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POVZETEK

Bioloska zdravila so zelo ucinkovita in predstavljajo najhitreje rastoco vejo farmacevtske
industrije. Ve¢inoma so ta zdravila proteini ali nukleinske kisline, ki so pridobljeni z
biotehnoloskimi postopki, s pomocjo tehnologije rekombinantne DNA. Najveckrat kot
ekspresijski sistem uporabljamo sesalske celicne kulture, njihov proizvod pa je zelo
heterogen. Heterogenost proizvoda izhaja iz genetskih in fizioloSkih lastnosti celi¢ne linije
ter vplivov proizvodnega procesa na celi¢no kulturo. Med razvojem proizvodnega procesa
in proizvodnjo podobne bioloske uc¢inkovine lahko dejavnike, ki povzrocajo heterogenost,
nadziramo. S tem lahko dosezemo Visjo stopnjo podobnosti referencni (originatorjevi)
ucinkovini. Glavni cilj procesa proizvodnje bioloskih u¢inkovin je pridobitev zdravila z
zahtevano stopnjo dcistote. Za doloCanje proteinskih necistot, kar je tudi predmet te
magistrske naloge, najpogosteje uporabljamo kromatografske, elektroforezne in
imunokemijske metode.

V okviru magistrske naloge smo vzpostavili novo imunokemijsko metodo za dolocanje
necistot, ki izvirajo iz gostiteljskih celic HCP (Host Cell Proteins), v procesnih vzorcih,
imenovano Alpha(Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay)LISA, s katero
bi lahko nadomestili obstojeci encimskoimunski test (ELISA). AlphaLISA je osnovana na
vezavi dveh protiteles na posamezno molekulo analita (podobno kot »sendvi¢«-ELISA),
pri ¢emer sta protitelesi konjugirani na razli¢ni kroglici submikrometrskih dimenzij. Ena
(donorska) ob vzbujanju proizvaja singletni kisik, ki difundira do druge (akceptorske), kjer
sprozi luminiscen¢ni odziv. Preizkusili smo ve¢ razli¢ic testa in na izbranem formatu
izvedli optimizacijo koli¢ine reagentov, nato pa z razvitim testom AlphaLISA izmerili
koncentracijo HCP v procesnih vzorcih. Rezultate smo primerjali z dolo¢itvijo HCP z
obstoje¢im testom ELISA. Rezultati obeh metod so bili sicer primerljivi, a se je izkazalo,
da je vpliv procesnih raztopin, v katerih so spojine, ki delujejo kot lovilci singletnega
kisika, s ¢imer motijo signal pri detekciji, tako moc¢an, da je minimalni redc¢itveni faktor, ki
je potreben, da lahko koli¢ino HCP v vzorcu to¢no izmerimo, zelo visok. Tako kljub
SirSemu obmodju linearnosti testa AlphaLISA (10-1000 ng/ml) tega ni smiselno

nadomestiti z obstojec¢im testom ELISA (obmogje linearnosti 1-32 ng/ml).



ABSTRACT
Biopharmaceuticals are very effective and represent the fastest growing branch of the

pharmaceutical industry. Biopharmaceuticals mostly include proteins or nucleic acids,
obtained by biotechnological processes, using recombinant DNA technology. In a vast
majority of cases, mammal cell cultures are used as the expression system, while their
product is very heterogeneous. This arises from the genetic and physiological
characteristics of the cell line and the production process influences on the cell culture.
During the development of the production process and the production of a similar
biological substance, we can control the factors causing heterogeneity and thereby achieve
a higher level of similarity with the reference (originator) substance. The main goal of
producing biological substances is to obtain a medicinal product with the required degree
of purity. To determine protein impurities, which is the topic of this master's thesis,
chromatographic, electrophoretic and immunochemical methods are frequently used.

We introduced a new immunochemical method for determining impurities from host cell
proteins in process samples, called Alpha(Amplified Luminescent Proximity Homogeneous
Assay)LISA which is an alternative to enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
AlphaLISA is based on the binding of two antibodies to a single analyte molecule (similar
to the sandwich ELISA), whereby the two antibodies are conjugated to different beads of
submicrometer dimensions. Upon excitation, the donor bead produces singlet oxygen,
which diffuses to the acceptor bead, where it triggers a luminescent response. We
compared several variants of the assay, performed an optimization of the reagent amount
on the selected format, and then measured the HCP concentration in the process samples
by using the developed AlphaLISA assay. The results were compared with those obtained
with ELISA assay for determining HCP. The results of both methods were comparable, we
did, however, observe that the influence of process liquids, which contain compounds that
function as singlet oxygen scavengers and thereby disturb the signal during detection, is so
strong that the minimal dilution factor needed to accurately measure the HCP quantity in
the sample is very high. Therefore, despite a wider linearity range of the AlphaLISA assay
(10-1000 ng/ml), it would not be sensible to use it in place of the existing ELISA test
(linearity range 1-32 ng/ml).



SEZNAM OKRAJSAV

1D elektroforeza — enodimenzionalna elektroforeza
2D elektroforeza — dvodimenzionalna elektroforeza

AlphaLISA — homogeni test z ojacitvijo luminiscence na blizino (Amplified Luminescent

Proximity Homogeneous Assay)

BSA — goveji serumski albumin

cps — stevilo (dogodkov) na sekundo (counts per seconds)

CV — koeficient variance

CZE - kapilarna conska elektroforeza (Capillary Zone Electrophoresis)
DNA — deoksiribonukleinska kislina

ELISA — encimskoimunski test (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
EMA — Evropska agencija za zdravila (European Medicines Agency)

FDA — Ameriski urad za hrano in zdravila (Food and Drug Administration)

Fc — konstantni del protitelesa 1gG, sestavljen iz druge in tretje konstantne domene obeh

tezkih verig
Fv — variabilni del protitelesa
HC — tezka veriga protitelesa
HCP — proteini ekspresijskega sistema (Host Cell Proteins)
HEPES — 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina

HPLC - tekocCinska kromatografija visoke locljivosti (High Performance Liquid
Chromatography)

HPLC-MS - tekocCinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (High
Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

CE-SDS - kapilarna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata

(Capillary Electrophoresis-Sodium Dodecyl Sulfate)



LC — lahka veriga protitelesa

R — korelacijski koeficient

RE — relativna napaka

RSD - relativna standardna deviacija

SEC — gelska izkljucitvena kromatografija (Size-Exclusion Chromatography)

SD - standardna deviacija

SDS PAGE - poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

STD — standard

VH — variabilna domena tezke verige protitelesa

VL — variabilna domena lahke verige protitelesa



1 UVvOD

1.1 BIOLOSKA ZDRAVILA

Bioloska zdravila so zdravila, ki kot ucinkovino vsebujejo biolosko snov ali snov,
pridobljeno s postopkom, ki vkljucuje bioloske sisteme. Trenutno veljajo za najhitreje
rasto¢o vejo v farmacevtski industriji in imajo najve¢ji delez med novoregistriranimi
zdravili. Za bioloska zdravila je znaCilna kompleksna prostorska struktura, velika

molekulska masa in tar¢no delovanje (1, 2).

Zaradi uporabe Zivih organizmov je proizvodnja bioloSkih zdravil kompleksen in zahteven
proces, saj ze majhne spremembe v procesu lahko privedejo do spremembe v strukturi
molekule (glikozilacija, oksidacija, deamidacija, denaturacija in agregacija). Tako je
praktiéno nemogoce razviti generi¢no biolosko zdravilo, ki bi bilo popolnoma identi¢no
referenénemu (originatorjevemu) zdravilu. Z namenom poudarjanja neidenti¢nosti z
originatorjevim proizvodom so oblikovali izraz podobna bioloska zdravila (biosimilars), ki
sta ga sprejeli tudi Evropska agencija za zdravila (EMA) in AmeriSka agencija za hrano in
zdravila (FDA). Ucinkovina v podobnem bioloskem zdravilu je zgolj podobna tisti v
referen¢nem bioloskem zdravilu, zdravili pa se z vidika u¢inkovitosti in varnosti bistveno
ne razlikujeta (1, 2, 3, 4).

1.2 TERAPEVTSKA MONOKLONSKA PROTITELESA

Terapevtska monoklonska protitelesa predstavljajo najve¢jo skupino med bioloskimi
u¢inkovinami. Protitelesa so glikozilirani globularni proteini, ki so sestavljeni iz dveh
enako tezkih in lahkih polipeptidnih verig, med seboj povezanih z disulfidnimi vezmi
(slika 1). Glede na vrsto tezke verige razdelimo protitelesa na pet razredov: G, M, A, D in
E. Na vsaki verigi lo¢imo konstantni in variabilni del. Konstantni del ima podobno
aminokislinsko sestavo, razlike pa dolo¢ata razred in podrazred protiteles. Variabilni del je
na N-koncu, kjer so aminokislinska zaporedja zelo raznolika, in predstavljajo vezavno

mesto — (paratop) za antigen (1, 5).

Terapevtska monoklonska protitelesa so monospecificna in monoafinitetna, usmerjena
proti enemu antigenu in enemu epitopu, kar je klju¢na lastnost za uporabo v terapevtske

namene, saj omogoca ciljano zdravljenje (5).
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Slika 1 Shema domenske zgradbe monoklonskega protitelesa: lahka veriga (LC), tezka
veriga (HC), variabilni del (Fv), variabilna domena tezke (VH) in lahke (VL) verige, regija
Fc (fragment crystallizable; dimer CH2-CH3), regija fd (fragment difficult; VH-CH1),
konstantne domene tezke (CH 1-3) in lahke (CL) verige, vezisce za antigen (Fab) (5)

Terapevtska monoklonska protitelesa med drugim uporabljamo za zdravljenje raznih
rakavih obolenj in avtoimunskih bolezni ter za preprecevanje akutnih zavrnitev presajenih
organov. Na biolosko aktivnost terapevtskih monoklonskih protiteles vpliva vec
dejavnikov, med drugim izvor in nacin priprave molekul (misja, himerna, humanizirana in
Cloveska protitelesa ter fragmenti protiteles), razred, podrazred, afiniteta, specifi¢nost za

taréni antigen in avidnost protitelesa (6).

Glavni mehanizmi delovanja terapevtskin monoklonskih protiteles so: neposredna
inhibicija rasti (blokada receptorjev za rastne dejavnike in mitogene citokine ali
nevtralizacija topnih signalnih molekul, s ¢imer je prav tako prepreceno signaliziranje),
citotoksi¢nost, povzrocena s komplementom, in s protitelesi povzrocena celicna
citotoksic¢nost. Isto protitelo ima lahko ve¢ razli¢nih mehanizmov delovanj. Pri nekaterih

terapevtskih protitelesih nacin delovanja $e ni povsem pojasnjen (1, 6).

1.3 PROTEINSKE NECISTOTE
Bioloska zdravila praviloma apliciramo parenteralno. Zahtevana stopnja Cistote uc¢inkovine

v kon¢nem proizvodu je ve¢ kot 99-odstotna. Proteinske necistote prav tako vplivajo na
stabilnost terapevtskega proteina in spremenijo specificno aktivnost proteina. Odstranimo

jih med procesi izolacije in ¢iS¢enja biotehnoloskih proizvodov, ki zajamejo predvsem
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kromatografske metode. Necistote namre¢ lahko vplivajo na biolosko aktivnost, stabilnost

in imunogenost (1).

Glede na izvor necistot loéimo:

Nedistote, povezane s proizvodnjo:

— necistote, Ki izhajajo iz ekspresijskega sistema:

V to skupino spadajo proteini iz gostiteljskih celic (HCP), nukleinske
kisline (fragmetni DNA), katerih koli¢ina v konénem izdelku ne sme
presegati od 100 pg do 10 ng na dnevni odmerek (7). Zaradi nepravilnosti
pri nastajanju proteina v ekspresijskem sistemu lahko dobimo proizvode, ki
se razlikujejo na N-koncu. Lahko je prisoten dodaten metionin na N-koncu
ali pa je proteinu spremenjeno S$tevilo aminokislin, kar pa vpliva na
sekundarno in terciarno zgradbo proteina in posoledicno na stabilnost,
biolosko aktivnost in imunogenost. Lahko so prisotni virusi, ki jih z
inaktivacijo  (toplota, radiacija, dechidracija, kemic¢na  sredstva,
nevtralizacija), filtracijo ali  precipitacijo  odstranimo. Bakterije
odstranjujemo z uporabo sterilne filtracije z velikostjo por 0,2 um.
Sposobnost proizvodnega procesa, da odstrani in/ali inaktivira viruse, je
treba dokazati v skladu z Mednarodno organizacijo za harmonizacijo (ICH)
(8,9);

— necistote, Ki S0 povezane s tehnologijo proizvodnje in ¢is¢enja (komponente

g0jis¢, starostjo celic in vrste fizikalno-kemijskih dejavnikov v bioreaktorju,
reagenti pri CiSCenju (npr. cianogen bromid, gvanidin, oksidirane in
reducirane snovi), kovinski ioni, materiali iz kolon, anorganske soli (npr.

tezke kovine, arzen, nekovinski ion), topila) (10).

