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POVZETEK

Bioloska zdravila (predvsem monoklonska protitelesa in fuzijski proteini) so eno najhitreje
razvijajocih se podrocij farmacevtske industrije, saj omogocajo zdravljenje in terapijo na
podrocjih, ki znanosti predstavljajo najvecje izzive: rakava obolenja, avtoimunske bolezni,
genetske motnje in podobno. Zaradi zagotavljanja varnih bioloskih zdravil moramo med
drugim kontrolirati raven njihovih agregacijskih produktov, saj lahko ti privedejo do
negativnih imunskih reakcij bolnikov. V farmacevtski industriji zato pozorno spremljamo
raven agregatov, pri cemer velja gelska izkljucitvena kromatografija za referen¢no tehniko

njihovega dolocanja.

V okviru magistrske naloge smo optimirali izhodno metodo gelske izkljucitvene
kromatografije v hitrejSo in bolj to¢no metodo. Eksperimentalno delo je vkljuéevalo
zamejavo tipa kromatografske kolone s polovico krajsimi kolonami enake zgradbe, s ¢imer
smo dosegli krajsi Cas analize. Preverili smo vpliv volumna injiciranja in koncne
koncentracije analiziranega vzorca na rezultate ter ju modificirali. Ustreznost vseh
modifikacij smo preverili s testom primerljivosti rezultatov z izhodno metodo. V
nadaljevanju smo z namenom preprecevanja sekundarnih interakcij vzorcev z matriksom
kolone vpeljali nasi¢evanje kolone. Z enakim namenom smo testirali tudi novo mobilno fazo
z dodanim natrijevim perkloratom in ve¢jo ionsko mocjo, kot jo ima izhodna mobilna faza.
Pravilnost rezultatov smo preverili s tehniko analitskega ultracentrifugiranja, ki velja za
alternativno tehniko doloc¢anja agregatov. Tehnika je pokazala vecjo podobnost z rezultati
nove mobilne faze in ovrgla sum o dodatno ustvarjenih agregatih v mobilni fazi z natrijevim

perkloratom.

Testirali smo prenosljivost metode z analizami na drugih tipih detektorjev in drugih
analitskih sistemih. Rezultati so obetavni in nakazujejo moznost razsirjene uporabe metode
ob dodatnih potrditvenih testih. Na koncu smo metodo kvalificirali. Potrdili smo
specifi¢nost, linearnost in to¢nost, znotraj-analizno in med-analizno ponovljivost ter dolo¢ili

obmocje linearnosti in mejo dolocljivosti.

Ce povzamemo, smo uspesno razvili in kvalificirali visoko zmogljivo metodo za dolo¢anje
agregacijskih produktov bioloskih zdravil. Poleg tega je lahko nase delo koristna opora

vsem, ki se soo¢ajo s podobnimi izzivi pri razvoju metod.

VI



ABSTRACT

Biopharmaceuticals (especially monoclonal antibodies and fusion proteins) are currently
among the fastest growing fields of pharmaceutical industry, since they enable treatment and
therapy in areas most challenging to science: cancer, autoimmune diseases, genetic
disorders, etc. To provide safe biopharmaceuticals, it is necessary to control the level of their
aggregation products, as they can cause negative immune responses in patients. We are
therefore carefully monitoring the level of aggregates in the pharmaceutical industry, where
size-exclusion chromatography is accepted as reference technique for aggregate

determination.

In master's thesis, we developed the existing method of size-exclusion chromatography into
a faster and more accurate method. Experiments included replacing the column type with
columns half the length of the original columns and the same internal structure, thus
achieving a shorter analysis time. The effect of the injection volume and the final
concentration of the analysed sample was checked and modified. The suitability of all
modifications was checked by a comparison of the results with an initial method. The
saturation of the column was introduced, in order to prevent secondary interaction of the
samples with the column matrix. For the same purpose, we also tested a new mobile phase
with addition of sodium perchlorate and higher ionic strength than the initial mobile phase.
The correctness of the results was checked by the technique of analytical ultracentrifugation,
which is considered as an alternative technique for determinaing aggregates. The technique
showed greater similarity with the results of the new mobile phase and denied the suspicion

of additionally created aggregates in the mobile phase with sodium perchlorate.

We tested transferability of the method with analysis on other types of detectors and
analytical systems. The results are promising and suggest the possibility of broader use of
the method with additional confirmatory tests. In the end, the method was qualified. We have
confirmed the specificity, linearity and accuracy, repeatability and intermediate precision;

and determined the linear range and the limit of quantification.

To conclude, we successfully developed and qualified the high-throughput method for
determination of aggregation products of biopharmaceuticals. Furthermore, our work can be

a useful support to all who face similar challenges in method development.



Kljuéne besede: gelska izkljucitvena kromatografija, bioloska zdravila, agregati,

optimizacija metode, kvalifikacija metode

Key words: size-exclusion chromatography, biopharmaceuticals, aggregates, method
optimization, method qualification
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1. UVOD

1.1. TERAPEVTSKI PROTEINI - SEDANJOST IN PRIHODNOST

Terapevtski proteini zajemajo majhen delez velike nadskupine bioloskih zdravil, vendar
hkrati predstavljajo eno najhitreje rastoCih farmacetskih panog, saj odpirajo moznosti
terapije na podroc¢jih, ki znanosti trenutno predstavljajo velik izziv: rakava obolenja,
avtoimunske bolezni, infekcije, genetske motnje in ostalo [1,2]. Poleg razvoja novih
terapevtskih proteinov so v zadnjem €asu raziskave usmerjene v modifikacije in izboljSave

obstojecih bioloskih zdravil z namenom zagotavljanja vecje varnosti in u¢inkovitosti [2,3].

Terapevtske proteine lahko razvrstimo glede na farmakolosko aktivnost (nadomes¢anje
funkcije, nova funkcija, dostava snovi idr.), tip molekule (protitelesa, encimi, fuzijski
proteini, hormoni, koagulacijski faktorji idr.) ali mehanizem delovanja (imunska reakcija,
encimska reakcija idr.). 1z biokemijskega stalis¢a je za pridobivanje bioloskih zdravil skoraj
izklju¢no pomembna razvrstitev na tip molekule, saj je od tega odvisen celoten princip
proizvodnega procesa v biofarmacevtskih podijetjih, medtem ko npr. razvrstitev glede na
farmakolosko aktivnost na pridobivanje ne vpliva bistveno. V nadaljevanju bomo zato

terapevtske proteine razvrs¢ali predvsem po tipu molekule [1,4,5].

Rekombinantna monoklonska protitelesa (mAb) in Fc-fuzijska protitelesa predstavljajo
najvecji delez terapevtskih proteinov glede na dobickonosnost in vlaganje v razvoj. V
povpre¢ju pridobijo farmacevtska podjetja s strani regulatornih institucij (FDA, EMA)
dovoljenja za prodajo 4 novih protiteles na leto. Leta 2010 je prodaja protiteles zajemala
polovico celotne prodaje terapevtskih proteinov (52 od 108 milijard $), trenuten delez pa
zajema 2/3 celotnih prihodkov (141,5 milijard $). Za leto 2025 bioloskim zdravilom
napovedujejo 315,9 milijard $ prodaje. Velik pomen na trgu zdravil imajo tudi farmacevtska
podjetja, ki proizvajajo podobna bioloska zdravila (angl. »biosimilars«). Gre za bioloske
analoge inovativnim bioloskim zdravilom. Podobna bioloska zdravila predstavljajo

konkurenco na trgu zdravil in s tem zmanjSujejo razmeroma visoko ceno inovativnih

[6, 71.

