajo v oborino, ki smo jo nato raztopili z dodatkom 10 uLL Milli-Q vode.
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OZNACEVANJE N-GLIKANOV

V raztopljeno oborino smo dodali 15 pL. 2-AB raztopine za oznacevanje glikanov. Vzorce
smo dobro premesali z rotacijskim meSalom in inkubirali na inkubacijskem bloku

Eppendorf pri temperaturi 37°C, 17 ur.

ODSTRANJEVANJE ODVECNEGA BARVILA

Po inkubaciji smo vzorce vzeli z inkubacijskega bloka in jih pustili na ST, dokler se niso
ohladili. Vzorec smo z Milli-Q vodo dopolnili do volumna 100 pL. Odstranjevanje
odvecnega 2-AB reagenta poteCe z gelsko filtracijo na kolonah NAP-5, ki vsebujejo
matriks Sephadex G-10. Molekule se lo¢ijo na osnovi razlike v velikosti. Ker so oznaceni
N-glikani vec¢ji od por v matriksu kolone, vanje ne morejo prehajati in se zato eluirajo pred
manjSimi molekulami barvila, ki lahko prehajajo in se zadrzujejo v porah matriksa. Najprej
smo skozi kolone NAP-5 spustili tekocino, v kateri je matriks shranjen, nato pa smo jih
sprali Se z 10 mL Milli-Q vode. Ko je vsa voda presla skozi, smo na kolono nanesli 100 pL
vzorca in pocakali, da je popolnoma presel v matriks. Kolono smo sprali v dveh korakih.
Najprej smo nanesli 100 pL nato pa Se 600 pL Milli-Q vode. Eluat smo zavrgli. Glikane
smo eluirali s ponovnim nanosom 600 pL. Milli-Q vode in eluat zbrali v epico. Dobljene

vzorce smo prenesli v plasticne HPLC viale in jih analizirali na UPLC sistemu s HILIC

kromatografijo.

— a

\

il i e

U s

elucija shranjevalne spiranje z milli-Q nanos vzorca elucija vzorca
tekoCine vodo
Slika 15: Odstranjevanje odvecnega 2-AB reagenta. Slika 16: NAP-5 kolone

Povzeto po (25)

3.3.1.3 Klasi¢na metoda z dodatnim denaturacijskim korakom

PRIPRAVA VZORCEV

Tako kot pri klasi¢ni metodi, smo v prvi stopnji 30 kDa centrifugalni filter sprali in ga s
tem pripravili za nanos vzorca. Za razsolitev vzorca, smo namesto pufra za deglikozilacijo
uporabili HEPES pufer. V filtre smo odpipetirali volumen vzorca, ki ustreza 0,25 mg

proteina in s pufrom dopolnili do konénega volumna 450 pL. Vzorce smo centrifugirali pri
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11000 x g, 10 min na ST oziroma toliko ¢asa, dokler se ni volumen zmanjsal do 30 pL. V
filtre smo ponovno dodali 450 pL pufra in stopnjo centrifugiranja in red¢enja ponovili vsaj
2x. Po razsoljevanju smo filter obrnili in vzorec s centrifugiranjem pri 1000 x g, 2 min na

ST zbrali v epico. Dobljen vzorec smo s pufrom dopolnili do volumna 170 pL.

DENATURACIJSKI KORAK

Sledil je korak denaturacije proteina, ki ga pri klasicni metodi navadno ni. V vzorec smo
dodali 20 pL 5% Rapigesta in inkubirali na inkubacijskem bloku Eppendorf pri temperaturi
90°C, 5 min. Rapigest je povrSinsko aktivna snov, ki denaturira proteine in tako olajsa
encimsko cepitev. Hkrati je toplotno stabilen in za razliko od drugih denaturantov, ne

zavira encimske aktivnosti (36).

ENCIMSKA SPROSTITEV N-GLIKANOV

Namesto 4 pL smo k vzorcu dodali 10 pL encima PNGaza-F, ter inkubirali na
inkubacijskem bloku Eppendorf pri temperaturi 37°C, 17 ur.

Nadaljnji koraki priprave vzorca so enaki kot pri klasi¢ni metodi (glej poglavje 3.3.1.2).

3.3.1.4 Priprava slepega vzorca

K pripravi vzorcev, tako pri HT metodi kot tudi pri klasi¢ni metodi, smo vedno vkljucili
tudi pripravo slepega vzorca. Le ta se uporablja za potrditev odsotnosti vrhov v
retencijskem oknu N-glikanskega profila vzorcev. To nam potrdi, da pri pripravi ni prislo
do kontaminacije med vzorci. Pripravo slepega vzorca smo izvedli po enakih navodilih kot

pripravo vzorcev, le da smo volumen vzorca proteina zamenjali z volumnom Milli-Q vode.

3.3.2 Priprava vzorcev za analizo CE-SDS pri reducirajocih pogojih

Pred analizo izbrane proteine izpostavimo detergentu natrijev lavrilsulfat (SDS), ki je
anionska povrSinsko aktivna molekula. Na proteine se veze v stalnem razmerju 1,4 g SDS
na 1 g proteina, jih denaturira in doda negativen naboj. Zaradi negativnega naboja vsi
kompleksi potujejo proti anodi, konstantno razmerje med nabojem in dolzino verige pa
omogoca locCitev proteinov na osnovi razlike v molekulski masi. Priprava vzorcev za
analizo pri reducirajo¢ih pogojih vsebuje reducent, kot je 2-merkaptoetanol (2-ME), ki
povzroci redukcijo vseh disulfidnih vezi in kot kon¢ni produkt pri mAb dobimo dve lahki

in dve tezki verigi. (1, 24, 25)
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Z metodo CE-SDS smo analizirali deglikoziliran protein. Po eluciji N-glikanov z
reagentom D smo RX mini kolone obdrzali in nanje, po navodilih proizvajalca PROzyme,
nanesli 25 pL elucijske raztopine. Protein smo eluirali v mikrotitrsko plos¢ico s
centrifugiranjem pri 50 x g, 5 min na ST. Dobljenemu eluatu smo pomerili koncentracijo
na nanodropu in preracunali, da je bila kon¢na koncentracija proteina po dodatku CE-SDS
pufra med 0,2 mg/mL in 2 mg/mL. Ce je koncentracija proteina previsoka lahko pride do
nezadostne vezave SDS, kar daje Siroke vrhove in slabo resolucijo. Po drugi strani pa, ¢e je
koncentracija proteina prenizka, se pojavi prenizek signal. (37) Vzorce za analizo CE-SDS
pri reducirajo¢ih pogojih smo pripravili tako, da smo k 25 pL CE-SDS pufra dodali
22,5 uL vzorca ter 2,5 pL reducenta 2-ME. Vzorce smo dobro premesali z rotacijskim

meSalom in inkubirali na inkubacijskem bloku Eppendorf pri temperaturi 70°C, 10 min.

R R

OH / S OH
S—s  + 2(Hs/\/ ) - /SH S + L0 N N N
R R

Slika 17: Redukcija disulfidnih vezi z 2-merkaptoetanolom.

3.3.2.1 Priprava slepega vzorca
K pripravi vzorcev smo vedno vkljucili tudi pripravo slepega vzorca. Izvedli smo jo po
enakih navodilih kot pripravo vzorcev, le da smo volumen vzorca proteina zamenjali z

volumnom CE-SDS pufra.
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4. EKSPERIMENTALNO DELO

Eksperimentalno delo smo nacrtovali po korakih, ki so v kronoloSkem zaporedju
predstavljeni v nadaljevanju. Za lazji pregled poteka, spodnji diagram prikazuje vse korake

(slika 18).
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Slika 18: Diagram poteka eksperimentalnega dela.

4.1 ELUCIJA PROTEINA Z RX MINI KOLONE

Da lahko preverimo uspesSnost deglikozilacijskega koraka posamezne metode, potrebujemo
protein, ki je bil predhodno izpostavljen encimu PNGaza-F. Pri klasi¢ni metodi reakcija z
encimom potece v raztopini, medtem ko pri HT metodi reakcija z encimom potece na
povrsini RX mini kolone. Za pridobitev deglikoziliranega proteina s HT metodo, je

potrebno vezan protein eluirati z RX mini kolone.