Nedistote, povezane s proizvodom, vklju¢no s proizvodi razgradnije

Proizvodi razgradnje, ki nastanejo pri proizvodnji in/ali skladis¢enju v

visokih koncentracijah, so naslednji:

— skrajsane oblike: hidroliti¢ni encimi ali kemikalije lahko katalizirajo cepitev

peptidnih vezi. Te je mogoce zaznati s pomocjo metod HPLC z obrnjeno
fazo (rpHPLC; peptidno kartiranje) ali SDS-PAGE;
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— druge modificirane oblike: deamidirane, izomerizirane, neskladno S-S
povezane, oksidirane ali spremenjene konjugirane oblike (glikozilacija,
fosforilacija) lahko zaznamo in jih karakteriziramo s kromatografskimi,
elektroforeznimi in/ali drugimi ustreznimi analiznimi metodami (rpHPLC,

kapilarna elektroforeza, masna spektrometrija);

— agregati: nastanek agregatov je posledica fizikalne nestabilnosti proteina
(sprememba temperature, ionske moci, strizne sile). So slabse topni in
imunogeni, zato je njihova prisotnost v produktu strogo omejena. Dolo¢amo
jih 'z ustreznimi analiznimi metodami, kot sta gelska izkljucitvena

kromatografija (SEC) in kapilarna elektroforeza (6,7,8).

131 HCP
HCP so gostiteljevi lastni proteini, ki kljub ¢is€enju Se ostanejo v proizvodu. Gre za zelo

heterogeno mesanico razli¢nih proteinov, vsaj 70 % najpogostejsih in najbolj nevarnih pa
mora biti identificiranih in kvantificiranih, saj so v proizvodu lahko glavni sprozilec
imunskega odziva, ali pa lahko zmanjSajo u¢inkovitost zdravila. Sestava in Stevilcnost vrst
HCP, ki ostanejo v o¢is¢enem proizvodu monoklonskega protitelesa je odvisna od Stevilnih
dejavnikov. lzvor HCP je ekspresijski sistem. Stopnja ocis¢enosti HCP je odvisna tudi od
vrst kromatografskih tehnik, ki jih uporabljamo v proizvodnem procesu. Afinitetna
kromatografija je zaradi svoje specifi¢nosti u¢inkovita metoda za odstranitev velikega dela

HCP. Proizvod zadrzi, ve¢ina HCP pa se izpere (11, 12).

HCP obicajno dolo¢amo z imunokemijskimi testi, kjer kot reagente uporabimo preparat
antigenov. HCP ali referencni standard HCP in ustrezna poliklonska protitelesa
(protiserume). Protiserumi morajo pokrivati Sirok spekter HCP, ki so znacilni za dolo¢en
proizvod. Za kvantifikacijo HCP najpogosteje uporabljamo ti. »sendvic«
encimskoimunski test (ELISA). Ceprav ni natanénih specifikacijskih mej za skupno
vsebnost HCP v konénih biofarmacevtskih pripravkih, je zahteva regulativnih organov za

vsebnost HCP do 100 ppm (100 ng HCP na mg terapevtskega proteina) (13).

Komercialno dostopne teste za detekcijo HCP obi¢ajno imenujemo generiéni testi, ki pa
morajo biti dovolj specifi¢ni, da jih lahko uporabimo za ve¢ razlicnih proizvodov,
izrazenih v enakem ekspresijskem sistemu. Obcutljivost je odvisna od rezultata izmerjenih

kumulativnih odzivov $tevilnih individualnih HCP v primerjavi z odzivom referencnega



standarda HCP. Razvoj in izbor imunskega testa je dobro podpreti z uporabo analiznih
metod (npr. 2D-PAGE, 2D-DIGE, rpHPLC, prenos western, masna spektrometrija), s
katerimi karakteriziramo razlicne HCP v produktu. Zaradi raznolikosti HCP nobena

tehnologija ne zmore detektirati in nadzorovati vseh prisotnih HCP v proizvodu.

Pri izboru testa za dolo¢anje HCP je treba upostevati ve¢ dejavnikov, med drugim stopnjo
razvoja izdelka, naravo gostiteljskih celic in imunogenost proteinov, nacin izraZanja in
proizvodni proces. Na voljo so komercialni generi¢ni kompleti za detekcijo HCP, ki so

namenjeni proizvodom, ki uporabljajo isto vrsto celic kot ekspresijski sistem (12, 13).

1.3.2 RAZVOJPROTITELES ZA DETEKCIJO HCP
Proteine ekspresijskega sistema pridobivamo iz enakih celic, kot so tiste, ki izrazajo Zeleni

rekombinantni protein, le da so brez gena za produkt (t.i. mock run). Tako celi¢no linijo
ustvarimo s transfekcijo gostiteljske celi¢ne linije s praznim plazmidom — s plazmidom,
uporabljenim za proizvodnjo celi¢ne linije, le da ta ne vsebuje gena za rekombinantni
protein. Celice namnozimo v bioreaktorju, jih pozanjemo s centrifugiranjem ali filtriranjem
fermentacijske brozge ter liziramo. S spros¢enimi proteini imuniziramo ustreznega sesalca,
ki proizvede zadostno koli¢ino in $irok spekter razli¢nih specifi¢nih protiteles proti HCP.
Tak$na protitelesa so primerna za razvoj t.i. generi¢nih testov. Nasprotno moramo pri
pripravi t.i. produktno specifi¢nih testov za imunizacijo uporabiti material, sproscen iz
gostiteljskih celic, ki je presel doloceno $tevilo stopenj izolacije in ¢iséenja (enakih, kot jih
uporabljamo pri proizvodnji rekombinantnega produkta). Tako ustvarjena protitelesa
prepoznajo reprezentativne predstavnike HCP (torej takSne, ki jith bomo z vecjo

verjetnostjo zasledili kot necistote v kon¢nem produktu) (14, 15).

Za doseganje najvec¢jega imunskega odziva je potrebnih ve¢ imunizacij, kar obi¢ajno traja
3-6 mesecev. Imunski odziv proti HCP med imunizacijo nadzorujemo z dolo¢anjem titra
protiteles (s testom ELISA). Zmoznost prepoznavanja Sirokega spektra HCP analiziramo s
primerjavo rezultatov 1D- (enodimenzionalna) in 2D- (dvodimenzionalna) elektroforeze,
pri ¢emer za detekcijo uporabljamo nespecificno barvanje proteinov (Coomassie modro,

barvanje s srebrom) in prenos western (16).

Ko sesalec izdela doloceno koli¢ino protiteles, mu odvzamemo Kkri in shranimo Kkrvni
serum (t.i. antiserum). Serum ocistimo z afinitetno kromatografijo, pri kateri so na

inertnem nosilcu imobilizirane molekule HCP. Med loCevanjem se na antigen vezejo



tarCna protitelesa iz vzorca. Ostale komponente se ne vezejo in jih speremo iz kolone. S
spremembo puferskih pogojev (pH, ionska jakost) dosezemo disociacijo kompleksa
protitelo-antigen in elucijo protiteles iz kolone. Na koncu je treba dokazati specifi¢nost
protiteles proti HCP. Za to uporabimo metode SDS-PAGE ali 2D-elektrofrezo in prenos
western. Specifi¢nost protiteles je za testiranje rezidualnih HCP v kon¢nem proizvodu zelo
pomembna, saj morajo detektirati vsaj 70 % HCP, predvsem tiste najbolj nevarne, v dovolj
nizkih koncentracijah (10 ppm), pri ¢emer pa ne smejo biti navzkrizno reaktivni na
produkt. Ce imamo dovolj specifien reagent proti HCP, potem lahko to protitelo
uporabimo v kateremkoli imunskem testu. Najpogosteje uporabimo test ELISA, v okviru te
naloge pa smo se odlocili, da reagent uporabimo za razvoj testa AlphaLISA (11).

1.3.3 DETEKCIJA PROTEINSKIH NECISTOT
Kromatografske, elektroforezne in imunokemijske metode so najpogostejSe metode za

dolo¢anje proteinskih necistot. TekocCinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC) je
najsirSe uporabljena tehnika za karakterizacijo in kvantifikacijo dolo¢enih komponent v

vzorcu, med drugim tudi za detekcijo proteinskih necistot (11).

Elektroforezne metode so separacijske metode, pri katerih nabite molekule pod vplivom
elektri¢nega polja potujejo v smeri elektrode z nasprotnim nabojem. Delimo jih na dve
vrsti: elektroforeza na nosilcu (npr. SDS-PAGE) in brez nosilca — kapilarna elektroforeza,
kjer vzorec potuje po stekleni kapilari, napolnjeni z elektroforeznim pufom, pri visoki
napetosti. Najpogosteje uporabljeni metodi za analizo proteinskih vzorcev sta kapilarna
conska elektroforeza (CZE), kjer se proteini loc¢ujejo glede na razliéno mobilnost, in
kapilarna gelska elektroforeza (CE-SDS), kjer gel uporabimo kot molekularno sito, Ki
razli¢no zadrzuje komponente vzorca glede na njihovo velikost in obliko, pri ¢emer vecje

molekule potujejo pocasneje kot manjse (11, 17, 18).

Princip imunokemijskih metode temelji na tvorbi imunskega kompleksa (kompleks antigen
— protitelo). Najpogosteje uporabljena tehnika, predvsem zaradi obcutljivosti testa in

odsotnosti radioaktivnosti, je ELISA (11).



1.4 ALPHALISA
Imunokemijske metode sodijo med najbolj uporabne metode za detekcijo in kvantifikacijo

bioloskih molekul. Ena izmed takih metod je tudi AlphaLISA (Amplified Luminiscence
Proximity Homogeneous Assay), ki jo odlikuje visoka obcutljivost in je primerna za
avtomatizacijo. Spada med homogene teste, kar pomeni, da nevezanih reagentov ni
potrebno izpirati (13, 37, 32).

Pri testu AlphaLISA uporabimo donorsko in akceptorsko kroglico, ki sprozita kemijsko
reakcijo ob vzbujanju z laserjem le, ¢e sta dovolj blizu. To pa se zgodi, ¢e se obe
protitelesi, vezani na razli¢ni kroglici, vezeta na isto molekulo antigena. Pri »sendvic«
obliki imunskega testa sta za vsak analit (npr. proteinsko necistoto) potrebni dve
protitelesi, ki prepoznavata razlicna (oddaljena) epitopa. Na biotinilirano detekcijsko
protitelo, specifi¢no za necistoto, ki jo zelimo detektirati, se vezejo donorske kroglice, Ki
S0 prevlecene s streptavidinom. Drugo protitelo, usmerjeno proti analitu je neposredno
konjugirano na akceptorske kroglice. Ce je analit prisoten v vzorcu, preko protiteles
pritegne donorsko in akceptorsko kroglico v neposredno blizino (slika 1). Z lasersko
svetlobo valovne dolzine 680 nm dosezemo z vzbujanjem donorskih kroglic pretvorbo
atmosferskega kislika v singletno obliko, ki sprozi kemijsko reakcijo v akceptorski
kroglici. Posledica je emisija svetlobe, ki jo izmerimo z luminimetrijo. Pri metodi
AlphaScreen je signal Siroko spektralen in manj specifi¢en (520-620 nm), pri metodi
AlphaLISA pa je spekter ozji (615 nm) in zato bolj specificen. Intenziteta svetlobe je v
dolo¢enem koncentracijskem obmod¢ju premosorazmerna koli¢ini analita. Glavna razlika
med metodo AlphaLISA in metodo AlphaScreen je v sestavi akceptorskih kroglic.
Akceptorska kroglica za test AlphaScreen je sestavljena iz treh barvil: tioksina, antracena
in rubrena, akceptorska kroglica za test AlphaLISA pa iz kelata evropija. Donorska
kroglica vsebuje na svetlobo obcutljivo snov ftalocianin, ki je kljucen za pretvorbo
atmosferskega v singletni kisik. Kot ostale ekscitacijske molekule ima tudi singlet kisika
omejeno zivljenjsko dobo, preden se spet pretvori v osnovno stanje. Deluje zelo kratek ¢as
(tr2=4 ps) in v zelo majhnem radiju (200 nm) (19, 20, 21, 22, 23).
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Slika 2 Princip delovanja metode AlphaLISA (13)

Metoda AlphaLISA zahteva specificen ¢italnik, ki omogoca detekcijo luminiscence.
Luminscenca je fizikalni pojav, ki temelji na emisiji svetlobe, kot posledica vracanja
elektronov iz vzbujenega v osnovno energijsko stanje (19). Pri metodi AlphaLISA je za
vzbujanje molekul potreben laser pri 680 nm (ksenonova bliskavica za to vrsto detekcije ne
zadostuje). Za usmerjanje laserskega Zzarka naravnost v vdolbinico z vzorcem na
mikrotitrski ploséici skrbi poseben zrcalni modul. Pot emisije svetlobe poteka tako, da
luminiscenc¢na svetloba prehaja nazaj skozi zrcalni modul in nato skozi filter v
fotopomnoZevalno cev. Na tej poti je tudi zaslonka, ki je v fazi emisije odprta, med
vzbujanjem pa zaprta, da za$Citi detektor pred lasersko svetlobo. Detektor se nahaja
neposredno nad plos¢o in odCitava signal ob vdolbinici, ki je bila vzbujena z laserjem.
Svetloba nato skozi zaslonko potuje v detektor. Detektorji luminiscence so na rdeco

svetlobo obcutljive, temperaturno stabilizirane cilindri¢ne fotopomnozevalne cevi (24).