Razlogi za takSno rast (predvsem monoklonskih protiteles) so Stevilni. Najvecja prednost

mADb pred ostalimi terapevtskimi proteini ali klasi¢nimi sinteznimi zdravili s sistemskim



delovanjem je visoka afiniteta in specificnost do izbrane tarce (tipi¢no so tarce citokini,
receptorji, topni in povrSinski antigeni; odvisno od zdravljene bolezni). Zaradi njihove
velikosti in Fc regije (slika 1) je njihova razpolovna doba v krvi daljsa od ostalih proteinov.
Poleg tega jih bolniki dobro prenasajo, saj so razli¢ni imunoglobulini v visoki koncentraciji
naravno prisotni v ¢loveski krvi. Protitelesa imajo prednost pred ostalimi terapevtskimi
proteini tudi v lazjem razvoju in proizvodnji. Zaradi dolgoletnih raziskav na podro¢ju
imunskih reakcij so taksna zdravila Cedalje bolj uspesna in v vec¢jem delezu prestanejo

klini¢ne raziskave [3,4].
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Slika 1: Shematski prikaz zgradbe molekule IgG in fuzijskega proteina.

Terapija s protitelesi je relativno uspesna, vendar delezi ozdravljenih nihajo in so odvisni od
posamezne bolezni in njenega stadija. Podatki o uspesnosti zdravljenja akutne limfoblastne
levkemije so npr. zbrani v ¢lanku Kantarjian H in sod. [8]. Da je razvoj nujno potreben,
potrjujejo tudi doloceni primeri, ko terapija ni u€inkovita ali pa je aplicirano zdravilo
imunogeno. Imunogenost ni edina pomanjklivost protiteles; slabost predstavlja tudi slabsa
dostopnost u¢inkovine do taréne celice, ki je posledica velikosti molekule. Imunoglobulini
tipa IgG imajo molekulsko maso okoli 150 kDa, zaradi ¢esar niso sposobni prehajati krvno-
mozganske bariere, torej je zdravljenje z njimi na tem predelu onemogoceno. Prav tako
njihova velikost v doloc¢enih primerih steriéno ovira njihovo vezavo na dolocena vezavna
mesta (antigene), kar s pridom izkori§cajo virusi (npr. virus HIV, ki tako skrije svoje epitope

pred imunskim sistemom) [1, 3].

Zaradi omenjenih problemov potencialne imunogenosti in oteZenega dostopa do antigenov
raziskovalci zmanjsujejo molekulske mase razli¢nih terapevtskih proteinov s krajsanjem
regij in na¢rtovanjem zgradbe, ki ohranja le efektorske dele proteinov. Prav tako se trenutno

razvijajo metodologije za dalSanje razpolovne dobe terapevtskih proteinov v krvi (npr. fuzija



efektorskih proteinov s Fc regijo protiteles, pripenjanje polietilenglikola ali albumina), kar
ugodno vpliva na farmakokinetski profil zdravila in odmerjanje. Prihodnost napoveduje
posotopen umik klasiénih nemodificiranih mAb in razvoj v izboljSana terapevtska protitelesa
0z. proteine (angl. »Biobetters«). Pri slednjih gre za izbolj$ano u¢inkovitost, Spremenjene
lastnosti vezave ali zmanjSane negativne stranske ucinke, kar dosezejo preko modificiranja

glikozilacije proteinov in pripenjanja signalnih peptidov ali zdravilnih u¢inkovin [2, 3, 9].

1.2. IMUNOGENOST TERAPEVTSKIH PROTEINOV

Razlog za veliko pozornosti namenjene imunogenosti lezi v njenih posledicah za varnost,
kot tudi za ucinkovitost terapevtskih proteinov. Pri varnosti moramo biti pozorni predvsem
na akutne reakcije kot odziv na aplikacijo zdravila, ki lahko privedejo do smrti bolnika
(anafilakticni Sok; preobcutljivost tipa 1), in zapoznele reakcije preobcutljivosti
(preobcutljivost tipa 4). Eden od moznih nezelenih u¢inkov je razvoj protiteles proti zdravilu
(angl. ADA = anti-drug antibody), ki vplivajo tako na ucinkovitost, kot tudi na varnost
terapije. Ce se ADA veZejo na aktivno mesto terapeviskega proteina (nevtralizirajoda
protitelesa), preprec¢ijo njegovo delovanje in je terapija neuspesna. ADA, ki se veZejo na
terapevtski protein, vendar ga ne nevtralizirajo, prav tako pomembno vplivajo na terapijo:
omenjenemu kompleksu se zaradi velikosti spremeni farmakokitetika, zaradi stericnega
oviranja pa potencialno tudi farmakodinamika. Poleg tega se lahko zaradi Sirjenja epitopov
(angl. »epitope spreading«) iz nenevtralizirajoCih razvijejo nevtralizirajoa ADA.
NajnevarnejSa so navzkrizno reaktivna ADA, ki reagirajo z endogenimi proteini zaradi
podobnosti epitopov. Njihova razsiritev vodi do avtoimunskih bolezni. Zato skuSamo
negativne imunske odzive bolnikov na bioloska zdravila preprec¢iti [10, 11, 12, 13, 14, 15,
16].

Na imunogenost zdravila lahko vplivajo dejavniki, ki so odvisni od bolnika in bolezni:
genetski dejavniki, ki vplivajo na imunski odziv; genetski dejavniki, ki vplivajo na samo
tarCo terapije; starost (razlicen imunski odziv v razli¢nih starostnih obdobjih); ostale
soprisotne bolezni in terapije, ki vplivajo na imunski odziv; predhodna izpostavljenost in
senzibilizacija s podobnimi proteini idr. Zaradi Stevilnih vplivov in variabilnosti med
razlicnimi pacienti morajo farmacevtska podjetja kontrolirati in zmanjSati vse ostale vplive

na imunogenost, ki so odvisni od samega terapevtskega izdelka [10, 11, 12]:



e lzvor in narava terapevtskih proteinov (vrsta ekspresijskega sistema, strukturna in

posttranslacijska podobnost z naravno prisotnim proteinom).

e Vecje spremembe v strukturi terapevtskega proteina (fuzijski proteini, bispecifi¢ni
proteini, humanizirana  protitelesa, konjugacija  proteina z  albuminom,

polietilenglikolom, kemi¢no oz efektorsko funkcionalno spojino).

e Necistote povezane s terapeviskim izdelkom (degradacijski produkti, agregati,
necistote), proizvodnim procesom (proteini ekspresijskega sitema, DNA, lipidi, deli

bakterij), formulacijo in vsebnikom (pomozne snovi, necistote).

e Nacrtovano odmerjanje terapevtskih proteinov (velikost odmerka, interval in nacin

aplikacije).

V tem magistrskem delu se bomo osredotocili na agregacijske produkte terapevtskih
proteinov, ki so bili kot dejavnik imunogenosti in kazalec stabilnosti veckrat raziskovani in
vzeti pod drobnogled, zato so tudi eden izmed najbolj spremljanih in kontroliranih

parametrov med razvojem terapevtskih proteinov.