Po navodilih proizvajalca PROzyme smo pripravili dve elucijski raztopini, s katerima smo
po locevanju N-glikanov od proteina, eluirali adsorbiran protein z RX mini kolone. Ker
smo Zeleli dobiti ¢im bolj reprezentativne rezultate, smo testirali, katera elucijska raztopina
nam eluira vecjo koli¢ino proteina z RX mini kolone. Dobljene eluate smo pripravili po

protokolu za analizo CE-SDS pri reducirajocih pogojih in jih analizirali.
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4.2 TEST USPESNOSTI DEGLIKOZILACIJE

Pred analizo N-glikanskega profila je potrebno N-glikane encimsko odcepiti s proteina, kar
predstavlja kljucen korak, saj moramo za zanesljive rezultate doseci ¢im vecjo ucinkovitost
deglikozilacije. V tem poskusu smo preverili uspesnost deglikozilacije proteina tako s

klasi¢no kot tudi s HT metodo.

Vzorce smo po HT metodi pripravili vklju¢no do loevanja N-glikanov od proteina, pri
¢emer smo RX mini kolone obdrzali in z izbrano elucijsko raztopino eluirali adsorbiran
protein. Pripravili smo tudi vzorce po klasi¢ni metodi, vklju¢no do encimske sprostitve
N-glikanov. Tako pripravljene vzorce deglikoziliranega proteina smo skupaj z nativnim
(ne-deglikoziliranim) proteinom pripravili po protokolu za analizo CE-SDS pri
reducirajo¢ih pogojih in jih analizirali. Ker smo Zeleli preveriti tudi ponovljivost

deglikozilacije proteina, smo vzorce socasno pripravili v Stirih ponovitvah.

4.3 ZMANJSEVANJE NANOSA PROTEINA PRI KLASICNI METODI

Ker za klasi¢no metodo potrebujemo 5 x vecjo izhodno koli¢ino proteina kot pri HT
metodi, smo najprej zZeleli dolocili najmanjSo koli¢ino proteina, s katero pri klasi¢ni metodi
Se lahko dolo¢imo vse N-glikanske strukture. Pripravili smo vzorce po klasi¢ni metodi in
nanos proteina nizali v korakih po 0,05 mg od koli¢ine, ki je potrebna za klasicno metodo
(0,25 mg) do koli¢ine s katero delamo pri HT metodi (0,05 mg). Vse vzorce smo pripravili

v paralelkah in jih analizirali s HILIC kromatografijo.

4.4 ANALIZA NEPOPOLNO DEGLIKOZILIRANEGA PROTEINA
Razli¢ne N-glikanske strukture vplivajo na razli¢ne efektorske funkcije proteina. Vprimeru
nepopolne deglikozilacije je pomembno, da vemo kateri N-glikani ostanejo vezani na

protein, saj le teh z nadaljnjo analizo ne moremo ovrednotiti.

Delno deglikoziliran protein po HT metodi, eluiran z RX mini kolon, smo popolno
deglikozilirali s klasicno metodo oz. klasitno metodo z dodatnim denaturacijskim
korakom. S tem smo dobili vzorec N-glikanov, ki po deglikozilaciji s HT metodo Se
ostanejo vezani na proteinu. Z zmanjSevanjem nanosa proteina pri klasi¢ni metodi in oceno
izkoristka pri eluciji proteina smo preracunali potrebno Stevilo reakcij na RX mini kolonah

za elucijo zadostne koliCine proteina.
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Naredili smo ve¢ priprav vzorca po HT metodi, ki smo jih na koncu zdruzili in
homogenizirali v en vzorec. V vmesni stopnji smo z RX mini kolon z izbrano elucijsko
raztopino eluirali adsorbiran protein. Vse dobljene eluate smo zdruzili v en vzorec, ki smo
ga pripravili s klasicno metodo oz. klasi¢no metodo z dodatnim denaturacijskim korakom.
Za primerjavo smo pripravili Se vzorce po klasicni metodi oz. klasi¢ni metodi z dodatnim
denaturacijskim korakom. Vse vzorce smo analizirali na sistemu UPLC s HILIC
kromatografijo. Za preverjanje zanesljivosti rezultatov smo pripravili vzorce v dveh

ponovitvah.

4.5 OPTIMIZACIJA HT METODE

V zadnjem poskusu smo Zeleli optimizirati pripravo vzorcev in obenem preveriti, ¢e lahko
tudi s HT metodo dobimo popolno deglikozilacijo proteina. Da bi dosegli Se boljso
denaturacijo, smo protein v zaCetnem koraku izpostavili bolj agresivnim pogojem in s tem
omogocili encimu olajSan dostop do vseh cepitvenih mest. Spremenili smo pripravo

VZOrcev.

OPTIMIZIRANA PRIPRAVA VZORCEV

Pri pripravi smo sledili navodilom proizvajalca PROzyme. K 55 pL vzorca s koncentracijo
I mg/mL smo namesto 50 puL reagenta A dodali 35 pL reagenta A in 10 pL reducenta
500 mM TCEP. Vzorec smo dobro premesali in namesto na ST, 5 min, inkubirali na
inkubacijskem bloku Eppendorf pri temperaturi 100°C, 10 min. Po kon¢ani inkubaciji smo
vzorec pustili na ST 10 min oz. dokler se ni ohladil in mu dodali 10 pL alkilanta 600 mM
IAA. Tako pripravljen vzorec smo postavili za 30 min v temo na ST. Nadaljnji koraki
(encimska sprostitev, locevanje N-glikanov od proteina, oznacevanje in odstranjevanje

odvecnega barvila) so bili enaki kot Ze prej opisano pri HT metodi (glej poglavje 3.3.1.1).

V pripravi vzorcev imamo tako vkljucen Se reducent TCEP in alkilant IAA. Z reducentom
povzro¢imo redukcijo vseh disulfidnih vezi, medtem ko se alkilant veze na nastale proste

tiolne skupine in s tem prepreci da bi se povezale nazaj.

Pripravili smo vzorec po HT metodi z optimiziranim denaturacijskim korakom in za
primerjavo Se vzorec, pripravljen po standardnem protokolu za HT metodo. Vzorce smo
analizirali na UPLC sistemu s HILIC kromatografijo. Da bi preverili, ¢e se nam je stopnja
deglikozilacije izboljSala, smo po locevanju N-glikanov od proteina z izbrano elucijsko

raztopino z RX mini kolon eluirali deglikoziliran protein. Eluate proteina smo nato skupaj
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z nativnim (ne-deglikoziliranim) proteinom pripravili za analizo s CE-SDS pri

reducirajocih pogojih (glej poglavje 3.3.2).
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 ELUCIJA PROTEINA Z RX MINI KOLONE

Protein se v navzocCnosti vodnega medija veze na RX mini kolono s hidrofobnimi
interakcijami. Elucijo proteina se lahko doseze z dodatkom ionskega modifikatorja, kot je
TFA, v organsko topilo, ali pa z dodatkom Tritona, ki je blag, neionski detergent (38).
Uporabili smo elucijsko raztopino 1, ki je vsebovala 0,1% TFA (v/v)/50% ACN (v/v) in
elucijsko raztopino 2, ki je vsebovala 1% Triton (v/v)/20% ACN (v/v). Triton absorbira v
ultravijoli¢nem delu spektra in s tem moti kvantifikacijo proteinov pri Azgonm (39). Vzorec,
eluiran z elucijsko raztopino 2, smo zato pred meritvijo koncentracije proteina na

nanodropu razsolili s pufrom za deglikozilacijo.

Elucijo proteina z RX mini kolon z obema elucijskima raztopinama smo izvedli na vseh
treh terapevtskih proteinih. V vseh primerih je bila izraCunana ocena izkoristka elucije

boljsa v primeru uporabe elucijske raztopine 1 (slika 19).
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Slika 19: Elektroferogrami eluiranega mAb IgG,, mAb IgG; in fuzijskega proteina z RX mini
kolone.
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Manjsi izkoristek elucije z elucijsko raztopino 2 je lahko posledica izgub v koraku
razsoljevanja vzorca. Pri vseh nadaljnjih poskusih smo zato za elucijo proteina z RX mini

kolone uporabili elucijsko raztopino 1.