Priporoca se le ena meritev na vdolbinico, saj se vzorec zaradi vzbujene svetlobe osvetli in
s tem pride do aktivacije donorskih kroglic. Pri tem je treba upostevati tudi medsebojni
vpliv poti signala: osvetlitev, ki ga povzro¢i vzbujanje sosednjih vzorcev, prehod signala
zaradi prej vzbujenega sosednjega vzorca in zajemanje signala iz sosednjih vdolbinic. Ta

vpliv lahko izni¢imo s korekcijskim faktorjem, ki pa je del programske opreme (25, 26).



1.5 SENDVIC ELISA
Encimskoimunski test ali ELISA (anglesko: Enzyme-Linked Imuno Sorbent Assay) je

zaradi svoje enostavnosti in obcutljivosti najpogosteje uporabljen imunokemijski test. Pri
testu sendvic ELISA dodamo protitelesu (visoko specificnem ali monoklonskem), ki je
vezan na mikrotitrsko plos¢ico, vzorec (antigen, ki ga dolo¢amo). Nastane kompleks
antigen-protitelo, ki mu nato dodamo sekundarno protitelo, ozna¢eno z encimom. Z
dodanim kromogenim ali fluorogenim substratom se nato tvori obarvan produkt, ki mu
izmerimo  odziv  (absorbanco ali  fluorescenco) s  spektrofotometrom  ali
spektrofluorimetrom. Pri nasem delu bomo za kvantifikacijo HCP uporabljali metodo
sendvi¢ ELISA, kjer sta lovilna in detekcijska molekula protitelesi (slika 3) (27, 28).

Prednost testa AlphaLLISA pred ELISA je predvsem v tem, da je test homogen (nevezanega
materiala ni potrebno izpirati) in zaradi tega tudi krajsi (slika 4). Test ELISA pa je
heterogen, pri katerem nevezana protitelesa odstranimo in za detekcijo ni potreben laser,
kot je to pri AlphaLISA metodi, signal (absorbanca pri 450 nm) merimo obarvanemu
produktu, ki nastane kot posledica encimske reakcije. Pri metodi AlphaLISA pa dobimo
signal kot posledico blizine donorske in akceptorske kroglice z detekcijo luminiscence (29,
30).

dodatek
smlita i e O
dodatsk dodatzk )ﬁ S ;l\
deteketjskih | kromogznaza
protitzles fluorozensza
na trden nosilec Vezava anhigenov 2 encimom SRR po dodatiu
$0 vezana 1Z vzorcana omadena substrata potede
monokionska protitelesa protitelesa se encimska reakcya
protitelesa velejo na antigen tvon se obarvan
produkt

Slika 3: Potek metode sendvi¢ ELISA (27)
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Slika 4: Primerjava izvedb metod ELISA in AlphaLISA (20)
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2. NAMEN DELA

AlphaLISA je imunokemijski test, ki ga uporabljamo za dolo¢anje specifi¢nih
makromolekul v raztopinah. Lahko ga uporabljamo kot alternativo encimskoimunskim
testom, ki spadajo med bolj uveljavljene teste za doloCanje proteinskih necistot Vv
biofarmacevtiki. Za razvoj testa AlphaLISA bomo uporabili enaka protitelesa, kot jih
uporabljamo pri testu ELISA, ki je razvit proti istim necistotam, zato je njihova

specificnost Ze potrjena.

Namen naSega dela je razviti hitro in zanesljivo metodo za dolocitev koli¢ine proteinskih
necistot (HCP) v zgodnjem razvoju podobnih bioloskih zdravil. Za test AlphaLISA bomo
uporabili komercialno dostopna protitelesa (generi¢ni test) in protitelesa, razvita specifi¢no

za na$ proizvodni proces (produktno specifi¢ni test).
V okviru magistrske naloge bomo izvedli naslednje eksperimente:

— preizkusili bomo razli¢ne sendvi¢ formate s ciljem, da dobimo odziv, ki je

premo sorazmeren s koncentracijo HCP;

— optimizirali bomo koli¢ino reagentov (donorske kroglice, prekrite s
streptavidinom, biotinilirana protitelesa, akceptorske kroglice, konjugirane s
protitelesi), ki dajejo optimalne rezultate in najnizje ozadje; ocenili bomo

ustreznost modela standardne krivulje;

— analizo ve¢ procesnih vzorcev in primerjavo rezultatov, dobljenih z
AlphaLISA, z obstojecim testom ELISA (test, ki ga uporabljamo za dolo¢anje

procesnih oziroma proteinskih necistot).

Vse analize bomo izvajali z robotom za avtomatizirano pripravo analiz s ¢italcem
mikrotitrskih plos¢ic. Uporabili bomo programsko opremo Magellan. Metodi, ki ju bomo
uporabili za opisani namen, sta imunokemijski test (AlphaLISA in AlphaScreen) in
spektroskopija (luminiscenca). Statistiéne parametre (povprecje odzivov, relativna

standarda deviacija) bomo izracunali s pomocjo programa Excel.
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3.

MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1 Reagenti in topila

Preciscena voda (v nadaljevanju Milli Q); pridobljena s sistemom za pripravo ultra

¢iste vode Milli-Q Adventage A10, proizvajalca Millipore.

AlphaLISA HiBlock pufer (Perkin Elmer; AL301C; 25 mM HEPES pH = 7,4, 0,1
% kazein, 1 mg/ml dekstrana — 500, 0,5 % triton — X-100, 0,5 % pufer za
blokiranje, 0,5 % BSA in 0,05 % proclin — 300.

Akceptorske kroglice, konjugirane z anti-CHO HCP; generi¢na protitelesa proti
HCP iz celi¢cne linije CHO (vzeto iz kompleta za komercialni generi¢ni test;
AL301C; Perkin Elmer).

Akceptorske kroglice, konjugirane z anti-CHO HCP (poliklonska protitelesa proti
HCP, razvita specifi¢no za na$ proces, vezana na akceptorske kroglice; konjugacijo

je opravil proizvajalec; Novartis/Perkin Elmer).

Biotinilirana protitelesa (poliklonska protitelesa proti HCP, razvita specifi¢éno za

na$ proces, konjugirana z biotinom; Novartis).

Biotinilirani fragmenti Fab2 (pripravljeni iz protiteles proti HCP, razvitih

specifi¢no za na$ proces; konjugirani z biotinom; Novartis).

Donorske kroglice s streptavidinom (Perkin Elmer 6760002); v nadaljevanju
donorske kroglice.

Kroglice Omni (Omnibeads; Perkin ElImer 6760626D).

3.1.1 Vzorci

Vzorec zetve (fermentacijska brozga, iz katere smo odstranili celice in celicne dele
s centrifugiranjem)

Vzorec po prvi kromatografski stopnji
Vzorec po drugi kromatografski stopnji

Vzorec po tretji kromatografski stopnji

12



3.1.2 Naprave in pribor

Tecan Freedom EVO — robot za avtomatizirano pripravo analiz

Citalec mikrotitrskih plo¢ic Infinite M1000-PRO (Tecan), opremljen z laserjem in

filtrom za luminimetrijo
Mikropipete Biohit
Nastavki za mikropipete

Bele mikrotitrske plos¢ice s 96 vdolbinicami polovi¢ne povrSine (Perkin Elmer
6005560)

Bela mikrotitrska ploséica s 384 vdolbinicami (Perkin Elmer 6005350).
Vibracijski mesalnik (Tehtnica; Vibromix)
Mikrocentrifuga (Eppendorf, MiniSpin plus)

3.1.3 Standard

Interni standard HCP s koncentracijo 100 ug/ml

3.1.4 Pufri in raztopine

— Priprava pufra AlphaLISA HiBlock (v nadaljevanju pufer AlphalLISA). Za pripravo

25 ml pufra v 22,5 ml Milli Q dodamo 2,5 ml AlphaLISA HiBlock.

Gojisce. Glavne sestavine gojisca: sladkorji (glukoza, laktoza, sukroza, maltoza,
dekstrin), mas¢obe, aminokisline, elektroliti (kalcijevi, natrijevi, kalijevi, fosfatni
ioni), vitamini (askorbinska kislina, a-tokoferol, tiamin, biotin, folna Kkislina),

oligominerali (Zelezovi, manganovi, bakrovi, kobaltovi, cinkovi ioni), hormoni.
Pufer po prvi kromatografski stopnji: natrijev acetat

Pufer po virusni inaktivaciji: Hs3PO4 / TRIS

Pufer po drugi kromatografski stopnji: TRIS acetat / NaCl

Pufer po tretji kromatografski stopnji: TRIS acetat / NaCl

3.1.5 Kemikalije
Fosforna kislina (HsPOa4; Merck; 100573)
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— Natrijev hidroksid (NaOH, Sigma S 5881)

Natrijev klorid (NaCl; Merck 106404)

Ocetna kislina 96 % (Merck 100062)

TRIS (tris(hidroksimetil)aminometan; Merck, 108382)

3.2 Razvoj metode
Testiranje razli¢nih formatov:

Testiranje formata z akceptorskimi kroglicami z generi¢nimi protitelesi (komercialni
genericni test) in donorskimi kroglicami ter biotiniliranimi fragmenti Fab2 iz protiteles,

razvitih specifi¢no za nas$ proces ¢iscenja:

— spreminjali smo koncentracijo biotiniliranih fragmentov Fab2 (5 nM, 7 nM in 9
nM) pri konstantni koncentraciji akceptorskih (0,05 mg/ml) in donorskih kroglic
(0,08 mg/ml) iz komercialnega genericnega testa. Uporabili smo tehnologijo
AlphaScreen.

Testiranje formata z akceptorskimi kroglicami z generiénimi protitelesi (komercialni

generi¢ni test) in donorskimi kroglicami ter biotiniliranimi protitelesi:

— testirali smo standardno koncentracijo akceptorskih kroglic (0,05 mg/ml) iz
komercialnega testa, biotinilirana protitelesa (5 nM) in donorske kroglice (0,08

mg/ml). Uporabili smo tehnologijo AlphaScreen.

Testiranje formata z akceptorskimi kroglicami (konjugiranimi s protitelesi, specifi¢nimi za

nas proces ¢iscenja), biotiniliranimi protitelesi in donorskimi kroglicami:

— testirali smo akceptorske kroglice (0,05 mg/ml), ki so bile konjugirane s protitelesi,
specifi¢nimi za na$ proces ¢is¢enja, biotiniliranimi protitelesi (5 nM) in donorskimi
kroglicami (0,08 mg/ml). Akceptorske kroglice iz komercialnega generi¢nega testa
smo zamenjali z akceptorskimi kroglicami, ki so konjugirane s protitelesi,

specifi¢nimi za na$ proces ¢is¢enja. Uporabili smo tehnologijo AlphaLISA.

Optimizacija testa:

V nadaljevanju smo uporabljali samo akceptorske kroglice, ki so bile povezane s

Vv v

protitelesom, specifi¢nim za na$ proces ¢is¢enja, in tehnologijo AlphaLISA.

Vpliv spreminjanja koncentracije biotiniliranih protiteles na odziv testa:
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— spreminjali smo koncentracijo biotiniliranih protitelesa (5 nM, 1 nM in 0,5 nM) pri
konstantni kon¢ni koncentraciji akceptorskih (0,05 mg/ml) in donorskih kroglic
(0,08 mg/ml).