1.3. AGREGATI TERAPEVTSKIH PROTEINOV

Agregate oz. skupke terapevtskih proteinov tezko ovrednotimo kot celoto, saj so heterogena
skupina molekul razli¢nih velikosti (velikostnega razreda od nm do mm), oblike, nastanka,
pomena in klini¢nih posledic. Zavedati se moramo, da tvorbo agregatov Zenejo enake
interakcije, kot osnovno zvijanje proteinov (lo¢imo kovalentne in nekovalentne interakcije;
med slednje uvrs¢amo geometrijske omejitve zaradi kotov med vezmi atomov, stericno
oviranje stranskih skupin in verig, van der Walls-ove interakcije, elektrostatske interakcije,
hidrofobne efekte in vodikove vezi). Osnovna oblika proteina je ponavadi monomerna,
tipi¢ni agregati pa zajemajo oblike dimerov, trimerov ali oligomernih stanj; redkeje najdemo

tudi velike agregate vi$jih redov [17, 18].

Na agregate poleg zgradbe samega proteina pomembno vpliva tudi okolica, ki obdaja
proteine. Z ustrezno izbiro formulacije bioloske uc¢inkovine (okolice oz. pufra, v katerem se
protein nahaja), lahko vplivamo na povecano stabilnost proteina in zmanjSamo nastanek
agregacijskih produktov. Glede na obstojnost agregatov in interakcije med njimi lo¢imo 2

skupini: reverzibilne in ireverzibilne agregate [17, 18].



1.3.1. Reverzibilni agregati

Proteini po svoji naravi niso izjemno stabilni, ampak prehajajo med razli¢nimi oblikami -
ravnoteznimi stanji. Tvorba agragatov bo v primernem okolju vedno moZna, ne glede na
kemijsko sestavo proteina. Obicajno velja, da visja kot je koncentracija proteinov, vecji bo
delez agregatov. V teh primerih agregati ve¢inoma razpadejo z ustrezno spremembo okolja
(red€enjem, spremembo pH, spremembo ionske mo¢i idr.). Pri mAb in ostalih terapevtskih
proteinih, na katere se osredotoCamo, reverzibilni agregati nastajajo Sele pri visokih
koncentracijah, ali pa se omenjeni proteini Ze pred nastankom agregatov obarjajo oz.
precipitirajo [18].

1.3.2. lreverzibilni agregati

Za razliko od reverzibilnih agregatov poznamo tudi agregate, ki se pojavijo le v ekstremnih
pogojih: visoke koncentracije denaturantov, visoke temparature in tlaki; v tak$nih pogojih
proteini izgubijo sekundarno in terciarno strukturo (torej izgubijo funkcijo). Najveckrat so
razlog za tako veliko stabilnost ireverzibilnih agregatov mo¢ni hidrofobni efekti med delno
razvitimi proteini, v€asih pa ireverzibilne agregate sestavljajo tudi nativno zviti proteini
[14, 18].

Razlogi za delno razvitje proteinov ali mo¢no asociacijo normalnih oz. nativnih proteinov
so fizikalni (pH, temperatura, tlak, ionska moc¢, stiki med razli¢nimi povrSinami, stresanje,
ostali topljenci v formulaciji idr.) ali kemijski (oksidacije in deamidacije), zato lahko na
njihov nastanek vsaj delno vplivamo preko primernega medija v celi¢ni kulturi, ustrezne
formulacije terapevtskih proteinov, ustreznega shranjevanja, transporta in nacina aplikacije
in podobnim [14, 17, 18].

1.3.3. Vpliv agregatov na varnost in u¢inkovitost

Revezibilni agregati po aplikaciji v bolnika disociirajo nazaj v monomerno obliko, zato s
staliS§¢a imunogenosti niso preve¢ zaskrbljujoéi (vplivajo predvsem nacin aplikacije in
pogostost odmerjanja). Na drugi strani imamo ireverzibilne agregate, ki v krvnem obtoku ne
razpadejo in kot taki predstavljajo necistoto (nezeleno snov v odmerku) ter morajo biti zato
kontrolirani. Bolj zaskrbljujoc je negativen vpliv ireverzibilnih agregatov na imunski sistem,
farmakokinetiko in farmakodinamiko bioloskega zdravila. Pri tem so se za pomembne poleg
topnosti agregatov izkazale tudi njihove ostale lastnosti kot so velikost, kompleksnost
(Stevilo agregiranih monomerov), ohranjenost prvotnega zvitja proteinov v agregatu idr.
[14, 15, 18].



Agregati lahko zaradi svoje imunogenosti predstavljajo pomembno oviro pri razvoju
terapevtskih proteinov, zato moramo ze v zgodnjih stopnjah razvoja procesa z ustreznimi
separacijskimi metodami znizati njihov delez v kon¢ni formulaciji. Njihovo pravilno in

to¢no dolocanje na vseh kriti¢nih stopnjah procesa je torej velikega pomena [14, 18].

1.4. TEHNIKE ZA DETEKCIJO AGREGATOV

Zaradi velike heterogenosti agregatov je bilo razvitih ve¢ analitskih tehnik, s katerimi jih
lahko ovrednotimo. Vendar razli¢ne tehnike ne dajejo vedno istega tipa rezultatov, ki bi jih
lahko primerjali, saj se med seboj razlikujejo v osnovnih principih delovanja in vrsti
detekcije. Zato je skupina Protein Characterization Subcommittee (PCS) znotraj organizacije
European Immunogenicity Platform (EIP) predstavila smernice oz. strategijo za
ovrednotenje agregatov terapevtskih proteinov v razli¢nih fazah od razvoja do proizvodnje
le-teh [19].

PCS je razdelila analitske tehnike v 2 skupini, ki ju lo¢uje predvsem namembnost oz.
podrocje uporabe. Tehnike, ki se jih enostavno validira, so visoko zmogljive (omogocajo
hitro analizo vecjega Stevila vzorcev) in robustne, so t.i. QC (kontrola kakovosti, angl.
quality control) tehnike in so primerne za poznejSe faze razvoja terapevtskih proteinov oz.
za spremljanje kakovosti med samo proizvodnjo. V drugo skupino sodijo tehnike, ki so
namenjene dodatni karakterizaciji oz. vrednotenju in so ¢asovno zamudne, manj natanc¢ne,
to¢ne in robustne; ter jih je posledi¢no tezje validirati po ICH smernicah. Razli¢nih
nadaljnjih variacij teh tehnik je veliko, zato lahko z njimi pridobimo zelo specifi¢ne podatke
0 vzorcih, kar predstavlja prednost pred QC tehnikami. Obicajno dajejo te tehnike
kvalitativne rezultate in so posledi¢no uporabne pri odpravljanju tezav in preverjanju
rezultatov, ob dodatnih testiranjih (npr. ob spremembah v proizvodnem procesu) ter pri

razvoju QC tehnik; zato so primerne za zgodnje faze razvoja bioloskih u¢inkovin [19].

Trenutno najpomembnejSe tehnike za analizo agregatov so vizualni pregled, gelska
izkljucitvena kromatografija, kapilarna elektroforeza z natrjevim dodecilsulfatom,
dinami¢no sipanje svetlobe, analitsko ultracentrifugiranje, preto¢ni sistem z asimetri¢nim
pre¢nim pretokom in preto¢no mikroskopsko slikanje. Tehnike so bolj podrobno opisane v

naslednjih podpoglavjih.