5.2 TEST USPESNOSTI DEGLIKOZILACJE

Z metodo CE-SDS pri reducirajocih pogojih dobimo pri testiranju vzorcev monoklonskega
protitelesa tri osnovne vrhove, ki predstavljajo lahko verigo (LC), teZzko verigo brez
vezanih glikanov (HC-NG) in tezko verigo (HC) (sliki 20 in 21). Vrhovi so na
elektroferogramu poimenovani z okrajSavami. Pri testiranju vzorcev fuzijskega proteina pa
dobimo nekoliko drugacno sliko. Protein se razcepi na dve glavni komponenti, ki smo ju
poimenovali HP1 in HP2’, ter na manjse vrhove z imeni LP1, LP2, LP3, LP4, LPS5 in LP6°
(sliki 22 in 23). Integrirali smo tudi vse ostale, neznane vrhove, ki se niso pojavili v
elektroferogramu  slepega vzorca in jih oznadili z RRT’. Na elektoferogramu
deglikoziliranega mAb se nam med LC in HC-NG pojavi dodaten vrh, z retencijskim
c¢asom okoli 19,8 minute. Vrh predstavlja elucijo encima in ker se pojavi tudi v slepem
vzorcu, ga zato nismo integrirali. Elektroferogrami imajo na abscisni osi za enote minute,
na ordinatni osi pa absorbcijske enote (oznaka au). Pri integriranih vrhovih trikotnik
oznacuje zacetek ali konec vrha, ki je lo¢en do bazne linije, medtem ko romb oznacuje

zacetek ali konec vrha, ki se ni lo€il do bazne linije.

Pri vseh treh terapevtskih proteinth smo dobili skladne rezultate med razlicnimi
ponovitvami priprave vzorca. Lahko zaklju¢imo da je deglikozilacija proteina ponovljiva
in ni naklju¢na. Pri rezultatih smo zato podali povpre¢no vrednost vseh Stirih ponovitev.
Podan je tudi relativni standardni odklon (RSD), stirih ponovitev priprave vzorca po HT

metodi.

Enacba I: Enac¢ba za standardni odklon

N — stevilo meritev, x; — posamezna meritev, X — povprecna vrednost

> HP — je interna oznaka za protein ve&je molekulske mase (ang. heavy protein). Protein vsebuje N-glikane
na skoraj vseh vezavnih mestih.

S LP — je interna oznaka za protein manjse molekulske mase (ang. light protein). Protein vsebuje N-glikane le
Se na nekaj ali pa nobenem vezavnem mestu ve¢. Lahko predstavlja tudi odlomek proteina.

7 RRT — je oznaka za relativni retencijski ¢as (ang. relative retention time). Doloéi se ga glede na glavni vrh.
Pri elektroferogramih glavni vrh predstavlja vrh HC, pri kromatogramih pa vrh bGO.
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Enacba 2: Enacba za relativni standardni odklon

RSD (%) =

s
= x 100
x

s — standardni odklon, X — povprecna vrednost

5.2.1 Monoklonsko protitelo IgG1

Na sliki 20 so prikazani elektroferogrami monoklonskega protitelesa IgG; kot nativnega
vzorca, deglikoziliranega vzorca po HT metodi in deglikoziliranega vzorca po klasi¢ni
metodi. Na elektroferogramu mnozina proteina v sicer enakem volumnu injiciranja, med
vzorci ni primerljiva zaradi razli¢nih zacetnih koli¢in proteina pri pripravi (izguba proteina

pri eluciji z RX mini kolon). Ker absolutne vrednosti vrhov na ordinati niso primerljive, so

preracunani delezi posameznih vrhov v odstotkih.
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Slika 20: Elektroferogrami deglikoziliranega mAb IgG; s klasi¢no in HT metodo. Nativni
vzorec predstavlja ne-deglikoziliran protein.

Preglednica VI: Odstotek povrsine vrhov pri nativnem in deglikozilranem mAb IgG;
s klasi¢no in HT metodo.

Ime vzorca LC  HC-NG HC RR‘;sgfl‘mV % deglikozilacije®
nativni vzorec 234 1,9 66,3 8,4 2,8
klasi¢na metoda 23,8 67,6 0,2 8,4 99,7
HT metoda 26,9 53,4 17,0 2,6 75,9
RSD HT metode 1,7 0,6 2,6 5,5 0,7

¥ Izradun % deglikozilacije za mAb IgG, in IgG,: % deglikozilacije = (HC-NG/(HC-NG + HC))*100
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Iz elektroferograma in preglednice VI razberemo, da so delezi vrha LC priblizno enaki
med vsemi vzorci. Po pri¢akovanjih ima najvecji delez vrha HC nativni vzorec (66,3 %), ki
predhodno ni bil izpostavljen encimu PNGazi-F in ima N-glikane Se vedno vezane na tezki
verigi. Pojavi se tudi majhen delez vrha HC-NG (1,9 %), kar ni ni¢ nenavadnega, saj se
dolo¢en delez proteinov, med proizvodnjo v celi¢ni kulturi, izogne glikozilacijskem
procesu (25). Pri vzorcu, deglikoziliranem po klasi¢ni metodi se vth HC zmanjSa (na
0,2 %) na racun povecanja vrha HC-NG (na 67,6 %), kar kaze na popolno sprostitev
N-glikanov s proteina po izpostavitvi encimu PNGaza-F (40). Deglikozilacija je bila
uspesna v 99,7 %. Pri vzorcu, deglikoziliranem po HT metodi, pa deglikozilacija proteina
ni popolna - uspesnost deglikozilacije je 75,9 %. Se vedno imamo prisoten vrh HC

(17,0 %), kar kaze na to, da je doloen del N-glikanov, kljub izpostavitvi encimu

PNGaza-F, ostal vezan na tezko verigo.

5.2.2 Monoklonsko protitelo IgG:
Na sliki 21 so prikazani elektroferogrami monoklonskega protitelesa IgG, kot nativnega
vzorca, deglikoziliranega vzorca po HT metodi in deglikoziliranega vzorca po klasi¢ni

metodi. Ker absolutne vrednosti vrhov na ordinati niso primerljive, so preracunani delezi

posameznih vrhov v odstotkih.
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Slika 21: Elektroferogrami deglikoziliranega mAb IgG; s klasi¢no in HT metodo. Nativni
vzorec predstavlja ne-deglikoziliran protein.
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Preglednica VII: Odstotek povrsine vrhov pri nativnem in deglikoziliranem mAb
IgG; s klasi¢no in HT metodo.

Ime vzorca LC HC-NG HC RR\’;“s?f:zlllov % deglikozilacije
nativni vzorec 28,2 04 68,4 3,0 0,6
klasi¢na metoda 27,9 68,2 0,6 33 99,1
HT metoda 28,5 41,0 28,5 2,0 59,0
RSD HT metode 1,1 2,6 3,7 4,0 2,5

Iz elektroferograma in preglednice VII razberemo, da so rezultati primerljivi z rezultati, ki
smo jih dobili pri analizi mAb IgG;. Najvecji delez vrha HC (68,4 %) ima zopet nativni
vzorec, medtem ko se pri vzorcu, deglikoziliranem po klasi¢ni metodi, vch HC moc¢no
zmanjSa (na 0,6 %) na racun povecanja vrha HC-NG (na 68,2 %), kar potrjuje popolno
sprostitev N-glikanov s proteina. Deglikozilacija je bila uspesna v 99,1 %. Pri vzorcu,
deglikoziliranem po HT metodi, pa nam tudi tu ostane del proteina ne-deglikoziliranega.
Se vedno imamo prisoten vrh HC (28,5 %), katerega delez je visji kot pri mAb IgG
(17,0 %). Predvidevamo, da je to lahko posledica, tega ker je mAb IgG, bolj obSirno

glikoziliran in ker ima vezanih vec razli¢nih struktur N-glikanov kot mAb IgG;.

5.2.3 Fuzijski protein
Na sliki 22 so prikazani elektroferogrami fuzijskega proteina kot nativnega vzorca,

deglikoziliranega vzorca po HT metodi in deglikoziliranega vzorca po klasi¢ni metodi.
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Slika 22: Elektroferogrami deglikoziliranega fuzijskega proteina s klasi¢no in HT metodo.
Nativni vzorec predstavlja ne-deglikoziliran protein.
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Preglednica VIII: Odstotek povrsine vrhov pri nativnem in deglikoziliranem
fuzijskem proteinu s klasi¢no in HT metodo.