Vpliv spreminjanja koncentracije akceptorskih kroglic na odziv testa:

— spreminjali smo koncentracije akceptorskih kroglic (0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml in 0,05
mg/ml) pri konstantni kon¢ni koncentraciji donorskih kroglic (0,08 mg/ml) in

biotiniliranih protiteles (5 nM).
Vpliv spreminjanja koncentracije donorskih kroglic na odziv testa:

— spreminjali smo koncentracije donorskih kroglic (0,08 mg/ml, 0,2 mg/ml in 0,5
mg/ml) pri konstantni kon¢ni koncentraciji akceptorskih kroglic (0,05 mg/ml) in

biotiniliranih protiteles (5 nM).

Vpliv spreminjanja koncentracije biotiniliranega protitelesa na odziv testa (drugi poskus):

— nadaljevali smo s preverjanjem vpliva visanja koncentracije biotiniliranega
protitelesa (5 nM, 10 nM in 20 nM) pri konstantni konéni koncentraciji

akceptorskih (0,2 mg/ml) in donorskih kroglic (0,08 mg/ml).

3.2.1 Testiranje linearnosti detektorja

Testiranje linearnosti detektorja smo preverili z uporabo kroglic Omni. Kroglice Omni
naceloma uporabljamo za testiranje variabilnosti signala, sami pa smo jih uporabili za
testiranje linearnosti. To smo naredili zato, ker je bil na$ detektor nadgrajen za detekcijo
AlphaLISA, in smo Zzeleli preveriti linearnost detektorja. Detektor mora zagotavljati
linearen odziv po celotnem merilnem obmocju, ki ga uporabljamo v testu. Kroglice
vsebujejo vse potrebne kemijske komponente za tvorbo moc¢nega signala AlphaScreen (tj.
ni potrebe po lo¢enih AlphaScreen-akceptorskih in -donorskih kroglicah). Suspenzije
kroglic Omni smo pripravili s stopenjskim redéenjem, kot je prikazano v preglednici 1
(31).
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Preglednica 1: Prikaz priprave suspenzije kroglic Omni

Koncentracija kroglic | Volumen kroglic | Volumen pufra | Skupen volumen

Omni (ug/ml) Oomni (ul) AlphaLISA (ul) (nl)
1000* 160 640 800
500 400 400 800

250 400 400 800

125 400 400 800
62,50 400 400 800
31,25 400 400 800
15,63 400 400 800
7,81 400 400 800

3,91 400 400 800

1,95 400 400 800

0,98 400 400 800
0,49 400 400 800
0,24 400 400 800
0,12 400 400 800
0,06 400 400 800
0,03 400 400 800

* kroglice Omni (c = 5 mg/ml) petkratno red¢imo do konéne koncentracije 1000 pg/ml

Po 50 pl tako pripravljenih suspenzij smo nanesli v vdolbinice mikrotitrske ploscice v

Sestih paralelkah.

3.2.2 Priprava standardov za umeritveno krivuljo

Standarde za umeritveno Kkrivuljo smo pripravili iz zalozne raztopine standarda HCP s

koncentracijo 100 pg/ml. Gre za stopenjsko redc¢enje s pufrom AlphaLISA, kot je

prikazano v preglednici 2.
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Preglednica 2: Priprava in koncentracije standardov za umeritveno krivuljo

Volumen .
Volumen ufra Konéna
Oznaka | standarda AlpphaLIS A koncentracija
HCP (ul ng/ml
STD A 10 990 1000
STDB 120 280 300
STDC 120 240 100
STD D 120 280 30
STDE 120 240 10
STDF 120 280 3
STD G 120 240 1
BLK 0 120 0

* Volumen standarda HCP s koncentracijo 100 pg/ml

3.2.3 Priprava akceptorskih in donorskih kroglic ter biotiniliranih protiteles oziroma

biotiniliranega fragmenta Fab2 iz protiteles, specifi¢nih za na$ proces

Priprava akceptorskih kroglic (konjugirana s protitelesi, specificnimi za na$ proces

¢is¢enja).
— kon¢na koncentracija 0,05 mg/ml: akceptorske kroglice s koncentracijo 5 mg/ml

smo 100-krat red¢ili s pufrom Alphal.ISA.

— konéna koncentracijo 0,1 mg/ml: akceptorske kroglice s koncentracijo 5 mg/ml smo
50-krat redcili s pufrom AlphaLISA.

— kon¢na koncentracijo 0,2 mg/ml: akceptorske kroglice s koncentracijo 5 mg/ml smo
25-krat redcili s pufrom AlphaLISA.

Priprava akceptorskih kroglic z generi¢nimi protitelesi proti HCP celic CHO iz

komercialnega generi¢nega testa:

— konéna koncentracija 0,05 mg/ml: akceptorske kroglice iz komercialnega
generiCnega testa S koncentracijo 5 mg/ml smo 100-krat red¢ili s pufrom

AlphaLISA.
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Priprava biotiniliranega fragementa Fab2, iz protiteles razvitih specifi¢no za na$ proces

¢iscenja:
— konéna koncentracija 5 nM (55 ng/ml): biotiniliran fragment Fab2 s koncentracijo
500 nM smo 100-krat red¢ili s pufrom AlphalLISA.

— konéna koncentracija 7 nM (75 ng/ml): biotiniliran fragment Fab2 s koncentracijo
500 nM smo 71-krat red¢ili s pufrom AlphalLISA.

— konéna koncentracija 9 nM (100 ng/ml): biotiniliran fragment Fab2 s koncentracijo
500 NnM smo 56-krat red¢ili s pufrom AlphalLISA.

Priprava biotiniliranih protiteles:

— konéna koncentracija 0,5 nM (80 ng/ml): biotinilarna protitelesa s koncentracijo 80
ug/ml (500 nM) smo 1000-krat red¢ili s pufrom AlphaLISA.

— kon¢na koncentracija 1 nM (160 ng/ml): biotinilarna protitelesa s koncentracijo 80
ug/ml (500 nM) smo 500-krat red¢ili s pufrom AlphalISA.

— kon¢na koncentracija 5 nM (800 ng/ml): biotinilarna protitelesa s koncentracijo 80
ug/ml (500 nM) smo 100-krat red¢ili s pufrom AlphaLISA.

— kon¢na koncentracija 10 nM (1600 ng/ml): biotinilarna protitelesa s koncentracijo
80 pg/ml (500 nM) smo 50-krat red¢ili s pufrom AlphalISA.

— kon¢na koncentracija 20 nM (3200 ng/ml): biotinilarna protitelesa s koncentracijo
80 pg/ml (500 nM) smo 25-krat red¢ili s pufrom AlphalLISA.

Priprava donorskih kroglic:

— kon¢na koncentracija 0,05 mg/ml: donorske kroglice s koncentracijo 5 mg/ml smo
100-krat redcili s pufrom AlphaLISA.

— konéna koncentracija 0,07 mg/ml: donorske kroglice s koncentracijo 5 mg/ml smo
71-krat redcili s pufrom AlphaLISA.

— konéna koncentracija 0,08 mg/ml: donorske kroglice s koncentracijo 5 mg/ml smo
63-krat redcili s pufrom AlphaLISA.
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kon¢na koncentracija 0,2 mg/ml: donorske kroglice s koncentracijo 5 mg/ml smo
25-krat redcili s pufrom AlphalLISA.

kon¢na koncentracija 0,5 mg/ml: donorske kroglice s koncentracijo 5 mg/ml smo
10-krat red¢ili s pufrom Alphal.ISA.

3.2.4  Dolocevanje vpliva matriksa

S tem poskusom smo zeleli dolociti vpliv posameznih pufrov, v Katerih je preiskovani

analit, na intenziteto signala. Poskus smo opravili tako, da smo pripravili pet- in dvakratne

red¢itve pufra AlphaLISA s kon¢énim procesnim pufrom, znacilnim za posamezno

kromatografsko stopnjo, ter odzive primerjali z odzivi standardne krivulje (dolo¢enimi v

pufru AlphaLISA). Po vsaki stopnji ¢is¢enja se vzorec nahaja v drugem procesnem pufru.

Uporabili smo pufre po prvi, po drugi in po tretji kromatografski stopnji ter po virusni

inaktivaciji, ter vanje redcili standard HCP. Tako pripravljene red¢itve smo nanesli na

mikrotitrsko plos¢ico v dveh ponovitvah.

3.2.5 Postopek dela

Opis postopka izvedbe metode AlphaLISA:

1.

nanos standarda HCP oziroma vzorca: na mikrotitrsko plos¢ico Smo s pomocjo
robotskega sistema Tecan nanseli v vsako vdolbinico po 5 pl standarda HCP ali
VZOorca;

nanos akceptorskih kroglic: v vsako vdolbinico na mikrotitrski plos¢ici smo s
pomocjo robotskega sistema Tecan nanesli po 10 ul suspenzije akceptorskih
kroglic s koncentracijo 0,1 mg/ml;

inkubacija: 30 minut pri 23 C;

nanos biotiniliranih protiteles: v vsako vdolbinico na mikrotitrski plos¢ici Smo s
pomocjo robotskega sistema Tecan nanesli po 10 pl raztopine biotiniliranih
protiteles s koncentracijo 800 ng/ml;

inkubacija: 60 minut pri 23 C;

nanos donorskih kroglic: v vsako vdolbinico na mikrotitrski plos¢ici Smo s pomocjo
robotskega sistema Tecan nanesli po 25 ul suspenzije donorskih kroglic s
koncentracijo 0,08 mg/ml;

inkubacija 30 minut pri 23 °C v temi;

merjenje signala: s citalcem mikrotitrskih ploséic smo izmerili intenziteto
luminiscence pri 615 nm po vzbujanju;
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3.1 Primerjava testa AlphaLISA z obstojecim (t.i. HCP-ELISA)

Za primerjavo testa AlphaLISA z obstojeco HCP-ELISA smo izvedli meritve nekaterih

procesnih vzorcev. Procesne vzorce, katerih koncentracije HCP so bile ze predhodno

dolocene s testom HCP ELISA (preglednica 3), smo redc¢ili s pufrom AlphaLISA. Procesne

vzorce smo redcili zaporedno do koncnih koncentracij, ki so v merilnem obmocju testa,

(preglednice 4-7), in jih po 5 puL nanesli na mikrotitrsko plosc¢ico.

Preglednica 3: Koncentracije HCP v procesnih vzorcih, dolo¢ene s testom HCP ELISA

Izhodni vzorec Koncentracija (ng/ml)
Vzorec zetve 578940
Vzorec po prvi kromatografski stopnji 20492
\/zorec po drugi kromatografski stopnji 215
Vzorec po tretji kromatografski stopnji 9
Preglednica 4: Priprava vzorcev zetev
Konc¢na Volumen Volumen Skuoni | Redcitveni
(tar¢na) pufra P Stevilo faktor
Oznaka vzorca K .. | vzorca volumen i
oncentracija (ul) AlphaLISA (ul) paralelk | izhodnega
(ng/ml) H (ul) H vzorca
Zetev 578940* / / / / /
Zetev_1 28947 20 380 400 / 20
Zetev 2 1000 20 559 579 2 579
Zetev_3 300 120 280 400 2 1930
Zetev_4 100 120 240 360 2 5789
Zetev 5 30 120 280 400 2 19298
Zetev_6 10 120 240 360 2 57894
Zetev 7 3 120 280 400 2 192980
Zetev_8 1 120 240 360 2 578940

* zaCetna koncentracija HCP, ki je bila izmerjena s testom HCP-ELISA

20




Preglednica 5: Priprava vzorcev po prvi kromatografski stopnji

Konc¢na Volumen skupni | » Redcitveni
Oznaka vzorca (taréna) Volumen prra VOIUrFTJ'len Stevilo faktor
koncentracija | vzorca (ul) | AlphaLISA (ul) paralelk | izhodnega
(ng/ml) (ul) H vzorca
Vzorec 1 20492* / / / / /
Vzorec1_1 1000 20 390 410 2 21
Vzorec 1 2 207 120 280 400 2 99
Vzorec 1 3 62 120 240 360 2 330
Vzorec 1_4 21 120 280 400 2 989
Vzorec1_5 6,2 120 240 360 2 3297
Vzorec 1_6 2,1 120 280 400 2 9890
Vzorec 1 7 0,6 120 240 360 2 32967
* zacetna koncentracija HCP, ki je bila izmerjena s testom HCP-ELISA
Preglednica 6: Priprava vzorcev po drugi kromatografski stopnji
Kon¢na volumen Volumen SKuDNi Redcitveni
(tar¢na) pufra P Stevilo | faktor
Oznaka vzorca K . vzorca volumen i
oncentracija (uL) AlphaLISA (ul) paralelk | izhodnega
(ng/ml) H (ul) H vzorca
Vzorec 2_1 215* 200 0 200 2 1
Vzorec 2_2 108 70 220 290 2 2
Vzorec 2_3 36 120 240 360 2 6
Vzorec 2_4 4,0 120 240 360 2 54
Vzorec 2_5 1,3 120 240 360 2 162
Vzorec 2_6 0,4 120 240 360 2 486

* zacCetna koncentracija HCP, ki je bila izmerjena s testom HCP-ELISA

Preglednica 7: Priprava vzorcev po tretji kromatografski stopnji

Konéna volumen Volumen SKUDN ) Red¢itveni
(tar¢na) pufra P Stevilo faktor
Oznaka vzorca K .. vzorca volumen i
oncentracija (ul) AlphaLISA (ul) paralelk |izhodnega
(ng/ml) H (ul) H vzorca
Vzorec 3 1 9,0* 200 0 200 2 1
Vzorec 3 2 45 100 100 200 2 2
Vzorec 3_3 2,3 100 100 200 2 4
Vzorec 3_4 1,1 100 100 200 2 8
Vzorec 3 5 0,6 100 100 200 2 16

* zaCetna koncentracija HCP, ki je bila izmerjena s testom HCP-ELISA
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Razvoj metode

Z razvojem metode smo zeleli razviti in optimizirati test AlphalLISA za dolo¢anje HCP v

procesnih vzorcih.