1.4.1. Vizualni pregled

Namen te analize je bil prvotno usmerjen v zaznavanje delcev embalaZze ali ostankov
proizvodnega procesa. V primeru proteinov pa lahko postanejo s prostim o¢esom vidni tudi
vedji agregati (velikosti okoli 50 pm). Ceprav se zdi tehnika enostavna, njena izvedba v
resnici zahteva izkuSenega operaterja. Tudi v primeru avtomatske analize validacija
vkljucuje ¢loveski faktor. Najvecja slabost tehnike je prav subjektivnost; meja zaznavanja

zavisi od vrste naprave, osvetljenosti, ¢asa in na¢ina opazovanja, narave delcev idr. [19]

1.4.2. Gelska izkljuéitvena kromatografija — SEC (angl »Size Exclusion
Chromatography«)

Gre za kromatografsko tehniko, kjer se delci porazdeljujejo med stacionarno in mobilno fazo
na podlagi hidrodinameskega premera analita. Vzorec potuje skozi matriks kolone (slika 2).
Manj$e molekule potujejo globje v matriks, zato se v koloni zadrZijo dlje ¢asa. Znacilnost in
glavna prednost SEC je njen majhen vpliv na vzorec med analizo, zato ji lahko sledi dodatna
analizna tehnika (t.i. dvodimenzionalna kromatografija). V kon¢nem lahko proteine
zaznavamo z vrsto razli¢nih detektorjev. Moznosti sklopitev in prilagoditev je torej pri SEC
veliko [19, 20].
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Slika 2: Princip delovanja SEC. Slika je prirejena po izobraZevalnem gradivu »Size exclusion
chromatography for biomolecule analysis« proizvajalca analizne opreme Agilent [21].

1.4.3. Kapilarna elektroforeza z natrijevim dodecilsulfatom — CE-SDS (angl. »Capillary
Electrophoresis with Sodium Dodecyl Sulfate«)

Pri klasi¢ni elektroforezi se delci locujejo v gelu po naboju in velikosti. Elektroforeza v

kapilari ima pred klasi¢no veliko prednosti (npr. avtomatizacija, obcutljivost, u¢inkovitost

in hitrost). V primeru, ko Zelimo le lo¢evanje po velikosti, se vzorcem doda SDS (natrijev

dodecilsulfat). Ta je po svoji zgradbi anionski detergent, zato se proporcionalno glede na

molekulsko maso veze na analite. S tem dosezemo enako gostoto naboja analitov. V



elektricnem polju gibanje delcev zato ovira le njihova velikost (slika 3). Hkrati vezava SDS
povzroCi tudi razpad nekovalentnih agregatov, torej lahko opazujemo le kovalentne

agregate, kar je glavna pomanjkljivost CE-SDS [19].
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Slika 3: Shematski prikaz potovanja delcev pri CE-SDS po kapilari (osnovano na podlagi
teoretice razlage).

1.4.4. Dinami¢no sipanje svetlobe — DLS (angl. »Dynamic Light Scattering«)

Pri DLS merimo nihanja v intenziteti sipane svetlobe, ki so odvisna od Brownovega gibanja
delcev, le-to pa je odvisno od velikosti delcev (slika 4). Informacije, ki jih pridobimo s to
tehniko, so kompleksne, saj je sipanje odvisno tudi od oblike in tipa nastalih agregatov.
Tehnika je zato primerna za kvalitativno identifikacijo agregatov, saj lahko med seboj lo¢i

razli¢ne tipe agregatov podobnih velikosti [22].

Laser Ny Laser
- ¢ 5\ |
= 7y =
(] Q
Manjsi delci = Vedji delci 5
Cas CES

Slika 4: Princip delovanja DLS. Prirejeno po sliki v ¢lanku »Dynamic light scattering«
(Wikipedia) [23].

1.4.5. Analitsko ultracentrifugiranje — AUC (angl. »4Analytical Ultracentrifugation«)

Znacilnost te tehnike in njena glavna prednost je moznost analize proteinov v njihovem
naravnem o0z. kon¢nem okolju brez dodatnih vplivov reagentov ali pufrov, zato jo pogosto
uporabljajo kot alternativno tehniko za primerjavo rezultatov ob razvoju SEC in ostalih
tehnik. Preko casovnega profila meritev absorbance po celotni dolzini kivete dolo¢imo
hitrost sedimentacije in velikost molekule (ve¢ja molekula ima vecjo maso in hitreje

sedimentira) —slika 5. Analiziramo lahko torej agregate Sirokega velikostnega razpona. AUC



je bolj primerna za relativno kot za absolutno dolo¢anje agregatov, saj trenutno tehniko
omejuje slaba ponovljivost (predvsem pri nizjih delezih agregatov) in visoka mejo
dolocljivosti (LOQ, angl. limit of quantitation). Glavni vzrok za omenjeni slabosti so
aparature, zato se z njihovim razvojem in optimizacijami metode pomanjkljivosti ze
izboljsujejo [19, 24].
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Slika 5: Shematski prikaz delovanja tehnike AUC; po analizi lahko s pomo¢jo ra¢unalniske
obdelave podatkov razberemo deleze posameznih frakcij. Prirejeno po slikah s spletnih strani
podjetja Coriolis Pharma [25].

1.4.6. Pretocni sistem z asimetri¢nim precnim pretokom — AF4 (angl. »Asymmetrical Flow
Field-Flow Fractionation«)
Princip loCevanja temelji na razlikah v difuzijskih koeficientih, ta pa je odvisen tudi od
hidrodinamskega premera — vec¢ja kot je molekula, manjsi difuzijski koeficient ima. V
pretocni celici vzdolzno potuje vzorec s paraboli¢nim laminarnim tokom mobilne faze (v
sredini celice tok tece hitreje kot ob robu). Ena stran celice je omejena s polpropustno
membrano, skozi katero izhaja mobilna faza. Ob odtekanju mobilne faze se vzpostavi tudi
precni tok, ki potiska vzorec ob polpropustno membrano. Ta je za analite v vzorcu
nepropustna. Molekule se z difuzijo iz roba vracajo globje v pretocno celico; manjsa kot je
molekula, dlje in veckrat se vrne. V sredini celice je vzdolZni tok hitrej$i, zato se manjSe
molekule eluirajo hitreje kot velike. Loc¢ba je prikazana na sliki 6. Interakcija vzorca z
matriksom je pri AF4 manjsa kot pri SEC, vseeno pa vecja kot pri AUC, saj obstaja moznost
vezave na polpropustno membrano. Zaradi milih pogojev lo¢be vseeno velja za tehniko, kjer

sama analiza ne vpliva na zgradbo proteina [19, 24].
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Slika 6: Shematski prikaz lo¢evanja delcev z tehniko AF4. Prirejeno po Miiller D in sod. [26].

1.4.7. Preto¢no mikroskopsko slikanje — MFI (angl. »Micro-flow Imaging«)

Tehniki zaporednega mikroskopskega slikanja vzorca, ko ta potuje skozi preto¢no celico, ob
nadaljnjem razvoju napovedujejo bolj razsirjeno uporabo [27]. Razlog lezi v absolutni
dolo¢itvi koncentracije in oblike delcev v vzorcu, saj sistem neprekinjeno zajema slike in
podatke racunalnisko obdeluje (slika 7). Opti¢na narava tehnike je hkrati tudi njena omejitev
— opazujemo lahko le delce, ki jih uporabljena optika dovolj poveca. Zaenkrat so to agregati

ve¢jih dimenzij [27].
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Slika 7: Shematski prikaz naprave za pretoéno mikroskopsko slikanje (MFI). Prirejeno po
Sharma DK in sod. [27].