Ime Vsota o
LP6 LP5 LP4 LP3 LP2 LP1 HP1 HP2 HP3 RRT N

vzorca deglikozilacije

vrhov

nativni - 03 05 05 3,3 14 22 331 578 1,1 0 3.3

VZOrec

klasicna 10 07 22 24 406 263 181 0 0 8,7 2.5

metoda

HT 1,0 20 1,3 7,5 244 254 163 52 0 16,9 7.8

metoda

RSDHT 63 10,8 95 55 12 15 38 64 0 32 56

metode

Ker absolutne vrednosti vrhov na ordinati niso primerljive, so preracunani delezi
posameznih vrhov v odstotkih. Iz elektroferograma in razpredelnice VIII razberemo, da je
najve¢ji delez komponent HP1 (33,1 %) in HP2 (57,8 %), ki predstavljata glikoziliran
protein, zastopan pri nativnem proteinu. Komponenti LP1 in LP2 predstavljata delno
glikoziliran protein, medtem ko LP3 predstavlja popolnoma deglikoziliran protein. ManjSe
komponente LP4, LP5 in LP6 predstavljajo odlomke proteina (ang. clipping). Pri vzorcu,
deglikoziliranem po klasi¢ni metodi se deleZ komponent HP1 in HP2 zmanjSa (na 18,1 %
0z. 0 %) na racun povecanja komponent LP1 in LP2 (na 26,3 % oz. 40,6 %). Pojavi se tudi
nov vrh (8,7 %), med LP2 in LP3, za katerega predvidevamo, da predstavlja delno
glikoziliran protein, z vezanim manjSim Stevilom N-glikanov kot protein, ki se eluira v
vrhu LP1 in LP2. Vse to nakazuje, da smo protein uspeli deglikozilirati le delno. Podobne
rezultate dobimo pri vzorcu, deglikoziliranem po HT metodi. Zmanjsa se delez komponent
HP1 in HP2 (na 16,3 % oz. 5,2 %) na racun povecanja LP1 in LP2 (na 25,4 % oz. 24,4 %).
Prav tako pa se tu nekoliko poveca tudi delezZ komponente LP3 (na 7,5 %). Posledica tega
je, da tu dobimo visje odstotke (7,8 %) popolno deglikoziliranega fuzijskega proteina, kot

pri klasi¢ni metodi (2,5 %).

Pri deglikozilaciji fuzijskega proteina, dobimo nekoliko boljSe rezultate s HT metodo.
Fuzijski protein je bolj obsirno glikoziliran kot mAb in kljub dolgi, 17-urni inkubaciji pri
klasi¢ni metodi, le-ta ni dovolj, da bi encim lahko dosegel in odcepil vse vezane N-glikane

s proteina. HT metoda se od klasi¢ne metode razlikuje v tem, da ze vsebuje stopnjo

? Izratun % deglikozilacije za fuzijski protein: % deglikozilacije = (LP3/(HP3 + HP2 + HP1 + LP1 + LP2 +
neznani vrh med LP2 in LP3 + LP3))*100
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denaturacije proteina. Ker smo zeleli izboljSati izkoristek deglikozilacije po klasi¢ni
metodi, smo pri pripravi vzorca fuzijskega proteina pred encimskim delovanjem dodali
denaturacijski korak, kot je opisano v poglavju 3.3.1.3. Dobljen vzorec deglikoziliranega

proteina smo pripravili za analizo s CE-SDS pri reducirajocih pogojih.

Na sliki 23 so prikazani elektroferogrami fuzijskega proteina kot nativnega vzorca in
deglikoziliranega vzorca po klasicni metodi z dodatnim denaturacijskim korakom
(okrajsano ddk). Pri slednjem sta se komponenti HP1 in HP2 zmanjSali (na 0,5 % oz.
0,3 %) na ra¢un povecanja komponente LP3 (na 93,4 %). To kaze na popolno sprostitev N-
glikanov s fuzijskega proteina. V tem primeru je bila denaturacija proteina uc¢inkovitejSa in

zaradi tega je encim imel olajSan dostop do vseh cepitvenih mest.
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Slika 23: Elektroferogram deglikoziliranega fuzijskega proteina s klasi¢no metodo z
dodatnim denaturacijskim korakom. Nativni vzorec predstavlja ne-deglikoziliran protein.

Preglednica IX: Odstotek povrsine vrhov pri deglikoziliranem fuzijskem proteinu s
klasi¢no metodo z dodatnim denaturacijskim korakom.

Ime Vsota Y
LP6 LP5S LP4 LP3 LP2 LP1 HP1 HP2 HP3 RRT ) o, ..
vzorca deglikozilacije
vrhov
klasi¢na
metoda 0 366 1,0 934 0 0 0,5 0,3 0 1,0 99,1
ddk

Popolno deglikozilacijo vzorca mAb tako dobimo s klasicno metodo, popolno
deglikozilacijo vzorca fuzijskega proteina pa s klasicno metodo z dodatnim
denaturacijskim korakom. S HT metodo pa dobimo delno deglikoziliran vzorec tako mAb

kot tudi fuzijskega proteina.
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5.3 ZMANJSEVANJE NANOSA PROTEINA PRI KLASICNI METODI

HILIC kromatografija loCuje analite glede na polarnost. Ker je polarnost glikanov
sorazmerna z njihovo velikostjo, gre pri HILIC kromatografiji pravzaprav za locitev po
velikosti. Zmozna je loCevati celo strukturne izomere, saj dobro loci fukoziliran
monogalaktoziliran N-glikan z vezano galaktozo preko al-6 (bG1(1)) ali al-3 (bG1(2))
vezi. Vseeno pa vcasih tezko loc¢i analite s podobnimi hidrofilnimi lastnostmi, ki se zato
eluirajo skupaj, v istem vrhu. (30, 40) Kromatogrami N-glikanskih profilov vseh treh

terapevtskih proteinov so prikazani na sliki 24.

Vrhovi so poimenovani z oznakami N-glikanskih struktur (v prilogi A magistrske naloge
so zbrane vse oznake, strukture in celotna imena obravnavanih N-glikanov). Pri fuzijskem
proteinu so z Unkl, Unk2, Unk3 in Unk4 oznaceni vrhovi z neznano N-glikansko
strukturo. Za podrobnejSo analizo, bi morali vzorec analizirati z masno spektroskopijo.
Integrirali smo tudi vse ostale vrhove, ki se niso pojavili v kromatogramu slepega vzorca in

jim dali oznako RRT.

Kromatogrami imajo na abscisni osi za enote minute, na ordinatni osi pa emisijske enote
(oznaka EU). Pri integriranih vrhovih trikotnik oznacuje zacetek ali konec vrha, ki je loen
do bazne linije, medtem ko romb oznacuje zacetek ali konec vrha, ki se ni locil do bazne

linije.
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——— N-glikanski profil mAb IgG1
——— N-glikanski profil mAb IgG2

20.00 2400

16.00

12.00

8.00

——— N-glikanski profil fuzijskega proteina

Slika 24: Celotni N-glikanski profili mAb IgG;, mAb IgG; in fuzijskega proteina. Za lepSi

prikaz nizjih vrhov sta dodani tudi povecavi mAb IgG; in IgG,.
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ZmanjSevanje nanosa koli¢ine proteina pri klasi¢ni metodi smo izvedli na mAb IgG,.

Rezultati so prikazani v obliki grafa (sliki 25 in 26).

bolj zastopane N-glikanske strukture

60,0 M nanos 0,25 mg (1)
_ B nanos 0,25 mg (2)
50,0 =
= nanos 0,20 mg (1)
o 40,0 1 E nanos 0,20 mg (2)
= =
’g 30,0 - ; M nanos 0,15 mg (1)
2. = Enanos 0,15 mg (2)
X 200 - =
= M nanos 0,10 mg (1)
10,0 - E E E Enanos 0,10 mg (2)
E =lE M nanos 0,05 mg (1)
0,0 - = == &
bGO bG1(1) bG1(2) B nanos 0,05 mg (2)
N-glikanska struktura

Slika 25: Grafi¢ni prikaz rezultatov odstotkov povrsine bolj zastopanih N-glikanskih
struktur s kora¢no zmanjSanim nanosom proteina pri klasi¢ni metodi — dve ponovitvi: 1 in 2.

manj zastopane N-glikanske strukture

45 M nanos 0,25 mg (1)
4,0 B nanos 0,25 mg (2)
35 [ nanos 0,20 mg (1)

. 3,0 nanos 0,20 mg (2)

>§ 2,5 M nanos 0,15 mg (1)

S 20

= & nanos 0,15 mg (2)

e~ 1,5

B nanos 0,10 mg (1
o g (1)

B nanos 0,10 mg (2)

0,5 i
0,0 W nanos 0,05 mg (1)

bGO-F bG1-N-F M6(1) bG2 Unk(tGZ(l)) Hnanos 0’05 mg (2)

N-glikanska struktura

Slika 26: Grafi¢ni prikaz rezultatov odstotkov povrSine manj zastopanih /NV-glikanskih
struktur s kora¢no zmanj$anim nanosom proteina pri klasi¢ni metodi — dve ponovitvi 1 in 2.
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Ker vzorec vsebuje veliko Stevilo N-glikanskih struktur, smo se, zaradi boljSe preglednosti,
odlocili za poroCanje rezultatov le osmih N-glikanskih struktur. Predstavljene so
spremembe na treh strukturah, ki so bolj zastopane (= 5 %); (bGO; bG1(1); bG1(2)) in
petih, ki so manj zastopane (< 5 %); (bGO-F; bG1-N-F; M6(1); bG2; unk(tG2(1))). Ostale

N-glikanske strukture smo iz rezultatov izpustili.