Testiranje formatov

— Testiranje formata z akceptorskimi kroglicami z generi¢nimi protitelesi
(komercialni generi¢ni test) in donorskimi kroglicami ter biotiniliranimi fragmenti
Fab, razvitimi za nas proces ¢iS¢enja
V dolo¢enem obmocju je odziv testa premo sorazmeren s koncentracijo HCP. Tako je
odziv monotono nara$¢ajo¢ pri koncentraciji 5 nM biotiniliranega specifi¢nega fragmenta
Fab2 v obmocju koncentracije HCP 30-1000 ng/ml, pri koncentraciji 7 nM v obmo¢ju od
10-1000 ng/ml in za koncentracijo 9 nM v obmoc¢ju od 3—300 ng/ml (preglednica 8).
zaradi previsokih koncentracij reagentov (slika 5). Visoke koncentracije biotiniliranega
fragmenta Fab2 pripomorejo k vecji ob¢utljivosti testa, vendar pa zaradi steri¢nih ovir hitro

pride do zasicenosti. Fragment Fab2 je namre¢ za tretjino manjsi od celega protitelesa.
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Preglednica 8: Testiranje formata z akceptorskimi kroglicami z generi¢nimi protitelesi

(komercialni generi¢ni test) in donorskimi kroglicami ter biotiniliranimi fragmenti Fab2,

razvitimi za nas proces ¢iS¢enja

£ i . :

=) Akceptorske kr_og_llce (0,05 Akceptorske kroglice (0,05 Akceptorske kroglice (0,05

<] mg/ml), Fab2-biotin (5 nM), e e

— . mg/ml), Fab2-biotin (7 nM), mg/ml), Fab2-biotin (9 nM),
© donorske kroglice (0,08 d . .

5 onorske kroglice (0,08 mg/ml) donorske kroglice (0,08 mg/ml)
S mg/ml)

% dzi dzi

2 © 1ZIV OV 22| Povpreéje | RSD | Odziv 1 | Odziv 2 | Povpregje | RSD | Odziv 1 | Odziv 2 | Povpregje | RSD
o 0, 0 9
X[ (cps) | (cps) (cps) % (cps) (cps) (cps) % (cps) (cps) (cps) %
g| 3803 | 3733 3768 1 3383 2859 3121 12 1232 1245 1239 1
o

-

g 2282 | 2272 2277 0 2549 1599 2074 32 3146 3176 3161 1
™

=] 1205 | 1125 1165 5 1349 1165 1257 10 1522 1565 1544 2
—

= 668 542 605 15 722 662 692 6 922 778 850 12
9 402 428 415 4 385 485 435 16 442 385 4135 10
w| 358 305 332 11 368 298 333 15 468 452 460 2
| 328 312 320 4 285 365 325 17 285 275 280 3
™| 285 358 322 16 285 342 314 13 262 348 305 20
o

—| 358 292 325 14 322 328 325 1 268 325 297 14
o

@ 285 322 304 9 348 248 298 24 265 295 280 8
S

| 288 288 288 0 295 425 360 26 252 288 270 9
=)

8| 245 302 274 15 275 288 282 3 282 262 272 5
S

(=)
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+ Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml), Fab2 biotin (5 nM), donorske kroglice (0,08 mg/ml)

m Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml), Fab2 biotin (7 nM), donorske kroglice (0,08 mg,/ml)

4500 Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml), Fab2 biotin (9 nM), donorske kroglice (0,08 mg/ml) -
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Slika 5: Grafi¢ni prikaz testiranja formata z akceptorskimi in donorskimi kroglicami iz
komercialnega generi¢nega testa in biotiniliranega fragmenta Fab2, razvitega za nas proces
¢iS€enja

— Testiranje formata z akceptorskimi kroglicami z generi¢énimi protitelesi

(komercialni generi¢ni test) in donorskimi kroglicami ter biotiniliranimi protitelesi,

razvitimi za nas$ proces ¢iScenja:

Z uporabo celotnega biotiniliranega protitelesa smo dobili dvajsetkrat visji signal
(preglednica 9, slika 6), kot ¢e smo uporabili biotinilirane fragmente Fab2 (preglednica 8)
z enako specificnostjo. Na celotnem protitelesu je konjugiranih ve¢ biotinskih molekul in
manj steriCnih ovir za donorsko kroglico. Glede na dobljene rezultate lahko postavimo
merilno obmo¢je 10-1000 ng/ml, saj pri koncentracijah, nizjih od 10 ng/ml, ne dobimo

monotono padajocih odzivov.

24



Preglednica 9: Testiranje formata z akceptorskimi kroglicami z generi¢nimi
protitelesi (komercialni genericni test) in donorskimi kroglicami ter biotiniliranimi

protitelesi, razvitimi za na$ proces ¢is¢enja

Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml), biotinilirano protitelo (5 nM),
Koncentracija donorske kroglice (0,08 mg/ml)
(ng/ml)
: Odziv 2 . Povprecje
Odziv 1 (cps) (ps) Odziv 3 (cps) (ps) RSD %
1000 80490 69243 67450 72394 10
300 38574 33833 31980 34796 10
100 15197 13723 12437 13786 10
30 6255 6151 4700 5702 15
10 2339 1795 1919 2018 14
3 875 732 758 788 10
1 555 415 545 505 15
03 572 572 465 536 12
01 878 602 565 682 25
0,03 608 445 405 486 22
0,01 412 345 415 391 10
0,003 432 372 418 407 8
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Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml),
biotinilirano protitelo (5 nM),
80000 — donorske kroglice (0,08 mg/ml)
70000 - ™ Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml),
Fab2 biotin (5 nM), donorske
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Slika 6: Grafi¢ni prikaz primerjave uporabe biotiniliranega protitelesa in biotiniliranega

fragmenta Fab2

— Testiranje formata z akceptorskimi kroglicami (konjugiranimi s protitelesi,
razvitimi za na$ proces c¢iscenja), specificnim biotiniliranim protitelesom in

donorsko kroglico

Glede na dobljene rezultate (preglednica 10) lahko postavimo merilno obmocje 10-1000
ng/ml. Uporaba akceptorskih kroglic, ki so konjugirane s protitelesi, razvitimi za nas
proces ¢is¢enja v primerjavi s komercialnim testom akceptorskih kroglic z generiénim
protitelesom proti HCP, ne vpliva bistveno na merilno obmodéje. Glede na prejSnje
poskuse opazimo nizji odziv, kar je posledica drugacnih reagentov in uporabe tehnologije

AlphaLISA, zato je bilo potrebno ta test Se optimizirati, kar je opisano v nadaljevanju.
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Preglednica 10: Testiranje formata z akceptorskimi kroglicami (ki so bile konjugirane s
protitelesi, razvitimi za nas proces ¢iscenja), specifi¢nim biotiniliranimi protitelesi in

donorskimi kroglicami

Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml), biotinilirano
Koncentracija protitelo (5 nM), donorske kroglice (0,08 mg/ml)
(ng/ml)
: Odziv2 | Povpredje
Odziv 1 RSD %
zIv 1 (cps) (cps) (cps) 0
1000 35368 34607 34987 2
300 13105 13242 13173 1
100 4777 5094 4936 5
30 1945 2022 1984 3
10 988 1068 1028 6
3 692 815 754 12
1 838 692 765 13
03 805 765 785 4
01 645 695 670 5
0,03 672 715 694 4
0,01 588 635 612 5
0,003 612 638 625 3

4.2 Optimizacija izbranega testa

421 Vpliv spreminjanja koncentracije biotiniliranih protiteles na odziv testa

Z visanjem koncentracije biotiniliranih protiteles v obmocju od 0,5 do 5 nM in pri
konstantni konéni koncentraciji akceptorskih (0,05 mg/ml) in streptavidinskih donorskih
kroglic (0,08 mg/ml) se zviSuje tudi odziv (preglednica 11). Dobimo merilno obmocje od
10-1000 ng/ml. Z visanjem koncentracije biotiniliranih protiteles pride do visje stopnje

vezave z donorskimi kroglicami, kar privede do visjega odziva (slika 7).
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Preglednica 11: Vpliv razli¢nih koncentracij biotiniliranih protiteles na odziv testa

AlphaLISA

Akceptorske kroglice (0,05
mg/ml), biactinilirano protitelo
(5 nM), donorske kroglice

Akceptorske kroglice (0,05
mg/ml), biotinilirano protitelo (1
nM), donorske kroglice (0,08

Akceptorske kroglice (0,05
mg/ml), biaotinilirano protitelo (0,5
nM), donorske kroglice (0,08

E

g

S,

g (0,08 mg/ml) mg/ml) mg/ml)

c

[

§ Odziv | Odziv |Povpre¢ | RSD | Odziv 1l | Odziv 2 | Povpreéje | RSD | Odziv 1 | Odziv 2 | Povpreje | RSD
X 1(cps) | 2(cps) | je(cps) | % [ (cps) (cps) (cps) % | (cps) (cps) (cps) %
§ 35368 | 34607 | 34987 2 19271 | 18225 18748 4 9219 8935 9077 2
—

g| 13105 | 13242 [ 13173 1 7129 7496 7313 4 3913 3679 3796 4
™

g| 4777 | 5094 4936 5 2776 3136 2956 9 1482 1652 1567 8
—

= 1945 | 2022 1984 3 1235 1309 1272 4 952 505 729 43
= 988 1068 1028 6 805 725 765 7 472 538 505 9
o| 692 815 754 12 668 592 630 9 552 535 544 2
| 838 692 765 13 585 592 588,5 1 595 468 532 17
«| 805 765 785 4 642 728 685 9 598 668 633 8
IS)

—| 645 695 670 5 642 568 605 9 645 625 635 2
IS)

3l 672 715 694 4 658 635 647 3 448 552 500 15
o

=| 588 635 612 5 552 602 577 6 465 535 500 10
S

§ 612 638 625 3 488 575 532 12 598 622 610 3
=)
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Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml),
biotinilirano protitelo (0,5 nM),
donorske kroglice (0,08 mg/ml)

40000 +—— .
Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml),
35000 - biotinilirano protitelo (1 nM), ¢
donorske kroglice (0,08 mg/ml) /
30000 ——— # Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml),
biotinilirano protitelo (5 nM),
g 25000 17— gonorske kroglice (0,08 mg/ml)
(=]
> 20000
N
=
O 15000 /
10000 /
R
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Slika 7: Grafi¢ni prikaz vpliva razli¢nih koncentracij biotiniliranih protiteles na odziv testa
AlphaLISA

4.2.2 Vpliv spreminjanja koncentracije akceptorskih kroglic na odziv testa
Z visanjem koncentracije akceptorskih kroglic (0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml in 0,2 mg/ml) in
pri_konstantni kon¢ni koncentraciji biotiniliranih protiteles (5 nM) in streptavidinskih
donorskih kroglic (0,08 mg/ml) se zvisuje tudi odziv (preglednica 12, slika 8).