Kljucne lastnosti omenjenih tehnik so povzete v preglednici I. Gelska izkljucitvena
kromatografija, ki v farmacevtski industriji velja za glavno tehniko dolo¢anja dimernih,
trimernih in oligomernih agregatov, hkrati pa se uporablja tudi za doloCanje Cistosti

(homogenosti) farmacevtskih izdelkov, je podrobno opisana v nadaljevanju [20].
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Preglednica I: Povzetek najpomembnejsih tehnik za dolo¢anje agregatov terapevtskih proteinov [19].

. . Informacija, . . e
Tehnika Princip - ! Prednosti Slabosti Kvantifikacija QC
ki jo dobimo
Vizualni Roc¢ni ali avtomatski Motnost vzorca, Enostavna, informacija o Slaba resolucija, subjektivna, Ne Da
pregled pregled vidni delci velikosti in obliki delcev trenirano osebje
Porazdeljevanje med Hidrodinamski Robusvtnost, obéu.tljivost, Moin_e interakcije_: vzorea z
SEC orozne delce remer moznost sklopitve z matriksom, analizirani le Da Da
P P drugimi detektorji itz @bl v s
Lo¢ je v kapilari . . ..
e?;:;??ﬂ;; a:)[i?uarlov Dobra resolucija, moznost Mozne interakcije vzorca s
CE-SDS - LGS poyu p Molekulska masa sklopitve z drugimi kapilaro, ne zazna Da Da
velikosti zaradi enake . .
. detektorji nekovalentnih agregatov
gostote naboja
Slaba robustnost
. . . Molekulska masa Dobra resolucija, Siroko o
AUC Hitrost sedimentacije . . .. .. kompleksnost pridobljenih Da Ne
(in oblika) koncentracijsko obmogje
podatkov
Nihanja intenzitete sipane . . . Obcutljivost, analiza ne Kompleksnost pridobljenih
. Hidrodinamski . ..
DLS svetlobe zaradi cemer vpliva na vzorec, enostavna podatkov, slaba resolucija, Ne Ne
Brownovega gibanja P tehnika obcutljivost na kontaminacijo
Porazdeljevanje v hitrejsi in ~ Hidrodinamski siroko koncentracijsko Koncentriranje ali red¢enje
AF4 pocasnejsi tok pretocne premer (difuzijski  obmocje, moznost sklopitve vzorca med analizo, slaba Da Ne
celice koeficient) z drugimi detektorji robustnost
. I Koncentracija, Informacija o obliki delcev,  Kompleksnost pridobljenih
Mikroskopsko slikanje . X N o .
MFI velikost, oblika ~ posledi¢no detekcija izvora  podatkov, analiziran je le del Da Ne

delcev

delcev

delcev

vzorca
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1.5. GELSKA IZKLJUCITVENA KROMATOGRAFIJA (SEC)

1.5.1. Teoreti¢ne osnove

Locevanje pri gelski izljucitveni kromatografiji poteka v koloni napolnjeni z okroglimi
poroznimi delci. Med potovanjem vzorca lahko v pore matriksa (stacionarne faze)
difundirajo analiti, ki so manjsi od por, vecji analiti pa potujejo vmes med posameznimi delci
matriksa (ne da bi difundirali v njegove pore). Majhni analiti imajo torej vecji volumen
porazdelitve kot veliki analiti, zato se iz kolone izperejo kasneje. Velikost analita se doloc¢a
posredno, saj v resnici dobimo informacijo o njegovem hidrodinamskem premeru. Na
gibanje skozi pore namre¢ ne vpliva le velikost oz. masa (obe veli¢ini na molekulskem
nivoju dobro kolelirata), ampak tudi oblika analita. Vsi analiti se iz kolone izperejo znotraj

Casa, ko mobilna faza pretece 1 volumen uporabljene kolone [20, 28].

Kot smo ze omenili, se analiti pri kromatografiji porazdeljujejo med mobilno in stacionarno
fazo. SEC se od ostalih kromatografij razlikuje po inertni stacionarni fazi, ki — vsaj v teoriji
— ne interagira z analitom. Edina gonilna sila separacije pri SEC je entropija, torej teznja
vzorcev k poveCevanju nereda. Prakti¢no se to kaze kot difuzija delcev iz bolj v manj
koncentrirana obmocja, torej v okoliSko mobilno fazo; pri ¢emer manjsi delci dodatno
difundirajo v pore stacionarne faze. Ker vzorec le potuje skozi kolono, je lo¢ba mogoca tudi
pri milih pogojih 0z. pogojih, ki ¢imbolje odrazajo realno stanje sestave vzorca v formulaciji
bioloskega zdravila. Zaradi prakti¢nih omejitev in moznosti adsorbcije analitov na kolono
moramo Vv resnici pogoje vseeno modificirati in prilagajati. Vplivi razli¢nih parametrov so

opisani v nadaljevanju [29, 30].

V sodobnih SEC kolonah obic¢ajno uporabljene stacionarne faze sestojijo iz silikatov,
organskih polimerov ali raznih njunih modifikacij. Organsko modificirirani silikati
zagotavljajo bolj robusten matriks, ki je odporen na strizne sile tudi pri visokih tlakih; zaradi
trdnejse strukture je omogocena tudi proizvodnja manjsih krogelnih delcev. Bistvena je tudi
ve¢ja inertnost matriksa, saj so silanolne skupine silikatov skrite 0z. vezane z drugimi

skupinami (verjetnost za morebitne elektrostatske interakcije s proteini je s tem manjsa) [29].

Glede na to, da se delci locujejo po velikosti, lahko pricakujemo, da je mozno poleg deleza
dolo¢ene komponente vzorca (kot pri vsaki kromatografiji), analitu dolociti tudi velikost
(maso). Za takSno meritev potrebujemo umeritveno krivuljo z referen¢nimi molekulami

znane mase. Obmocje linearnosti in ob¢utljivosti je odvisno od velikosti in homogenosti por.
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Osredotocili se bomo na detekcijo in kvantifikacijo deleza agregatov, saj se za dolocanje

to¢ne velikosti uporabljajo druge, bolj natan¢ne tehnike (npr. masna spektrometrija) [20, 28].

1.5.2. Detekcija in sklopitve

Najpogosteje uporabljen nacin detektiranja proteinov je merjenje absorbance v
ultravijolicnem (UV) delu spektra. Merimo jo lahko pri ve¢ih valovnih dolzinah: 214 nm
(absorbcija peptidnih vezi) ali 280 nm (absorbcija aromatskih aminokislin: triptofan, tirozin,
fenilalanin). Detekcija pri ve¢jih valovnih dolZinah ima linearno obmocje pri vi§jih
koncentracijah, medtem ko so meritve pri nizji valovni dolzini bolj obcutljive in manj
specifi¢ne. 1z razmerja absorbanc pri 260 in 280 nm lahko ocenimo ¢istost proteinov oZz.

soprisotnost DNA v vzorcu [20, 28].

Ce Zelimo bolj ob&utljivo in specifi¢no detekcijo od UV, imamo na voljo fluorescentno
detekcijo. Zaznavamo lahko notranjo fluorescenco (triptofan lahko vzbudimo z valovno
dolzino 280 nm in merimo emisijo med 300 in 370 nm — ta je odvisna od zgradbe proteina)
ali zunanjo fluorescenco — pri slednji proteine ozna¢imo s fluorofori. Na celotno
fluorescentno detekcijo vpliva tudi okolje, v katerem se protein nahaja (npr. bolj polarno

okolje premakne obmocje emisije fluoroforov k daljsim valovnim dolzinam) [20, 28, 31].