Pri nanosu proteina v koli¢ini 0,15 mg ali ve¢ se da detektirati vse N-glikanske strukture,
prav tako je odstotek povrSine vrhov primerljiv z nanosom 0,25 mg, ki se uporablja pri
klasi¢ni metodi. Najvecje odstopanje od normalno uporabljenega nanosa imajo manj
zastopane strukture bGO-F, M6(1) in bG2, pri katerih se delez povrSine vrha razlikuje za
0,2 %. Pri nanosu nizje koli¢ine proteina pa se nam dolo¢ene N-glikanske strukture Ze
zacnejo izgubljati. Pri nanosu 0,10 mg proteina izgubimo vrh unk (tG2(1)) in v eni izmed
priprav ne moremo dolo¢iti vrha bG1-N-F. To je posledica tega, ker se manj zastopane
strukture eluirajo v obliki nizkih vrhov, ki jih tezko ovrednotimo. Pri bolj zastopanih
strukturah tega problema ni. Odstotek povrSine vrhov treh najbolj zastopanih struktur
N-glikanov je tudi pri nanosu 0,10 mg proteina primerljiv z nanosom 0,25 mg proteina. S
klasi¢no metodo in nanosom 0,05 mg proteina, ki je enakovreden nanosu, uporabljenem pri
HT metodi, pa izgubimo kar $tiri manj zastopane N-glikanske strukture, bG1-N-F; M6(1);
bG2 in unk (tG2(1)). Opazimo pa lahko tudi, da se vrh bGO v povprecju zvisa za 3,4 % in
vrh bGO-F za 0,5 %.

v

struktur, smo izbrali 0,15 mg proteina. S tako koli¢ino proteina Se vedno dobimo
reprezentativen N-glikanski profil vzorca. Pri nanosu nizje koli€ine proteina pa se nam
za¢nejo izgubljati manj zastopane N-glikanske strukture, kar ima za posledico poviSanje
odstotka povrSine pri drugih glikoizoformah in tako rezultati vzorca niso vec

reprezentativni.

5.4 ANALIZA NEPOPOLNO DEGLIKOZILIRANEGA PROTEINA

Analizo nepopolno deglikoziliranega proteina smo izvedli na vseh treh terapevtskih
proteinih. Ker smo dobili primerljive vrednosti med posameznimi ponovitvami smo podali

njihovo povprecno vrednost.
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5.4.1 Monoklonsko protitelo IgG1

V preglednici X so zbrani rezultati N-glikanskega profila mAb IgGy, ki smo jih dobili s HT
metodo in klasiéno metodo ter rezultat profila N-glikanov, ki po deglikozilaciji s HT
metodo Se ostanejo vezani na protein. Pri slednjem smo po deglikozilaciji s HT metodo,
preostanek N-glikanov, ki so ostali vezani na protein, odcepili s klasi¢no metodo, saj le ta
popolno deglikozilira mAb IgG;. Oznaka tega vzorca je HT + klasi¢na metoda, saj smo

protein obdelali z obema korakoma deglikozilacije.

Zaradi prevelikega Stevila razli¢nih struktur, smo se odloc€ili za poroCanje rezultatov le
stirth  N-glikanskih vrhov, ki so bolj zastopani (> 5 %); (bGO; bGI(1); bG1(2);
bG2,bGI1SA1,M7') in Sestih, ki so manj zastopani (< 5 %); (bGO-N; bGO-F; M5; bG1-
F,bG1-N'"; tG1; bG2SA1). Ostale N-glikanske strukture smo iz rezultatov izpustili.
Preglednica X: Odstotek povrSine izbranih vrhov N-glikanskih struktur pri

deglikoziliranem mAb IgG; s HT in klasi¢no metodo, ter vzorcu deglikoziliranem s
HT + klasi¢no metodo.

Ime bG1-F, bG2,
vzorea PGO-N BGO-F GO M5 [0 BGI(1) bGIQR) (GL o cit . bG2SAL
HT

0,4 1,6 598 08 03 222 84 04 5,0 0.4
metoda
klasicna ) 4 1.9 600 09 04 222 82 04 4.9 0,3
metoda
HT +
klasicna 0 0 671 0 0 243 87 0 0 0
metoda

Opomba: N-glikanski strukturi bG1(1) in bG1(2) sta na kromatogramu, na sliki 27, poimenovani z oznako
bG1(1,6) in bG1(1,3). Imeni sta si med seboj skladni (glej prilogo A).

Opomba: HT + klasi¢na metoda = N-glikani, ki ostanejo vezani na protein po HT metodi

Primerjava delezev povrsin posameznih vrhov N-glikanskih struktur potrjuje, da sta si HT
in klasicna metoda med seboj primerljivi. Najvecje odstopanje se pojavi v vrhu bGO-F
(1,6 % s HT oz. 1,9 % s klasi¢no metodo) kar pri tako majhni povrSini vrha Ze predstavlja
vecje odstopanje. Pri vzorcu HT + klasicna metoda pa je mozno zaznati le tri najbolj

zastopane N-glikanske strukture, bGO; bG1(1) ter bG1(2). Izkoristek elucije z RX mini

1% N-glikanske strukture bG2, bG1SA1 in M7 so integrirane skupaj, saj jih 28-minutna metoda, zaradi prevec
podobnih hidrofilnih lastnosti ne lo¢i. Strukture se zato eluirajo v istem vrhu.

" N-glikanski strukturi bG1-F in bG1-N sta poro¢ani skupaj, saj se zaradi preve& podobnih hidrofilnih
lastnosti eluirata v istem vrhu.
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kolon je bil visok, zato to ni posledica premajhne zacetne koli€ine proteina, ki smo ga po
HT metodi pripravili Se s klasi¢no metodo. Porajalo se nam je vpraSanje, ali na proteinu
zaradi nepopolne deglikozilacije res ostanejo deloma vezane le tri najbolj zastopane

N-glikanske strukture. Preden pa bi to lahko potrdili, smo izvedli Se dodatni poskus.

Pri klasi¢ni metodi imamo sicer 5 x vecjo zacetno koli¢ino proteina, vendar so glikani v
kon¢nem volumnu 24 x bolj razredCeni kot pri HT metodi. Pri HILIC kromatografiji, pa
smo vse vzorce injicirali z enakim volumnom 1 pL. V primeru vzorca, deglikoziliranega z
obema metodama smo posumili, da smo morda na HILIC kolono nanesli premalo glikanov
in je razlog, da opazimo le tri najbolj zastopane N-glikanske strukture preve¢ redcen
vzorec. S klasicno metodo smo namre¢ popolno deglikozilirali protein, ki je ze bil
predhodno delno deglikoziliran s HT metodo. Da bi bila koli¢ina injiciranih glikanov
primerljiva med vsemi tremi uporabljenimi nacini deglikozilacije, smo vzorec, obdelan z
obema metodama, skoncentrirali z vakuumskim koncentratorjem. Kon¢ni vzorec je bil 7 x
bolj koncentriran od zacetnega. Po koncentriranju smo ponovili analizo s HILIC

kromatografijo na UPLC sistemu.
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Slika 27: Kromatogrami /N-glikanskih struktur mAb IgG; po HT metodi, ter koncentriran
vzorec deglikoziliran s HT + klasi¢no metodo.