Preglednica 12: Vpliv razli¢nih koncentracij akceptorskih kroglic na odziv testa

AlphaLISA
Akceptorske kroglice (0,05 Akceptorske kroglice (0,1 Akceptorske kroglice (0,2
mg/ml), biotinilirano protitelo | mg/ml), biotinilirano protitelo (5 | mg/ml), biotinilirano protitelo (5
(5 nM), donorske kroglice nM), donorske kroglice (0,08 nM), donorske kroglice (0,08
(0,08 mg/ml) mg/ml) mg/ml)
Odziv OdZZ“’ Povpret | RSD | Odziv 1 | Odziv 2 | Povpre | RSD | Odziv 1 | Odziv 2 | Povpret | RSD
1 (cps) (cps) je(cps) | % (cps) | (cps) |je(cps) | % (cps) | (cps) |Je(cps) | %

13801 | 13461 13631 2 24337 | 24909 | 24623 2 48154 | 47288 | 47721 1

5415 | 5275 | 5345 2 10482 9717 10100 5 19821 | 19460 | 19641 1

2023 | 2110 | 2067 3 3827 4324 4076 9 8148 7594 7871 5

986 866 926 9 1986 1716 1851 10 3294 3204 3249 2

603 516 560 11 1060 956 1008 7 1903 1916 1910 0

10 | 30 | 100|300 | 1000 | Koncentracija (ng/ml)

- | 456 403 430 9 806 716 761 8 1410 1450 1430 2
o | 423 433 428 2 783 840 812 5 1373 1500 1437 6
o 376 406 391 5 626 823 725 19 1196 1366 1281 9
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# Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml),
biotinilirano protitelo (5 nM),
donorske kroglice (0,08 mg/ml)

60000 7 m Akceptorske kroglice (0,1 mg/ml),
biotinilirano protitelo (5 nM),

50000 - donorske kroglice (0,08 mg/ml)
Akceptorske kroglice (0,2 mg/ml),
40000 - biotinilirano protitelo (5 nM),

donorske kroglice (0,08 mg/ml)
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Slika 8: Grafi¢ni prikaz vpliva razli¢nih koncentracij akceptorskih kroglic na odziv testa
AlphaLISA

4.2.3 Vpliv spreminjanja koncentracije donorskih kroglic na odziv testa
Z zniZzevanjem koncentracije streptavidinskih donorskih kroglic (0,5 mg/ml, 0,2 mg/ml in
0,08 mg/ml) pri konstantni kon¢ni koncentraciji biotiniliranih protiteles (5 nM) in
akceptorskih kroglic (0,05 mg/ml) se odziv zvisa (preglednica 13, slika 9). Z viSanjem
koncentracije donorskih kroglic pride do zasienja z reagentom in posledi¢no do nizjega

odziva.
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Preglednica 13: Vpliv razli¢nih koncentracij donorskih kroglic na odziv testa AlphaLISA

E Akceptorske kroglice (0,05 Akceptorske kroglice (0,05 Akceptorske kroglice (0,05
g mg/ml), biotinilirana mg/ml), biotinilirana protitelesa (5 | mg/ml), biotinilirana protitelesa (5
< | protitelesa (5 nM), donorske nM), donorske kroglice (0,2 nM), donorske kroglice (0,5
Q kroglice (0,08 mg/ml) mg/ml) mg/ml)
<
S - -
e Odlzlv OdZZIV Povpregje | RSD | Odziv 1 | Odziv 2 | Povpregje | RSD | Odziv 1 | Odziv 2 | Povpregje | RSD
o 0 0 0,
X | (cps) | (cps) (cps) % (cps) (cps) (cps) %o (cps) (cps) (cps) %
§ 13594 [ 13872 13733 1 8909 10248 9579 10 4878 4441 4660 7
-
g | 5275 | 5365 5320 1 3814 4171 3993 6 2043 2040 2042 0
™
g | 2047 | 2220 2134 6 1673 1723 1698 2 1060 870 965 14
—
= 880 896 888 1 870 856 863 1 613 590 602 3
) 663 553 608 13 543 600 572 7 463 496 480 5
- | 380 440 410 10 523 436 480 13 470 390 430 13
o | 423 430 427 1 383 413 398 5 383 433 408 9
o | 380 373 377 1 360 480 420 20 423 443 433 3
# Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml),
biotinilirana protitelesa (5 nM),
donorske kroglice (0,08 mg/ml)
16000 Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml),
1 biotinilirana protitelesa (5 nM),
14000 donorske kroglice (0,2 mg/ml) /
12000 +—— a Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml),
biotinilirana protitelesa (5 nM),
E 10000 —— donorske kroglice (0,5 mg/ml)
(=
> 8000
N
=
© 6000
'S
4000 /
2000 //,//
0 : : : ; ;
0 200 400 600 800 1000 1200
Koncentracija HCP (ng/ml)

Slika 9: Grafi¢ni prikaz vpliva razlicnih koncentracij donorskih kroglic na odziv testa
AlphaLISA
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Z nadaljnjim znizevanjem koncentracije donorskih kroglic (0,08 mg/ml, 0,07 mg/ml in
0,05 mg/ml) pri konstantni koncentraciji akceptorskih kroglic (0,2 mg/ml) in biotiniliranih
protiteles (5 nM) se rezultati med seboj bistveno ne razlikujejo (preglednica 14, slika 10).

Preglednica 14: Vpliv razli¢nih koncentracij donorskih kroglic —drugi poskus na odziv
testa AlphaLISA

Akceptorske kroglice (0,2 Akceptorske kroglice (0,2 Akceptorske kroglice (0,05
mg/ml), biotinilirana protitelesa | mg/ml), biotinilirana protitelesa [ mg/ml), biotinilirana protitelesa
(5 nM), donorske kroglice (5 nM), donorske kroglice (0,07 [ (5 nM), donorske kroglice (0,05

(0,08 mg/ml) mg/ml) mg/ml)
Odziv | Odziv Poé\{gre RSD | Odziv | Odziv Poé\{gre RSD | Odziv 1 | Odziv 2 | Povpre¢ | RSD
1 (cps) | 2 (cps) (Cé 5) % | 1(cps) | 2(cps) (cé) 5) % (cps) (cps) | je (cps) %

163590 | 204640 | 184115 | 16 177220 | 219480 | 198350 | 15 209170 |[214790 |211980 |2

52788 |85061 |68925 |33 64315 | 78813 |71564 (14 72909 |[79060 |75985 |6

19002 29228 |[24115 |30 24059 |27543 (25801 |10 28595 (29854 29225 |3

9073 11557 |10315 |17 9473 11831 | 10652 |16 10268 | 9857 10063 |3

4378 6006 5192 22 5575 5996 5786 5 5519 5505 5512 0

10 | 30 | 100|300 [ 1000 | Koncentracija (ng/ml)

4398 4431 4415 1 3494 4585 4040 19 4188 4071 4130 2

o
o |70 50 60 24 36 80 58 54 103 210 157 48
o |66 73 70 7 76 73 75 3 106 116 111 6
+ Akceptorske kroglice (0,05 mg/ml),
biotinilirana protitelesa (5 nM),
donorske kroglice (0,05 mg/ml)
250000 Akceptorske kroglice (0,2 mg/ml),
biotinilirana protitelesa (5 nM),
200000 - donorske kroglice (0,07 mg/ml) /‘
Akceptorske kroglice (0,2 mg/ml),
= biotinilirana protitelesa (5 nM),
o 150000 +  gonorske kroglice (0,08 mg/ml)
Y
N
8 100000 /
50000 /
0 T T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200
Koncentracija HCP (ng/ml)

Slika 10: Grafi¢ni prikaz vpliva razli¢nih koncentracij donorskih kroglic — drugi poskus na
odziv testa AlphaLISA
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4.2.4

(drugi poskus)

Vpliv spreminjanja koncentracije biotiniliranega protitelesa na odziv testa

Nadaljnje zvisevanje koncentracije biotiniliranih protiteles je smiselno le do 10 nM, potem

pa odziv zacne padati, ker pride do zasi¢enja z biotiniliranimi protitelesi (preglednica 15,

testa AlphaLISA

33

slika 11).
Preglednica 15: Vpliv razli¢nih koncentracij biotiniliranih protiteles na odziv testa
AlphaLISA
S Akceptorske kroglice (0,2 Akceptorske kroglice (0,2 Akceptorske kroglice (0,2
'S 4 mg/ml), biotinilirana protitelesa mg/ml), biotinilirana mg/ml), biotinilirana protitelesa
£ § (5nM), donorske kroglice (0,08 | protitelesa (10 nM), donorske | (20 nM), donorske kroglice (0,08
§ E mg/ml) kroglice (0.08 mg/ml) mg/ml)
o
X [0dziv1]| Odziv Povpre¢j | RSD | Odziv | Odziv | Povpre¢ | RSD | Odziv 1 | Odziv 2 | Povpregje | RSD
(cps) [2(cps) [ e(cps) | % | 1(cps) | 2(cps) | je(cps) | % [ (cps) [ (cps) (cps) %
o
§ 199190 | 197050 | 198120 1 339310 | 400390 | 369850 | 12 | 124430 | 89901 107166 23
§ 70195 | 77426 | 73810,5 7 135530 | 154670 | 145100 9 34649 34753 34701 0
§ 27122 | 26224 26673 2 47906 | 56171 | 52039 11 7104 7951 7528 8
&S | 10498 | 9894 10196 4 18647 | 18988 | 18818 1 11627 8625 10126 21
S| 5892 5709 5801 2 9704 | 10094 9899 3 7404 8355 7880 9
™ | 3831 4231 4031 7 6493 6790 6642 3 7507 8035 7771 5
— 83 76 80 6 66 53 60 15 53 86 70 34
o 53 50 52 4 63 50 57 16 66 56 61 12
# Akceptorske kroglice (0,2 mg/ml),
biotinilirana protitelesa (5 nM),
donorske kroglice (0,08 mg/ml)
400000 — Akceptorske kroglice (0,2 mg/ml),
biotinilirana protitelesa (10 nM),
350000 41— gonorske kroglice (0.08 mg/ml)
200000 -— A Akceptorske kroglice (0,2 mg/ml),
biotinilirana protitelesa (20 nM),
__. 250000 +— donorske kroglice (0,08 mg/ml)
g
> 200000 -
i /
O 150000 /
100000 //
0 r T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
Koncentracija HCP (ng/ml)
Slika 11: Grafi¢ni prikaz vpliva razli¢nih koncentracij biotiniliranih protiteles na odziv




4.3 Model standardne krivulje
Model standardne krivulje, ki smo ga uporabili, je logisticna funkcija s Stirimi parametri

(4PL). Najprej smo testirali $irSi razpon standardne krivulje v obmoc¢ju 0,003—1000 ng/ml.
Koncen izbrani model standarde krivulje je v obmoc¢ju 0-1000 ng/ml (preglednica 16).
Vsaka koncentracija je bila pripravljena v dveh paralelkah. Grafi¢ni prikaz modela
standardne krivulje je prikazan na sliki 12. Ustreznost modela standardne krivulje
prikazuje vrednost korelacijskega koeficienta, ki mora biti visji ali enak od 0,98, in
relativno napako, ki mora biti znotraj 15 %. V nasem primeru znasa korelacijski koeficient
0,9999, relativna napaka pa je v koncentracijskem obmocju 10-1000 ng/ml znotraj 11 %.
Ustreznost modela standardne krivulje je s tem potrjena.

Preglednica 16: Prikaz meritev za konstrukcijo standardne krivulje pri koncentraciji

akceptorskih kroglic 0,2 mg/ml, biotiniliranih protiteles 5 nM in streptavidinskih
donorskih kroglic 0,08 mg/ml

Koncentracija| Paralelka 1 |Paralelka 2| Povprecje | Relativna
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) napaka (%)
1000 987 939 963 4
300 301 297 299 0
100 98 107 103 3
30 27 29 28 7
10 9 8 9 11
3 4 3 4 25
1 3 2 3 67
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Slika 12: Grafi¢ni prikaz modela standarde krivulje

4.4 Testiranje linearnosti odziva detektorja z uporabo kroglic Omni
Kroglice Omni so kupljeni reagenti (Omnibeads), ki jih uporabljamo z namenom testiranja

linearnosti odziva detektorja oziroma celotnega instrumenta. Izmerjene vrednosti za
posamezno koncentracijo so prikazane v preglednici 17, grafiécno pa v sliki 13. Pri
testiranju linearnosti odziva detektorja smo dobili najvisji merljiv signal luminiscence v
vrednosti 8,5 milijona cps pri koncentraciji 250 pg/ml, s ¢imer je potrjena linearnost
detektorja in instrumenta do te visine signala. Pri koncentracijah 1000 pg/ml in 500 pg/ml

ni izmerjene vrednosti zaradi previsokega signala.
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Preglednica 17: Prikaz meritev testiranja linearnosti detektorja s kroglicami Omni.