Informacije o to¢ni masi oz. velikosti proteinov dobimo z detektorji sipanja svetlobe, npr.
»MALS« (angl. multi-angle light scattering). Za celostno oceno analita (informacije o

koncentraciji in zgradbi) je zato primerna sklopitev vecih detektorjev [20, 28].

Dokon¢no identifikacijo analitov bi lahko dosegli s sklopitvijo SEC in masne spektrometrije.
Najvecji problem taks$ne detekcije je nekompatibilnost mobilnih faz (MF) obeh tehnik. Soli,
ki so skoraj vedno sestavni del MF pri SEC, so namre¢ nehlapne, kar onemogoca direktno
sklopitev. Mozna resitev je prilagoditev MF v hlapno MF, ki sicer ne denaturira proteinov,
vendar vseeno ne predstavlja fizioloskih pogojev (npr. MF iz amonijevega acetata in
amonijevega formiata izhlapi v obliki amonijaka, ogljikovega dioksida in metana). Drugac¢na

resitev je menjava MF po kon¢ani SEC analizi (2D kromatografija) [20, 28].

1.5.3. Parametri gelske izkljucitvene kromatografije in njihov vpliv na locbo
1.5.3.1. Dimenzija kolone
Velikost kolone in volumen, ki je na voljo analitom za loc¢bo, vplivata na mnogo

spremenljivk. Daljsanje kolone v sploSnem pomeni boljso lo¢bo, torej izboljsanje resolucije.
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Ce zvetamo premer kolone, lahko pove¢amo nanos proteina. S tem zmanjsamo vpliv
kromatografskega sistema na Sirjenje vrhov in zopet izboljSamo resolucijo. V mislih moramo

imeti negativno plat tak$nih ukrepov — daljSanje ¢asa analize [20, 30, 32].

1.5.3.2. Zgradba in premer delcev matriksa

Sodobne stacionarne faze pri gelski izklju€itveni kromatografiji sestojijo iz delcev, ki niso
popolnoma porozni, temve¢ imajo neporozno jedro pokrito s plaséem, v katerega lahko
difundirajo delci. T.i. »core-shell« delci omogocajo hitrejSo izmenjavo med mobilno in
stacionarno fazo, saj slednjo predstavlja le porozni plas¢. S tem dosezemo manjSe Sirjenje
vrhov na racun vzdolzne difuzije in krajSe ¢ase zadrZzevanja na koloni [34]. Manjsi premer
kroglastih delcev matriksa (stacionarne faze) pomembno pripomore k vecji ucinkovitosti
kolone, saj tako porozni material zavzame vec¢ji delez volumna kolone, kar pomeni boljso

resolucijo in uc¢inkovitost kolone [30, 32].

1.5.3.3.  Nanos vzorca

Na obcutljivost in resolucijo vpliva tudi nanos vzorca, pri cemer sta pomembna tako koncna
koncentracija vzorca kot tudi volumen injiciranja. Preveliki nanosi vodijo v Sirjenje vrhov,
kar zmanjs$a resolucijo; medtem ko premajhni nanosi predstavljajo tveganje premajhne
obcutljivosti metode oz. detekcijskega sistema za detekcijo analitov, ki so v nizkih delezih

zastopani v vzorcih [28].

1.5.3.4. Pretok mobilne faze

Manjsi kot je pretok mobilne faze skozi kolono, ve¢ ¢asa bodo imeli analiti za porazdelitev
in difundiranje v pore materiksa. Zaradi tega bosta locba in resolucija boljsa kot pri ve¢jem
pretoku. Hkrati manjSi pretok pomeni tudi dalj$i ¢as analize, absolutno SirSe vrhove

(relativno na celotno Sirino kromatograma so vrhovi 0zji) in manjso obcutljivost [28].

1.5.3.5. Temperatura kolone

Visanje temeperature med locbo ima pozitivno in negativno plat. Pri vi§ji temperaturi se
molekulam poveca prosta energija, kar pospesi difuzijo in poveca fluidnost mobilne faze,
pri ¢emer se locba izboljsa (boljsa resolucja, ponovljivost). V primeru, da je proste energije
dovolj za prekinitev doloc¢enih vezi (predvsem vodikovih vezi in SibkejSih van der
Waalsovih ter elektrostatskih interakcij), lahko visanje temperature vpliva tudi na stabilnost

proteinov. Ob previsoki temperaturi lahko agregati nastajajo ali razpadajo [34, 35].
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1.5.3.6. Sestava mobilne faze (ionska moc, modifikatorji in pH)

Tipi¢na mobilna faza pri SEC naj bi odrazala pogoje, ki predstavljajo naravno okolje
proteinu. Razlog za spremembo pogojev lezi v stacionarni fazi, na katero se v majhnem
delezu preko nespecificnih interakcij vezejo proteini (nagnjenost k adsorpciji je Se bolj
izrazena pri agregatih). V tak§nem primeru dolocen del analita ne detektiramo, saj ostaja
nekje na koloni (izkoristek ni 100%). Posledi¢no so rezultati nepravilni (zaznamo manjsi
delez dolocene komponente, kot je je v resnici prisotne; ko se adsorbiran analit eluira, ga
lahko napacéno pripisSemo drugemu vzorcu in podobno) in neponovljivi, prav tako se koloni
zmanjSa ucinkovitost. Mozen ukrep za prepre¢evanje vezave analiziranih proteinov na
kolono je t.i. nasi¢evanje kolone, kjer pred pri¢etkom analize na kolono injiciramo proteine,
ki naj bi zasedli prosta vezavna mesta. Nasi¢evalna raztopina je lahko meSanica proteinov,
ali pa analizirani protein, ki ga pred analizo veckrat injiciramo [36]. Elektrostatske
interakcije med proteini in stacionarno fazo najlazje preprec¢imo z vecanjem ionske moci
MF. Tipi¢no so zato koncentracije soli v MF nad 150 mM (poleg tega visoke koncentracije
soli zmanjS$ujejo moznost mikrobioloske kontaminacije MF). Ve¢ja ionska mo¢ poveca

simetrijo vrhov in izbolj$a ponovljivost ¢asov zadrZevanja analitov [37, 38].

Izbira soli ima lahko poleg vpliva na ionsko mo¢ tudi druge vplive. Pri analitiki proteinov je
veckrat uporabljen natrijev perklorat (NaClOa), ki v dovolj visoki koncentraciji (0,2 — 0,4
M) Se dodatno izboljs$a simetrijo, zmanjSa adsorpcijo na stacionarno fazo in zmanjsa potrebo
po nasi¢evanju kolone. Ker rusi mrezo vodikovih vezi med molekulami vode, so potencialni
hidrofobni efekti med proteini in matriksom kolone zmanjsani. Slaba stran omenjene soli je
moznost dodatnega induciranja agregatov. Za preprecevanje sekundarnih interakcij lahko
mobilni fazi dodajamo tudi razne modifikatorje: arginin, alkohol in acetonitril. Arginin
preprecuje elektrostatske interakcije med analitom in stacionarno fazo, medtem ko organski

modifikatorji iznicujejo hidrofobne efekte [36, 37].