Odziv koncentriranega vzorca HT + klasi¢na metoda se je mocno izboljsal. Poleg vrhov
bGO; bGI1(1) in bG1(2), ki smo jih dobili Zze v prejSnjem poskusu, se nam na
kromatogramu pojavi Se sedem novih vrhov: bG0-N; bG0-F; M5; bGI1-F,bG1-N; tGl;
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bG2,bG1SA1,M7 ter bG2SA1. Sklepamo, da bi ostale N-glikanske strukture videli, ¢e bi

vzorec $Se dodatno koncentrirali.

Zaklju¢imo lahko, da je delez N-glikanov, ki po HT metodi ostanejo vezani na protein,
zelo majhen, razli¢ne strukture pa ostanejo vezane v enakem delezu. Nobena od glikanskih
struktur ne ostaja vezana na protein bolj od druge. Sama deglikozilacija proteina s HT
metodo ni popolna, vendar kljub temu da primerljive rezultate kot popolna deglikozilacija

s klasiéno metodo.

5.4.2 Monoklonsko protitelo IgG:
N-glikanska profila mAb IgG,, ki smo ju dobili s HT metodo in klasicno metodo, se
kvalitativno ujemata (slika 28). Prisotna je le ena manjSa kvantitativna razlika. Vidna je v

vrhu MS5 in sicer se povrSini razlikujeta za 0,8 %.

7.00]
6.00 |
5.005 [

400

EU

] ©
3.007 -
200 | 1 [ | )

1.00{ | | ‘ ( 2 &

0.00

Minutes
HT metoda
klasi¢na metoda
HT + klasi¢na metoda

Slika 28: Kromatogrami N-glikanskih struktur mAb IgG; po klasi¢ni in HT metodi, ter
vzorec deglikoziliran s HT + klasi¢no metodo.

mAb IgG, smo deglikozilirali Se z obema metodama, da bi ovrednotili koli¢ino in vrsto
N-glikanov, ki jih HT metoda ne odcepi popolnoma. V vzorcu tako deglikoziliranega mAb
IgG; smo pred koncentriranjem dobili tri glavne N-glikanske strukture: bG0; bG1(1) ter
bG1(2), kar je primerljivo z rezultati deglikozilacije mAb IgG;. Vzorec smo naknadno
skoncentrirali z vakuumskim koncentratorjem, da bi bila koli¢ina injiciranih glikanov
primerljiva med vsemi tremi uporabljenimi nacini deglikozilacije in ponovno analizirali s

HILIC kromatografijo (slika 29). Konéni vzorec je bil 7 x bolj koncentriran od zacetnega.
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Po koncentriranju se je intenziteta vchov mo¢no povecala. Poleg vrhov bGO; bG1(1) ter
bG1(2), se je na kromatogramu pojavilo Se Sest novih vrhov: bG0O-N-F; bG0-N; bGO-F;
M35; bG1-F,bG1-N ter bG2,bG1SA1 12 Sklepamo, da bi ostale N-glikanske strukture videli,

¢e bi vzorec $e dodatno koncentrirali.
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——— HT + klasi¢na metoda - koncentriran vzorec

Slika 29: Kromatogrami N-glikanskih struktur mAb IgG; po HT metodi, ter koncentriran
vzorec deglikoziliran s HT + klasi¢no metodo.

Zakljucek poskusa je enak, kot v primeru mAb IgG,. Delez N-glikanov, ki po HT metodi
ostanejo vezani na protein, je zelo majhen, N-glikanske strukture pa ostanejo vezane v
enakem delezu. Podobno, kot pri mAb IgG, tudi deglikozilacija mAb IgG; s HT metodo
ni popolna, vendar kljub temu da primerljive kvalitativne in kvantitativne rezultate kot

popolna deglikozilacija s klasicno metodo.

5.4.3 Fuzijski protein

V preglednici XI so zbrani rezultati N-glikanskega profila fuzijskega proteina, ki smo jih
dobili s HT metodo in klasi¢no metodo z dodatnim denaturacijskim korakom (okrajsano
ddk) ter rezultat profila N-glikanov, po deglikozilaciji z obema metodama (HT + klasi¢na
metoda ddk). Slednji nam poda vrsto N-glikanov, ki po deglikozilaciji s HT metodo Se

ostanejo vezani na protein.

12 N-glikanski strukturi bG2 in bG1SA1 sta integrirani skupaj, saj jih 54-minutna metoda, zaradi preve¢
podobnih hidrofilnih lastnosti ne lo¢i. Strukturi se zato eluirata v istem vrhu.
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Zaradi prevelikega Stevila razli¢nih N-glikanskih struktur, smo se odloc¢ili za porocanje
rezultatov le Stirih bolj zastopanih (= 6 %); (bGO; bG1(1); bG2SA1; bG2SA2) in Stirih
nekoliko manj zastopanih (< 6 %); (bG1(2); bG2-F; bG2; tG3SA3(1)) struktur. Ostale

N-glikanske strukture smo iz rezultatov izpustili.

Preglednica XI: Odstotek povrSine izbranih vrhov N-glikanskih struktur pri
deglikoziliranem fuzijskem proteinu s HT in klasi¢cno metodo ddk ter vzorcu,
deglikoziliranem s HT + klasi¢no metodo ddk.

Imevzorca  bGO bGI(1) bG1(2) bG2-F bG2 bG2SAl bG2SA2 tG?IS)M
HT metoda 904 112 38 49 52 121 92 0.4
klasi¢na metoda ddk 6,8 8,1 2,6 34 3,9 14,1 15,8 1,4
HT + klasi¢na
metoda ddk 2,6 3.1 1,0 3,2 3,1 37,9 224 2,5

Opomba: HT + klasi¢na metoda ddk = N-glikani, ki ostanejo vezani na protein po HT metodi

Ob primerjavi odstotkov povrSin posameznih N-glikanskih struktur opazimo, da HT in
klasi¢na metoda ddk med seboj nista primerljivi. Opazimo lahko vecje odstopanje pri vseh
osmih vrhovih. Ker nam klasicna metoda ne da popolne deglikozilacije fuzijskega
proteina, smo Sele z vkljucitvijo denaturacijskega koraka v pripravo vzorcev lahko doloc¢ili
N-glikanske strukture, ki po HT metodi Se ostanejo vezane na fuzijski protein (glej
poglavje 5.2.3). Le ta nam omogoc¢i popolno deglikozilacijo proteina in s tem pomembno

vpliva na rezultat N-glikanskega profila fuzijskega proteina.

Pri popolni deglikozilaciji vzorca s klasicno metodo ddk, opazimo visji odstotek povrSine
vecjih in sialiliranih N-glikanskih struktur, bG2SA1; bG2SA2 ter tG3SA3(1). Na racun
tega se ostalim strukturam odstotek povrsine zmanjSa. Sklepamo, da encim pri HT metodi
s proteina slabSe cepi vecje in sialilirane N-glikane. Te strukture zato v vec¢ji meri ostanejo
vezane na fuzijski protein. Na to kaze tudi rezultat vzorca HT + klasi¢na metoda ddk, kjer

prav tako dobimo visoke deleze vecjih in sialiliranih N-glikanskih struktur.

Vecje in sialilirane N-glikane smo s fuzijskega proteina, ki je bil Ze obdelan s HT metodo,
odcepili Sele s klasi¢no metodo ddk, ki kot denaturacijsko sredstvo vsebuje Rapigest. Eden
izmed razlogov bi lahko bila slabSa denaturacija proteina pri HT metodi, kar otezi encimu
dostop do vseh cepitvenih mest zlasti tistih z ve¢jimi in sialiliranimi N-glikanskimi

strukturami. Pri HT metodi se za denaturacijo proteina uporablja gvanidinijev hidroklorid,
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ki deluje kaotropno, pri visjih koncentracijah pa za razliko od Rapigesta lahko zmanjSa
encimsko aktivnost (41). To dejstvo bi lahko predstavljalo dodaten razlog za slabSo

deglikozilacijo, dosezeno s HT metodo.

Vzorec obdelan z obema metodama (HT + klasi¢na metoda ddk) smo skoncentrirali z
vakuumskim koncentratorjem tako, da je bil kon¢ni vzorec 7 x bolj koncentriran od
zacetnega. Pri vseh N-glikanskih strukturah na kromatogramu koncentriranega vzorca je
mozno opaziti nekoliko vecjo intenziteto odzivov, odstotki povrSin vrhov pa so ostali
nespremenjeni. Tu nismo opazili ve¢je razlike kot pri mAb IgG; in IgG,, saj smo ze v
prvem poskusu na kromatogramu videli vse N-glikanske strukture. Iz tega lahko sklepamo,

da je delez N-glikanov, ki po HT metodi ostanejo vezani na protein ve¢ji.