Koncentracija

kroglic Omni | Meritev | Meritev | Meritev | Meritev | Meritev | Meritev | Povpreéje | RSD
(ug/ml) 1 2 3 4 5 6 (%)
1000 * I* * I* I* I* / /
500 * I* * I* * * / /
250 8534600 | 8566100 | 8625000 | 8649500 | 8696600 | 8703200 | 8629167 | 1
125 4411700 | 4446700 | 4409300 | 4502300 | 4507100 | 4564600 | 4473617 | 1
62,5 2212600 | 2267900 | 2267300 | 2272900 | 2263900 | 2261700 | 2257717 | 1
31,25 1104200 | 1113300 | 1126100 | 1113900 | 1120900 | 1112200 | 1115100 | 1
15,63 547800 | 548780 | 553140 | 541590 | 552750 | 542460 | 547753 1
7,81 269810 | 270530 | 275590 | 271840 | 275480 | 279400 | 273775 1
3,91 139030 | 136560 | 138700 |138930 | 137110 | 137920 | 138042 1
1,95 69074 68801 | 69124 | 68662 | 69947 | 69879 69248 1
0,98 34697 33802 | 34375 | 33537 | 34130 | 34264 34134 1
0,49 17191 17161 | 16860 | 17345 | 17201 | 16770 17088 1
0,24 8480 8483 8256 8486 8319 8173 8366 2
0,12 4205 4195 4399 4235 4355 4302 4282 2
0,06 2281 2124 2161 2168 2234 2131 2183 3
0,03 1127 1237 1197 1274 1254 1194 1214 4

*ni izmerjene vrednosti (previsok signal)
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e
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4000000
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2000000

e

1000000

.

o]

~

100 150 200 250

Koncentracija kroglic Omni (pg/mil)

o] 50 300

Slika 13: Graf odvisnosti signala od koncentracije kroglic Omni
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4.5 Dolocevanje vpliva matriksa oziroma preverjanje vpliva sestave

procesnega pufra na odziv in dolocanje najnizjega faktorja redcitve
(MDF)
Z redCenjem procesnega vzorca zmanjSujemo tudi mozni vpliv procesnega pufra na
rezultat, saj se njegov delez z redCitvijo v testnem pufru zmanjSuje. Mozen vpliv
procesnega pufra moramo pri meritvi upoStevati. To lahko storimo z vpeljavo
korekcijskega faktorja za doloCen procesni pufer ali pa ga z red¢itvijo izni¢imo. V ta

........

katerem prisoten pufer nima vec¢ vpliva na rezultat.

Z izraCunom relativne napake smo primerjali odzive standarda HCP razli¢nih koncentracij,
¢e je ta pripravljen v testnem pufru oziroma v petkratni red¢itvi procesnega pufra s testnim
pufrom. Prisotnost 20 % (v/v) procesnega pufra je simulacija petkrat redéenega vzorca.
Glede na rezultate lahko trdimo, da je odziv vecji od odziva standardne krivulje, e je
standard HCP red¢en v petkratni red¢itvi gojisc¢a s testnim pufrom (preglednica 18). Signal
ni monotono naras¢ajo¢ v odvisnosti od koncentracije HCP, temve¢ je konstanten (slika
14). Le petkrat red¢en vzorec gojisca ne bo dal Zelenega rezultata, saj je odmik od rezultata

standardnega vzorca prevelik.

Preglednica 18: Standardi HCP razli¢nih koncentracij v gojis¢u ali pufru AlphaLISA

HiBlock
Koncentracij
a standarda Standardna krivulja Gojisce (5x redCen v testnem pufru)
HCP
Relativn
ng/m| Odzivl | Odziv2 | Povpredje | RSD | Odzivl | Odziv | Povpre¢ | RSD a
(cps) (cps) (cps) (%) | (cps) 2 (cps) je (%) | napaka
(%)
1000 28250 | 25729 26990 7 38897 | 41175 | 40036 4 -48
300 10552 10462 10507 1 37297 | 38571 | 37934 2 -261
100 4541 4831 4686 4 37508 | 41389 | 39449 7 =742
30 2133 2187 2160 2 37207 | 38209 | 37708 2 -1646
10 1393 1383 1388 1 38803 | 40497 | 39650 3 -2757
3 1293 1190 1242 6 39410 | 40353 | 39882 2 -3112
1 1226 1066 1146 10 | 41178 | 38675 | 39927 4 -3384
0 1173 1076 1125 6 1320 1300 1310 1 -16
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+ Standardna krivulja Gojisce (5x redcen v testnem pufru)

45000
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25000 _—*

20000
15000

10000 -4f”/////r/
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0 200 400 600 800 1000 1200
Koncentracija HCP (ng/ml)
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Slika 14: Grafi¢ni prikaz primerjave standardov HCP razli¢nih koncentracij v gojiscu ali
AlphaLISA HiBlock

Vpliv gojis¢a smo poskusili izni¢iti $e z 10, 50 in 100-kratno red¢itvijo in glede na
rezultate (preglednici 19 in 20) lahko trdimo, da je odziv vecji od odziva standardne
krivulje, tudi ¢e je standard HCP red¢en v 10-kratni redcitvi gojisca, saj signal ni
monotono naras¢ajo¢ v odvisnosti od koncentracije HCP, temve¢ je konstanten (slika 15).
50- in 100-kratna redcitev gojisca v testnem pufru pa ne vpliva veé na rezultat, to pa lahko
pomeni 50-kraten dvig spodnje detekcijske meje. Ker pa vmesnih red¢itev nismo testirali
(med 10- in 50-kratno redcenje) lahko iz rezultatov primerjave testa AlphaLISA s testom
ELISA (preglednica 25) zaklju¢imo, da 20-kratno red¢enje nima ve¢ vpliva na signal.
Prisotni vitamini (vitamin C, biotin) in oligominerali (zelezovi ioni) v gojiscu, delujejo kot
lovilci singletnega kisika oziroma tekmujejo za interakcijo med streptavidinom in biotinom

ter s tem vplivajo na odziv.
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Preglednica 19: Primerjava odzivov standardov HCP razli¢nih koncentracij, izmerjenih v
pufru AlphaLISA in v 10-krat redéenem gojiscu

Koncentracij
a standarda Standardna krivulja Gojisce (10x redéeno v testnem pufiu)
HCP
Relativn
ng/m] Odzivl | Odziv2 | Povpregje | RSD | Odzivl | Odziv | Povpre¢ | RSD a
(cps) (cps) (cps) (%) (cps) 2(cps) | je(cps) | (%) | napaka
(%)
1000 25148 | 25308 25228 0 47390 | 50490 | 48940 4 94
300 9928 10079 10004 1 49758 | 50406 | 50082 1 401
3 1321 1601 1461 14 | 48834 | 49513 | 49174 1 3266
0 1231 1297 1264 4 41944 | 50806 | 46375 | 14 3569

Preglednica 20: Primerjava odzivov standardov HCP razli¢nih koncentracij, izmerjenih v
50- in 100-krat redéenem gojiscu

Koncen
tracija
standar Gojisce (50x red¢eno Vv testnem pufru) Gojisce (100x redéeno v testnem pufru)
da HCP

Relativ Relativ
ng/ml Odziv 1 Odziv Povpre¢ | RSD na Odziv 1 Odziv Povpre¢ | RSD na
(cps) 2(cps) | Jje(cps) | (%) | napaka | (cps) 2(cps) | je(cps) | (%) | napaka
(%) (%)
1000 23745 22985 23365 2 13 25773 23828 24801 6 8

300 9844 10442 | 10143 4 3 10395 | 10161 | 10278 2 2

3 1183 1200 1192 1 4 1210 1163 1187 3 4

0 1096 1073 1085 1 4 1090 1066 1078 2 4
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+ Standardna krivulja Gojisce (10x redcen v testnem pufru)

Gojisce (50x redcen v testnem pufru) Gojisce (100x redéen v testnem pufru)
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Slika 15: Grafi¢ni prikaz primerjave odzivov standardov HCP, izmerjenih v gojiscu,
red¢enem v pufer AlphalLISA (10x, 50x in 100x red¢itev)

Vplivi drugih procesnih pufrov niso tako izraziti. Vsi odmiki od standardne krivulje,
posnete v pufru AlphaLISA, so nizji od 30 %. Izjema sta le dva rezultata v 5-krat red¢enem
pufru po drugi kromatografski stopnji. Sklepamo lahko, da sta ta dva rezultata naklju¢na,

saj je tudi sipanje v teh rezultatih preveliko.

V testnem pufru petkrat redéeni pufri po prvi, drugi in tretji stopnji ter po virusni
inaktivaciji ne vplivajo na rezultat (preglednici 21 in 22, slika 16). Ker si zelimo, da bi bili
vzorci redéeni ¢im manjkrat, saj skupaj z MDF vzorca pada meja kvantifikacije, smo
preverili ali lahko MDF $e znizamo na 2. Da smo znizali porabo reagentov, smo naredili
poskus samo pri naslednjih koncentracijah: 1000 ng/ml, 300 ng/ml, 3 ng/ml in 0 ng/ml.
Dvakratno red¢itev pufrov po prvi, drugi in tretji stopnji ter po virusni inaktivaciji v
testnem pufru vpliva na rezultat (preglednici 23 in 24, slika 17), saj smo dobili bistveno
nizje odzive. 50-odstotna prisotnost procesnega pufra vpliva na odziv kot posledica

prisotnosti vi§jih koncentracij soli (Na*, CI"), acetata in TRIS pufra. Lahko zaklju¢imo, da

ev e
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Preglednica 21: Primerjava odzivov standardov HCP razli¢nih koncentracij, izmerjenih v

petkrat red¢enih pufru po prvi kromatografski stopnji in po virusni inaktivaciji

Koncen
tracija Pufer po prvi kromatografski stopnji (5x Pufer po virusni inaktivaciji (5x redéen v
standar redéen v testnem pufru) testnem pufru)
da HCP
Relativ Relativ

ng/ml Odziv 1 Odziv | Povpre¢ | RSD na Odziv 1 Odziv | Povpre¢ | RSD na
(cps) 2(cps) | je(cps) | (%) | napaka | (cps) 2(cps) | je(cps) | (%) | napaka
(%) (%)
1000 25495 24671 25083 2 7 25856 24380 25118 4 7

300 9740 10936 | 10338 8 2 9854 10278 | 10066 3 4

100 4798 4928 4863 2 -4 4511 4264 4388 4 6
30 1360 1730 1545 17 28 2023 2173 2098 5 3
10 3891 2663 3277 26 | -136 1416 1433 1425 1 -3

3 2043 1356 1700 29 -37 1040 1020 1030 1 17
1 1433 1453 1443 1 -26 1150 1090 1120 4 2
0 1130 1186 1158 3 -3 1230 1156 1193 4 -6

Preglednica 22: Primerjava odzivov standardov HCP razli¢nih koncentracij, izmerjenih v

petkrat redéenih pufrih po drugi in tretji kromatografski stopnji

Koncen
tracija Pufer po tretji kromatografski stopnji (5x Pufer po drugi kromatografski stopnji (5x
standar red&en v testnem pufru) redéen v testnem pufru)
da HCP
Relativ Relativ

ng/ml Odziv 1 Odziv Povpre¢ | RSD na Odziv 1 Odziv Povpre¢ | RSD na
(cps) 2(cps) | je(cps) | (%) | napaka | (cps) 2(cps) | je(cps) | (%) [ napaka
(%) (%)
1000 23745 | 22985 | 23365 2 13 25773 | 23828 | 24801 6 8

300 9844 10442 | 10143 3 10395 | 10161 | 10278 2 2

o

100 4528 4281 4405 6 4855 4534 4695 5 0

30 2070 2053 2062 1 5 2123 2000 2062 4 5

10 1373 1436 1405 3 -1 1523 1350 1437 9 -3
3 1183 1200 1192 1 4 1210 1163 1187 3 4
1 1086 1176 1131 6 1 1010 1186 1098 11 4
0 1096 1073 1085 1 4 1090 1066 1078 2 4
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+ Standardna krivulja

30000

25000 +

20000 +—

pufer po prvi kromatografski stopniji
(5x redéen v testnem pufru)
pufer po virusni inaktivaciji (5x
redc¢en v testnem pufru)
pufer po tretji kromatografski stopniji
(5x redéen v testnem pufru)

¥ pufer po drugi kromatografski stopnji
(5x redéen v testnem pufru)
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15000
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Slika 16: Grafi¢ni prikaz primerjave odzivovstandardov HCP razli¢nih koncentracij,
posnetimi v pufru AlphaLISA in pufri po prvi, drugi in tretji kromatografski stopnji ter po
virusni inaktivaciji (petkratna red¢itev)