Splosno pravilo pri izbiri pH mobilne faze je, da se ¢imbolj priblizamo izoelektri¢ni tocki
analiziranega proteina, saj bo imel protein v takSnem primeru neto naboj 0 in bodo moZnosti
za interakcije s stacionarno fazo zmanjSane. Skrajne vrednosti pH lahko proteine celo

denaturirajo. Ponavadi se v praksi pH mobilnih faz giblje med 6 in 8 [37].
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2. NAMEN DELA

Eden izmed glavnih vzrokov za pojav alergij, avtoimunskih bolezni in ostalih negativnih
imunskih odzivov pri uporabi terapevtskih proteinov so njihovi agregati, ki lahko nastanejo
med proizvodnjo u¢inkovine in kon¢nega produkta. Prav zaradi tega je treba ta pojav skrbno
nadzorovati v vseh fazah razvoja ter ga ohranjati na nizki ravni. Referen¢na tehnika, ki se
uporablja za doloCevanje agregatov tako v fazi razvoja procesa izdelave kot tudi v kontroli

kakovosti kon¢ne uc¢inkovine in kon¢nega produkta, je gelska izkljucitvena kromatografija.

Za podporo razvoja bioloskih u¢inkovin se je s strani analitskega ovrednotenja kvalitete
uéinkovine pojavila potreba po optimizaciji metode gelske izklju¢itvene kromatografije.
Izhodna metoda je ¢asovno zamudna, kar se tezko sklada s trenutnimi trendi in razmahom v
razvoju bioloskih zdravil, saj teznje po Stevilénejsih analizah in razvoju procesa v skladu s
pristopom »QbD« (vkljucevanjem zagotavljanja kakovosti v razvoj proizvoda ali procesa)
narekujejo potrebo po hitrejSi in enostavnejsi metodi. Pri izhodni metodi smo obcasno
opazili nezeleno zadrZevanje analita na koloni, kar zahteva dodatna spiranja kolone ter

vpliva na kraj$o zivljensko dobo kolone in vi§je stroske analize.

V okviru magistrskega dela bomo metodo razvijali na razli¢cnih modelnih terapevtskih
proteinih (predvsem monoklonskih protitelesih). Glavni namen naSega dela je torej
prilagoditi in optimirati sedanjo metodo v visoko zmogljivo (angl. high-throughput) metodo,
ki bo dajala to¢ne in ponovljive rezultate pri krajsem Casu analize in bo uporabna za $irok
nabor terapevtskih protiteles. Pri delu se bomo osredotocili na meritve agregatov, ki so v

nasem primeru glavni iskani analit gelske izklju¢itvene kromatografije.

Med samo optimizacijo izhodne metode bomo najprej uvedli krajSo kolono in testirali
sposobnost lo¢evanja in dolo¢anja analita pri spremenjenem nanosu vzorca na kolono,
spremenjeni kon¢ni koncentraciji vzorca in spremenjenem volumnu injiciranja vzorca pri ze
optimirani temperaturi in ¢asu analize. Da bi izboljsali to¢nost metode, bomo testirali vpliv
nasic¢evanja kolone na adsorpcijo analita v analitskem sistemu ter modificirali mobilno fazo.
Ustreznost modifikacij bomo preverili tudi z eno od alternativnih tehnik dolocanja
agregatov. Sledilo bo preverjanje prenosljivosti metode med razli¢nimi tipi detektorjev in
kromatografskimi sistemi razlicnih proizvajalcev, kar bi omogocilo Siroko uporabnost

metode.
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Konc¢no razvito metodo bomo kvalificirali (delno validirali) na proteinih tipa IgG1 in 19G2,
kjer bomo preverjali specifi¢nost, to¢nost, linearnost, znotraj-analizno in med-analizno
ponovljivost ter mejo dolo¢ljivosti in linearno obmocje metode. Slika 8 prikazuje glavne

korake magistrske naloge.

OPTIMIZACIJA PRENOSLJIVOST KVALIFIKACIJA
V] V]

* A dolzina kolone * A detektor « specifi¢nost

*AT * A analizni sistem * linearnost

* A cas * tocnost

* A nanos +LOQ

* nasi¢evanje kolone * znotraj-analizna

« AMF ponovljivost
» med-analizna
ponovljivost

Slika 8: Shematski prikaz poteka magistrske naloge.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

3.1.1. Kemikalije
Vse kemikalije, ki smo jih uporabili v eksperimentalnem delu naloge, so analizne ¢istosti.

Navedene so v preglednici II.

Preglednica Il: Kemikalije uporabljene pri magistrskem delu.

Kemikalija Proizvajalec, kataloska Stevilka
dikalijev hidrogen fosfat (K:HPO4) Merck, #105104
kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO,) Merck, #104873
fosforna kislina (HsPOy) Merck, #100573
1 M raztopina kalijevega hidroksida (KOH) Merck, #105029
natrijev perklorat monohidrat (NaClO, - H,0) Fluka, #89152
natrijev dihidrogen fosfat monohidrat (NaH.PO4 - H,O)  Merck, #106345
1 M raztopina natrijevega hidroksida (NaOH) Merck, #109137
goveji serumski albumin (BSA) Sigma, #A8531
natrijev klorid (NacCl) Merck, #106404
tiroglobulin Sigma, #T9145
imunoglobulin G (IgG) Abcam, #ab198772
holo-transferin Sigma, #T0665
ovalbumin Sigma, #A5503
karbonska anhidraza Sigma, #C7025
aprotinin Pan Reac AppliChem, #A21320100
histidin Sigma, #H8125
3.1.2. Voda

Za pripravo raztopin in pufrov smo uporabili pre¢is¢eno vodo pridobljeno s sistemom MilliQ

Advantage, proizvajalca Millipore.

3.1.3. Pufri in raztopine
Sestava raztopin in pufrov je navedena v preglednici Ill. Raztopino za red¢enje vzorcev,

mobilni fazi in raztopino za nasi¢evanje kolone smo pripravili z red€enjem topljencev v
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precis¢eni vodi. Pri kontrolnem vzorcu »MWM« in raztopini aprotinina smo topljence

redcili v raztopini za redcenje vzorcev.

Preglednica I11: Raztopine uporabljene pri eksperimentalnem delu.

Raztopina Sestava
Raztopina za redcenje vzorcev 150 mM K;HPO4/ KH2PO4, pH 6,5
Izhodna mobilna faza - raztopina 150 mM K;HPO4/ KH2PO4, pH 6,5
kalijevega fosfata
Nova mobilna faza 50 mM NaH,PO.; 400 mM NaClO, - H,0, pH 6,0
Raztopina za nasicevanje kolone 1 mg/ml BSA; 1 mg/ml tiroglobulin; 1 mg/ml NaCl
Kontrolni vzorec »MWMc« 0,5 mg/ml tiroglobulin,
0,2 mg/ml IgG,

0,25 mg/ml holo-transferin,
0,25 mg/ml ovalbumin,

0,2 mg/ml karbonska anhidraza,
0,2 mg/ml aprotinin,

0,16 mg/ml histidin

Raztopina aprotinina (za pripravo 2 mg/ml aprotinin

kontrolnega vzorca »LOQ«)

3.1.4. Vzorci

Eksperimetnalno delo je bilo opravljeno na modelnih proteinih tipa IgGl, 1gG2 ter na
terapevtskem fuzijskem proteinu (FP), ki je sestavljen iz proteinskega segmenta z dolo¢eno
funkcijo, vezanega na Fc domeno 1gG1 protitelesa. Uporabili smo terapevtske proteine, ki
so jih pridobili s tehnologijo rekombinantne DNA v celicah ovarija kitajskega hr¢ka (CHO),
in jih ocistili ostankov proizvodnega procesa. 1z omenjenih vzorcev so pripravili tudi
razli¢ne stresne vzorce, ki imajo visji delez agregatov v primerjavi z nativnimi (nestresnimi)
vzorci. Poleg tega se lahko ti med seboj razlikujejo tudi v tem, da kaZzejo spremenjene
interakcije z analiznim sistemom, kar bi lahko vplivalo na rezultate analize. Stresne vzorce
so pripravili na razlicne nacine: z daljSo izpostavitvijo poviSanim temperaturam, S
spreminjanjem pH, s spreminjanjem oksidacijsko-redukcijskega okolja, z mehanskim
stresom ter z zaporednimi cikli zamrzovanja in odtaljevanja. S tako pripravljenimi vzorci
preverjamo zmogljivosti metode v SirSem koncentracijskem obmocju nelistot —

agregacijskih produktov. Ceprav se bomo s tak§nimi vzorci vedinoma sreGevali le med
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razvojem bioloskih zdravil, v rutinski kontroli kakovosti pa obi¢ajno ne, mora metoda tudi

v taks$nih primerih dajati to¢ne in ponovljive rezultate.