5.5 OPTIMIZACIJA HT METODE

Predvidevamo da nepopolna deglikozilacija mAb in fuzijskega proteina, pri HT metodi,
izhaja iz nezadostne denaturacije terapevtskega proteina, ki encimu otezi dostop do
cepitvenih mest. Denaturacijski korak smo zato optimizirali z dodatkom reducenta TCEP z
namenom, da bi tudi s HT metodo dobili popolno deglikozilacijo mAb in fuzijskega
proteina. Poskus smo izvedli na vseh treh terapevtskih proteinih in analizirali tako dobljene

N-glikane kot deglikozilirane proteine.

5.5.1 Monoklonsko protitelo IgG1

Na elektoferogramu vzorca mAb IgGy, ki je bil pripravljen po HT metodi z optimiziranim
denaturacijskim korakom se zmanjSa delez vrha HC na raun povefanja vrtha HC-NG
(slika 30). Optimizirana HT metoda torej omogoci popolno sprostitev N-glikanov z mAb
IgG,, kar se z neoptimizirano HT metodo ne zgodi, saj pri slednji vch HC ostaja tudi po
deglikozilaciji. Poleg vrhov LC, HC-NG in HC se nam pri HT metodi z optimiziranim

denaturacijskim korakom pojavi e veliko manjsih vrhov.

TCEP je eden izmed pogosteje uporabljenih reducentov za redukcijo disulfidnih vezi.
Njegove prednosti so, da je brez vonja, da ima moc¢no redukcijsko mo¢, visoko stabilnost
in zmoznost delovanja v Sirokem pH obmocju. V eni izmed Studij o nespecifi¢nih uc¢inkih
TCEP so dokazali da TCEP Ze pri nizki koncentraciji cepi protein na mestih cisteinskih
ostankov in s tem ustvarja heterogene peptide. Mehanizem te reakcije ta trenutek Se ni

pojasnjen, malo verjetno pa je, da bi TCEP peptidno vez cepil neposredno. (42)
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Slika 30: Elektroferogrami deglikoziliranega mAb IgG, s HT metodo in HT metodo z
optimiziranim denaturacijskim korakom. Nativni vzorec predstavlja ne-deglikoziliran
protein.

Glede na podatke, pridobljene iz literature in uporabljeno visoko koncentracijo TCEP-a
sklepamo, da manj$i vrhovi predstavljajo razli¢no velike odlomke proteina, kljub temu pa
teh vrhov ne moremo identificirati. Zaradi velikega Stevila neznanih vrhov, integracije
nismo naredili. Rezultati so zato prikazani le v obliki elektroferogramov. To pa pojasni
tudi relativno visok vrh LC v primerjavi z vchoma HC in HC-NG. Mozna razlaga bi bila,

da eden izmed nastalih peptidov ustreza velikosti LC verige mAb IgG; in se zato pri

analizi eluira skupaj z njo.

Na kromatogramu N-glikanov spros¢enih z mAb IgG;, obdelanim s HT metodo z
optimiziranim denaturacijskim korakom (okrajsano odk) je intenziteta vrhov nekoliko
vecja kot s standardnim protokolom za HT metodo (slika 31). Vecja intenziteta nakazuje,
da smo z optimizacijo denaturacijskega koraka s proteina uspeli odcepiti ve¢ N-glikanov.
Kljub temu pa imata obe pripravi vzorca med seboj primerljive odstotke povrSin

posameznih vrhov, ki se razlikujejo le za 0,1 % (preglednica XII).

To Se enkrat potrdi, da HT metoda, pri mAb IgG,, kljub nepopolni deglikozilaciji, da
primerljive rezultate kot metoda (klasi¢na metoda oz. HT metoda z optimiziranim

denaturacijskim korakom), ki protein deglikozilira v celoti.
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Slika 31: Kromatograma N-glikanskih struktur mAb IgG, pripravljenega s HT metodo in
HT metodo z optimiziranim denaturacijskim korakom.

Preglednica XII: Odstotek povrSine izbranih vrhov NV-glikanskih struktur pri
deglikoziliranem mAb IgG; s HT metodo in HT metodo z optimiziranim
denaturacijskim korakom.

Ime bG1-F, bG2,

vzorca bGO0-N bGO0-F bG0 M5 bG1-N bG1(1) bG1(2) tGl1 bGISA1,M7 bG2SA1
HT

0,5 1,8 59,8 09 0,4 22,0 8,2 0,3 4,8 0,4
metoda
HT
metoda 0,6 1,8 59,7 0,8 0,4 21,9 8,2 0,4 4,9 0,4
odk

5.5.2 Monoklonsko protitelo IgG:

Rezultati deglikozilacije mAb IgG, s HT metodo z optimiziranim denaturacijskim
korakom so primerljivi z rezultati, dobljenimi pri analizi mAb IgG; (slika 32).
Elektroferogram nakazuje popolno sprostitev N-glikanov s proteina, saj se delez vrha HC
pri vzorcu, ki je bil pripravljen po HT metodi z optimiziranim denaturacijskim korakom,
zmanjSa na racun povecanja vrha HC-NG. Tudi tu se poleg vrhov LC, HC-NG in HC
pojavijo manjsi vrhovi, za katere sklepamo da predstavljajo razlicne odlomke proteina.
Zaradi velikega Stevila neznanih vrhov, integracije nismo naredili. Rezultati so prikazani le

v obliki elektroferogramov.
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Slika 32: Elektroferogrami deglikoziliranega mAb IgG, s HT metodo in HT metodo z
optimiziranim denaturacijskim korakom. Nativni vzorec predstavlja ne-deglikoziliran
protein.

N-glikanski profil vzorca, pripravljenega s HT metodo z optimiziranim denaturacijskim
korakom (okrajsano odk) je identicen kot s HT metodo, so pa intenzitete vrhov priblizno
2 x vecje (slika 33). Optimiziran denaturacijski korak torej povzroci odcepitev vecjega
Stevila N-glikanov. Kljub ve¢ji intenziteti vrhov pri HT metodi odk, pa imata obe pripravi

vzorca med seboj primerljive odstotke povrsin posameznih vrhov, ki se razlikujejo le za

0,2 % do 0,4 % (preglednica XIII).

60.00
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unk(tG1, bG1SA1, bG2SG1-N-Gal)

unk (M7, hG1MSF or hG1M4F)

unk (hG1M4SATF, M7)

unk (hG1MSF or hG2M4F)

M8, hG1MS5FSA1

M8

hG1M4F(2)

< bG1SA-N, bG2-F
unk (bG2-F)
unk (tG1)

bG2SA1, hG1M5SA1
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Slika 33: Kromatograma /N-glikanskih struktur mAb IgG,; pripravljenega s HT metodo in
HT metodo z optimiziranim denaturacijskim korakom.
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Preglednica XIII: Odstotek povrSine izbranih vrhov NV-glikanskih struktur pri
deglikoziliranem mAb IgG; s HT metodo in HT metodo z optimiziranim
denaturacijskim korakom.

Ime bGI-F, bG2,
ome  bGO-N-F BGO-N bGO-F  bGO M5 DT bGI) bGIQ) |, i
HT 0.8 27 32 488 42 23 120 15,1 4,0
metoda

HT

metoda 0.8 27 34 485 45 23 11,7 147 38
odk

To Se enkrat potrdi, da HT metoda, pri mAb IgG,, kljub nepopolni deglikozilaciji, da
primerljive rezultate kot metoda (klasi¢na metoda oz. HT metoda z optimiziranim

denaturacijskim korakom), ki protein deglikozilira v celoti.