Preglednica 23: Primerjava odzivov standardov HCP razli¢nih koncentracij, izmerjenih v

dvakrat red¢enih pufru po prvi kromatografski stopnji in po virusni inaktivaciji

Koncen
tracija Pufer po prvi kromatografski stopnji (2x Pufer po virusni inaktivaciji (2x redéen v
standar redcen v testnem pufru) testnem pufru)
da HCP
Relativ Relativ
ng/ml Odziv 1 Odziv Povpre¢ | RSD na Odziv 1 Odziv Povpre¢ | RSD na
(cps) 2(cps) | je(cps) | (%) | napaka | (cps) 2(cps) | je(cps) | (%) | napaka
(%) (%)
1000 15503 16990 16247 6 -36 20387 19983 20185 1 -20
300 1722 7095 7409 6 -26 10029 8376 9203 13 -8
3 1524 1481 1503 2 3 1641 1434 1538 10 5
0 1374 1551 1463 9 16 1277 1391 1334 6 6
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Preglednica 24: Primerjava odzivov standardov HCP razli¢nih koncentracij, izmerjenih v

dvakrat red¢enih pufru po drugi in tretji kromatografski stopnji

Koncen
tracija | pyfer po drugi kromatografski stopnji (2x Pufer po tretji kromatografski stopnji (2x
standar redéen v testnem pufru) redCen v testnem pufiu)
da HCP
Relativ Relativ
ng/ml Odziv 1 Odziv | Povpre¢ | RSD na Odziv 1 Odziv | Povpre¢ | RSD na
(cps) 2(cps) | je(cps) | (%) | nmapaka | (cps) 2(cps) | je(cps) | (%) | napaka
(%) (%)
1000 19180 20902 20041 6 -21 18598 18307 18453 1 -27
300 8173 8333 8253 1 -17 8056 8653 8355 5 -16
3 2351 2231 2291 4 57 1641 1564 1603 3 10
0 1174 1244 1209 4 -4 1401 1394 1398 0 11
+ Standardna krivulja
pufer po prvi kromatografski
30000 —— stopnji (2x redéen v testnem pufru)
pufer po virusni inaktivaciji (2x
redéen v testnem pufru)
25000 - - pufer podrugi kromatografski —
stopnji(2x redcen v testnem pufru)
# pufer po tretji kromatografski
20000 -+ stopnji(2x redten v testnem pufru)
@ /
o
=
.2 15000
= /
@]
10000 /
5000 /
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Koncentracija HCP (ng/ml)

Slika 17: Grafi¢ni prikaz primerjave odzivov standardov HCP razli¢nih koncentracij,

posnetimi v pufru AlphaLISA in pufri po prvi, drugi in tretji kromatografski stopnji ter po

virusni inaktivaciji (dvakratna red¢itev)
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Metoda AlphalLISA je sicer manj obcutljiva za motnje oziroma interference bodisi umetnih
ali naravnih spojin, ki absorbirajo svetlobo med 500-600 nm. Spojine, ki lahko vplivajo na
odziv, so lovilci singletnega kisika, snovi, ki tekmujejo za interakcijo med streptavidinom
in biotinom ter spojine, ki delujejo kot notranji filter. Mocni lovilci singleta so nekatere
kovine prehoda (Fe?*, Fe**, Cu?", Ni?*, Zn?, AI*) v mikromolarnem obmo¢ju,
antioksidanti, kot so azid in askorbat, spojine s tiofenskim obrocem (v koncentraciji 100
uM-10 mM) in snovi, ki vsebujejo hem. Spojine, ki so podobne biotinu, tekmujejo z
biotinom za vezavo na streptavidin, notranji filtri pa so vse tiste spojine, ki absorbirajo

svetlobo pri 520-620 nm (emisija) in/ali 680 = 5 nm (vzbujanje) (19).

4.6 Primerjava testa AlphaLISA s testom ELISA

Za primerjavo AlphaLISA z obstojeco metodo HCP-ELISA smo koncentracije HCP v
procesnih  vzorcih, doloene s posamezno metodo, primerjali s teoreti¢nimi
koncentracijami. Koncentracija HCP je bila v izhodnih vzorcih izmerjena s testom ELISA.
Teoreti¢ne koncentracije smo dobili iz red¢itev izhodnih vzorcev. Rezultati za posamezne
medprocesne vzorce so prikazani v preglednicah 23-26. Rezultati so prikazani tudi kot

relativna napaka (%), ki je izracunana iz povprecja treh meritev in teoreti¢ne koncentracije.

S primerjavo metode AlphalLISA z obstojeco HCP ELISA smo pokazali, da AlphaLISA ni

primerna za vzorce z nizjo koncentracijo — (pod 10 ng/ml), kjer dobimo previsoke

------

pada. V vzorcu zetve je vsebnost HCP tako visoka, da dovoljuje visoko red¢itev vzorca
(ve¢ kot 1000x) in s tem je relativna napaka izmerjenih koncentracij HCP znotraj

merilnega obmocja (10—-1000 ng/ml) pod 10 % (preglednica 25).

44



Preglednica 25: Prikaz rezultatov primerjave AlphaLISA z obstojec¢im testom ELISA za
vzorce zetev

Teoreticna | Paralelka | Paralelka | Paralelka Povoresic| RSD Relativna

Vzorec zetve | koncentracija 1 2 3 (n F;mlg (%) napaka
(ng/ml) (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) g (%)
Zetev_1 1000 969,7 961,9 981,2 970,9 1,0 -2,9
Zetev_2 300 308,9 318,6 332,9 320,1 3,8 6,7
Zetev_3 100 1111 104,6 111,5 109,1 3,6 9,1
Zetev 4 10 9,0 10,1 8,1 9,1 11,1 9,1
Zetev 5 3 1,9 2,0 2,3 2,0 10,1 -31,8
Zetev_6 1 1,6 1,2 1,7 1,5 18,6 46,0

Za meritev koncentracije HCP smo izhodni vzorec po prvi stopnji red¢ili 20x, in s tem

izni¢ili vpliv procesnega pufra na odziv, vendar dobimo visoko odstopanje pri vzorcih

Vzorec 1 1, Vzorec 1_2 in Vzorec 1 7, katerega vzroka pa ne poznamo. Relativna napaka

za druge vzorce po prvi stopnji je pod 20 % (preglednica 26).

Preglednica 26: Prikaz rezultatov primerjave AlphaLISA z obstojec¢o ELISA za vzorce po
prvi kromatografski stopnji (vzorec 1)

Teoretlcn?. Paralelka 1 | Paralelka 2 Paralelka Povprecje| RSD Relativna
Vzorec 1 |koncentracija (ng/ml) (ng/ml) 3 (ng/ml) %) napaka

(ng/ml) g g (ng/ml) | \"9 ° (%)
Vzorec 1_1 999,6 237,8 241,3 2519 243,7 3,0 -75,6
vzorec1 2| 2072 1217 118,6 1255 | 1219 | 28 | -412
Vzorec 13 62,2 60,2 54,5 54,2 56,3 6,0 -9,5
Vzorec 1 4 20,7 16,9 17,7 15,5 16,7 6,7 -19,5
Vzorec 15 6,2 7,1 6,4 8,6 7,4 15,3 18,5
Vzorec 16 2,1 1,2 2,1 2,7 2,0 38,7 -3,8
Vzorec 17 0,6 1,1 Ni meritve 1,2 1,2 4,2 86,4

Vzorec 2 1 je neredcen, Vzorec 2 2 pa 2x redcen, zato dobimo Visje vrednosti relativne

napake, saj bi moral biti glede na dolo¢itev MDF redcen vsaj 5x. Vzorca 2_5 in 2_6 sta

pod kvantifikacijsko mejo (preglednica 27).
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Preglednica 27: Prikaz rezultatov primerjave AlphaLISA z obstoje¢o ELISA za vzorce po
drugi kromatografski stopnji (vzorec 2)

Teoreticna | Paralelka | Paralelka | Paralelka Povoredie| RSD Relativna
Vzorec 2 | koncentracija 1 2 3 (" p/mlg %) napaka
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) | (ng/ml) g (%)
Vzorec 2 1 215,0 117.6 99,1 103,9 106,9 9,0 -50,3
Vzorec 2 2 107,5 75,8 70,6 70,6 72,3 4,1 -32,7
Vzorec 2 3 35,8 33,8 31,3 34,0 33,0 4,7 -7,8
Vzorec 2 4 4,0 2,9 3,5 3,0 31 10,7 21,7
. . Ni Ni
Vzorec 2_5 13 Nimeritve | - oritve | meritve / / /
0,4 Ni i Ni 1,6 1,6 / 264,2

Vzorec 2_6 ’ I Meritve | e ritve ’ ’ '

V izhodnem vzorcu po tretji kromatografski stopnji (vzorec 3) je vsebnost HCP Ze pod 10

ng/ml in je tako vsebnost HCP izmerjena z ELISA Ze pod kvantifikacijsko mejo za test

AlphaLISA. Kljub temu smo izvedli meritve neredCenega vzorca in na zaporednih

red¢itvah. Posledi¢no imajo po pri¢akovanju vse meritve vzorca 3 preveliko odstopanje

(preglednica 28).

Preglednica 28: Prikaz rezultatov primerjave metode AlphalLISA z obstojeco ELISA za
vzorce po tretji kromatografski stopnji

Teoreti¢na | Paralelka | Paralelka | Paralelka Povoreéie| RSD Relativna
Vzorec 3 | koncentracija 1 2 3 0 p/mli (%) napaka
(ng/ml) (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) g ° (%)

Vzorec 3 1 9.0 2.9 2,6 2,0 2,5 18,9 -72,1
Ni Ni

Vzorec 3_2 4.5 meritve | meritve 1.2 1.2 / 12,4
Ni Ni

Vzorec 3_3 2,3 meritve 11 meritve 11 / 19
Ni Ni

Vzorec 3_4 11 meritve 15 meritve 15 / 33.2

Vzorec 3 5 0,6 11 1,3 1,2 12 11,0 113,7
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Na splosno lahko trdimo, da je test AlphalLISA primeren za vzorce zetve in Vzorce po prvi
kromatografski stopnji, vendar pa je nujno potrebno testirati uc¢inek kavlja z zaporedno
redcitvijo, saj je pri imunskih testih velikokrat prisoten. Metoda AlphaLLISA ni primerna za
vzorce po drugi in tretji kromatografski stopnji zaradi interference s komponentami
procesnih pufrov in zaradi prenizke koncentracije HCP.
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5 SKLEP

V okviru magistrske naloge smo Zeleli razviti in optimizirati test AlphalL.ISA za dolo¢anje

HCP v procesnih vzorcih. Da bi potrdili ustreznost metode, smo izvedli meritve

koncentracije HCP v procesnih vzorcih in jih primerjali z meritvami, ki smo jih dobili z

obstojecim testom ELISA.

Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo:

s tehniko AlphaScreen in AlphaLISA smo uspeli sestaviti format testa, ki daje v

obmocju 10-1000 ng/ml odziv, ki je premo sorazmeren s koncentracijo HCP;

uporaba enakega biotiniliranega fragmenta Fab2 iz protiteles, razvitih specifi¢no za
na$ proces sprozi dvajsetkrat niZji odziv, ¢e ga uporabimo v enakih koncentracijah

kot biotinilirano protitelo;

vV obstojeCem formatu ne dobimo znacilnih razlik, ¢e uporabimo akceptorske

kroglice AlphaLISA namesto kroglic AlphaScreen;

kot najbolj optimalna koncentracija dodanih reagentov se je izkazala kombinacija:
akceptorske kroglice 0,2 mg/ml, biotinilirana protitelesa 5 nM in donorske kroglice
0,08 mg/ml. Izbrana kombinacija temelji tudi na ekonomski sprejemljivosti;

nas detekcijski sistem je primeren za aplikacijo AlphaScreen, ¢e je dobljeni signal v

testu v obmogju 2,2x10%-8,6x10°. Na tem obmodju je odziv detektorja linearen;

analizno metodo smo se namenili uporabiti za dolo¢anje necistote HCP v vzorcih,
ki jih dobimo po posameznih stopnjah ¢is¢enja. Obmocje koncentracij HCP v teh
vzorcih je znano, so v to¢no dolo¢enem procesnem pufru. Glede na dolo¢itev MDF

imajo te koncentracijo HCP vsaj 500 ng/ml, vzorce po drugih procesnih stopnjah

pa, ¢e imajo koncentracijo HCP vsaj 50 ng/ml;

¢eprav je merilno obmocje AlphalLISA SirSe od merilnega obmocja obstojecega
testa ELISA, pa s tem testom ne bomo znizali meje kvantifikacije. Merilno
obmocje produktno specificne ELISA je med 1-32 ng/ml, za AlphaLISA 10-1000
ng/ml. Merilno obmocje pri testu AlphalLISA pa Se dodatno zvisuje vpliv MDF. Na
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tej stopnji bomo zato testiranje ustavili. Reagenti AlphaLISA so predragi, da bi s
testom AlphaLISA na tej stopnji zamenjali rutinske meritve.
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