5.5.3 Fuzijski protein

Pri vzorcu fuzijskega proteina, ki je bil pripravljen s HT metodo z optimiziranim
denaturacijskim korakom, se delez proteinskih komponent HP1 in HP2 zmanjSa na racun
povecanja komponente LP3 (slika 34). Poveca se delez deglikoziliranega proteina. Iz tega
lahko sklepamo, da smo z optimiziranim denaturacijskim korakom dobili tudi boljSo
deglikozilacijo fuzijskega proteina. Ne moremo pa trditi, da gre za popolno deglikozilacijo
proteina, saj ostane vrh komponent LP1 in LP2, ter neznani vrh med LP2 in LP3. Tudi tu
se nam, zaradi delovanja reducenta TCEP, pojavi vecje Stevilo neznanih vrhov. Rezultati

so zato prikazani le v obliki elektroferogramov.
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Slika 34: Elektroferogrami deglikoziliranega fuzijskega proteina s HT metodo in HT metodo
z optimiziranim denaturacijskim korakom. Nativni vzorec predstavlja ne-deglikoziliran
protein.
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Kromatogram N-glikanskega profila vzorca pripravljenega po HT metodi z optimiziranim
denaturacijskim korakom (okrajsano odk) ima priblizno za 1,5 x vi§je intenzitete vrhov,

kar zopet nakazuje na odcepitev vecjega Stevila N-glikanov (slika 35).
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Slika 35: Kromatograma /N-glikanskih struktur fuzijskega proteina pripravljenega s HT
metodo in HT metodo z optimiziranim denaturacijskim korakom.

Kljub vecji intenziteti vrhov pri HT metodi odk, pa so odstotki povrSine posameznih vrhov
med metodama primerljivi. PovrSine pod vrhovi se razlikujejo za najve¢ 0,8 %
(preglednica XIV). To potrdi, da tudi HT metoda odk ne da popolne deglikozilacije
fuzijskega proteina, saj bi se odstotki povrsin posameznih vrhov v nasprotnem primeru bolj

razlikovali (glej preglednico XI pri poglavju 5.4.3).

Preglednica XIV: Odstotek povrsine izbranih vrhov N-glikanskih struktur pri

deglikoziliranem fuzijskem proteinu s HT metodo in HT metodo z optimiziranim
denaturacijskim korakom.

Ime vzorca bG0 bG1(1) bG1(2) bG2-F bG2 bG2SA1 bG2SA2 tG:(;IS)AZ;
HT metoda 9,0 10,7 3,6 4,8 4.9 11,6 9,5 0,5
HT metoda odk 8,4 9,9 34 4,8 4.9 12,3 9,8 0,5

Optimiziran denaturacijski korak pri HT metodi, da zadovoljivo denaturacijo mAb IgG; in
IgG,, pri katerem encim lahko doseze popolno deglikozilacijo proteina. Pri fuzijskem

proteinu pa pride le do izboljSanja. Odcepimo vecje Stevilo N-glikanov, predvidevamo pa,

54



da del proteina Se vedno ostaja nedenaturiran in posledi¢no encim ne odcepi N-glikanov iz

vseh vezavnih mest. To se kaze v nepopolni deglikozilaciji.
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6. SKLEP

V okviru eksperimentalnega dela magistrske naloge smo prisli do pomembnih spoznanj

lastnosti obeh metod za pripravo vzorcev za analizo N-glikanskega profila.

Dokazali smo, da s klasi¢no metodo dobimo popolno deglikozilacijo mAb, medtem ko je
deglikozilacija fuzijskega proteina delna. Ko klasicno metodo optimiziramo z dodatkom
denaturacijskega koraka z denaturantom Rapigest, pa dobimo popolno deglikozilacijo tudi

pri fuzijskem proteinu.

S HT metodo dobimo delno deglikozilacijo tako pri mAb kot tudi pri fuzijskem proteinu. Z
analizo nepopolno deglikoziliranega proteina smo doloc¢ili kateri N-glikani ostanejo vezani
na protein. Pri mAb IgG; in IgG, s HT metodo, kljub nepopolni deglikozilaciji, dobimo
reprezentativen rezultat vzorca. Vse N-glikanske strukture ostanejo vezane na proteinu v
enakem delezu. V primeru fuzijskega proteina pa encim PNGaza-F s proteina slabse cepi
vecje in sialilirane N-glikanske strukture, ki zato v ve¢jem delezu ostanejo vezane na

protein.

Zaradi pomembne vloge HT metode v zgodnjih fazah razvoja, smo optimizirali korak
priprave vzorcev z namenom izboljSanja deglikozilacije. Tako CE-SDS kot HILIC analiza,
potrjujeta da optimizirana HT metoda popolnoma deglikozilira mAb, vendar ne tudi
fuzijskega proteina. Pri slednjem rezultati HILIC analize kazejo izboljSanje v

deglikozilaciji, vendar pa CE-SDS analiza ne potrdi popolne deglikozilacije.

Zaklju¢imo lahko, da je HT metoda, kljub nepopolni deglikozilaciji, primerna za analitiko
mAb IgG, saj je primerljiva s klasi¢no metodo, pri kateri dobimo popolno deglikozilacijo
proteina. V primeru fuzijskega proteina pa je zaradi popolne deglikozilacije proteina
ustreznejSa klasicna metoda z dodatnim denaturacijskim korakom. V farmacevtski
industriji biolosko podobnih zdravil, predvsem v zgodnjih fazah razvoja, je HT metoda
bolj zazeljena, saj omogoca hitre rezultate in analizo velikega Stevila vzorcev. Ker se
rezultate vzorcev bioloSko podobne ucinkovine primerja z rezultatom vzorca inovativne
ucinkovine, se lahko za analitiko fuzijskih proteinov, kljub nepopolni deglikozilaciji,

vseeno uporablja HT metoda.
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Priloga A

Preglednica XV: Oznaka, struktura in celotno ime vseh obravnavanih N-glikanov.

Oznaka Struktura Celotno ime

asialo- agalakto- 1,6 ali 1,3
bGO-N-F m —_— . mono-B(l',2) N- .
acetilglukozamin, dvovejni

asialo- agalakto- 1,6 ali 1,3
mono-f(1,2) N-
bGO-N = 2AB acetilglukozamin, dvovejni,

a(1,6) jedrna fukoza

bGO-F ::..>.—.—F9AB asialo- agalakto- dvovejni

asialo- 1,6 ali 1,3 mono-B(1,4)
bG1-N-F O—Iik . galaktoza mono-f(1,2) N-
acetilglukozamin, dvovejni

asialo- agalakto- dvovejni,

bGO 2AB a(1,6) jedrna fukoza

M5 oligomanoza 5

asialo- 1,6 ali 1,3 mono-f(1,4)
bG1-F O— { ::..>.—.—F2AB galaktoza, dvovejni

61



Oznaka

Struktura

Celotno ime

asialo- 1,6 ali 1,3 mono-f(1,4)

O—I galaktoza, mono-B(1,2) N-
bGI-N :>_._172A5 acetilglukozamin, dvovejni,
a(1,6) jedrna fukoza
. asialo- 1,6 mono-f(1,4)
1%11((11) 2;1 ag | galaktoza, dvovejni, a(1,6)
’ ) jedrna fukoza
. asialo- 1,3 mono-f(1,4)
l;((}}ll(é) ;;l SAB galaktoza, dvovejni, a(1,6)
’ jedrna fukoza
asialo- di-f(1,4) galaktoza,
bG2-F 2AB dvovejni
asialo- 1,6 mono-f(1,4)
galaktoza, di-B(1,2) N-
tGl1 O— AB acetilglukozamin, mono-
B(1,4) N-acetilglukozamin,
trivejni, a(1,6) jedrna fukoza
1,6 ali 1,3 mono-siali¢na
bGISAl |@—O—

kislina, mono-f(1,4)galaktoza,
dvovejni, a(1,6) jedrna fukoza
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Oznaka

Struktura

Celotno ime

bG2

2AB

asialo- di-B(1,4) galaktoza,
dvovejni, a(1,6) jedrna fukoza

M7

oligomanoza 7

tG2

asialo- 1,6 di-p(1,4) galaktoza,
di-p(1,2) N-acetilglukozamin,
mono-f(1,4) N-
acetilglukozamin, trivejni,
a(1,6) jedrna fukoza

bG2SA1

1,6 ali 1,3 mono-siali¢na
kislina, di-B(1,4) galaktoza
dvovejni, a(1,6) jedrna fukoza

bG2SA2

di-siali¢na kislina, di-p(1,4)
galaktoza dvovejni, a(1,6)
jedrna fukoza

tG3SA3

tri-siali¢na kislina, tri-p(1,4)
galaktoza, di-B(1,2) N-
acetilglukozamin, mono-
B(1,4) N-acetilglukozamin,
trivejni, a(1,6) jedrna fukoza

Legenda:

B GIcNAc @ Man O Gal ¢ Siali¢na kislina A Fuc
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