Vse analizirane vzorce smo pred analizo red¢ili na enako konéno koncentracijo z raztopino
za red¢enje vzorcev. S tem smo dosegli enake pogoje analize in detekcije pri vseh vzorcih.
Imena vzorcev v nadaljevanju sestojijo iz oznake za tip molekule v vzorcu (IgG1 / 1gG2 /
FP), oznake za obliko oz. stanje vzorca (nativen — »nat« / stresiran — »str«) ter zaporedne

Stevilke vzorca, ki med seboj nadalje lo¢uje posamezne vzorce.

3.1.5. Kontrolni vzorci

Za namen potrjevanja ustreznosti analize in zanesljivosti rezultatov smo uporabili kontrolne
vzorce, ki smo jih analizirali pred zacetkom in po koncu vsake analize. Za vsakega od $tirih
kontrolnih vzorcev smo predpisali specificen kriterij, ki mu mora biti zados¢eno, da je test
veljaven. Kriteriji kontrolnih vzorcev, tako kot vsi ostali kriteriji, ki smo si jih zastavili med
magistrskim delom in jih bomo sreéali v nadaljevanju, izhajajo iz internega Novartisovega
postopka, ki je oblikovan na podlagi smernic ICH, FDA ter ameriSke in evropske
farmakopeje, parametri kriterijev pa so izraGunani s pomocjo programske opreme Empower
in Microsoft Excel. Kontrolni vzorci s pripadajocimi Kkriteriji so opisani v nadaljevanju.
Doloceni parametri kontrolnih vzorcev so nas usmerjali tudi med razvojem nove metode, saj

smo z njimi potrdili ustreznost modifikacij.

Referenéni vzorci (angl. reference dilution): To so bili obsezno analizirani in ovrednoteni
alikvoti modelnih proteinov, ki jih med analitsko podporo procesa razvoja terapevtskih
proteinov spremljamo v kontrolnih preglednicah in so posredni pokazatelj ustreznosti
kromatografskega sistema. Primer kromatograma referen¢nega vzorca je prikazan na sliki 9.
Z analizo referenénega vzorca kontroliramo tudi ustreznost red¢enja vzorcev. Celotno
povrsino kromatograma vzorca primerjamo s celotno povrsino kromatograma referencnega
vzorca. Kriterij za ustrezno koncentracijsko obmocje (razmerje med obema povrSinama) je
opisan v enacbi 1.

Enacba 1: Kriterij ustreznosti za koncentracijsko obmoc¢je vzorcev.

celotna povrsina vzorca
0,8 < — - <12
celotna povrsina referencnega vzorca
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Slika 9: Primer kromatograma referen¢nega vzorca (pripravljenega iz molekule 1gG1)
analiziranega z izhodno metodo (AP1 = 1. vrh agregacijskih produktov, AP2 = 2. vrh
agregacijskih produktov, GV = glavni vrh, DP1 = 1. vrh degradacijskih produktov, DP2 = 2.
vrh degradacijskih produktov).

Slepi vzorec: Gre za raztopino za red¢enje vzorcev. Sluzi preverjanju nezelenega prenasanja
vzorcev v naslednja injiciranja (angl. »carry-over«), ki so posledica sekundarnih interakcij
vzorca z matriksom ali z injektorskim sistemom. Rezultati so sprejemljivi, ¢e v
kromatogramih slepih vzorcev ne zaznamo vrhov vecjih od vrednosti LOQ (taksSen kriterij

je sprejemljiv zaradi samega namena metode oz. kon¢nih rezultatov metode).

Kontrolni vzorec »MWM« (angl. molecular weight marker): Gre za raztopino vecih
proteinov razli¢ne molekulske mase. Z MWM preverjamo, kako dobro metoda locuje analite

med seboj (specifi¢nost), zato spremljamo resolucijo med vrhovi dolocenih analitov:
o med IgG in holo-transferinom. Kriterij ustreznosti: resolucija > 2,5.
o med aprotininom in histidinom. Kriterij ustreznosti: resolucija > 2,0.

Najveckrat nam resolucija kaze stanje kolone 0z. njeno zmogljivost, ki se z ve¢anjem $tevila
injiciran] manjSa. MWM bi nam lahko sluZil tudi za potrebe umeritvene krivulje, v primeru,
da bi SEC uporabljali za dolocanje velikosti analitov. Primer kromatograma kontrolnega
vzorca MWM je prikazan na sliki 10. Raztopino MWM smo pripravili v koli¢ini 50 ml in jo
alikvotirali po 100 ul ter shranili pri < - 60 °C. Alikvoti kontrolnega vzorca MWM so tako
pripravljeni na injiciranje in pred analizo ne potrebujejo dodatne priprave. Sestava raztopine

je opisana v preglednici I11.
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Slika 10: Primer kromatograma kontrolnega vzorca MWM analiziranega z izhodno metodo.

Kontrolni vzorec »LOQ«: Predstavlja 1000-kratno redcitev referenénega vzorca, ki ga
red¢imo z raztopino aprotinina. Vloga aprotinina je prepreciti nespecificno vezavo analita
na povrsino epruvet in vial, pri ¢emer bi se zmanjSala koncentracija analita v raztopini,
meritve pa bi bile lazno prenizke. Ker je v vzorcu LOQ aprotinin v prebitku, se veze na viale
namesto tar¢nih analitov. Zaradi njegove majhne molekulske mase se eluira kasneje kot nasi
tarcni analiti, zato ne interferira z dolocanjem slednjih. Ustreznost aprotinina smo potrdili
pred pri¢etkom eksperimentalnega dela. Z LOQ preverjamo ustreznost detektorja

(obcutljivost sistema). Kriterij sprejemljivosti pri odzivu LOQ je naslednji:

o razmerje med signalom in Sumom (s/n) > 10; izraCun razmerja s/n je opisan v enacbi

2.

Enacba 2: Izracun razmerja med signalom in Sumom (H = viSina glavnega vrha vzorca LOQ;
h = razlika med najvecjo in najmanjso visino vrhov ozadja (Suma) na obmocju okoli vrha LOQ,
ki je 5-krat vec¢je od Sirine vrha vzorca LOQ na polovici njegove viSine).

s/n = —

Vrh LOQ predstavlja spodnjo mejo kvatnifikacije, zato vrhov manjsih od LOQ kvantitativno
(Steviléno) ne ovrednotimo. Primer kromatograma kontrolnega vzorca LOQ je prikazan na
sliki 11.
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Slika 11: Primer kromatograma kontrolnega vzorca LOQ (pripravljenega iz molekule 1gG1)
analiziranega z izhodno metodo (GV = glavni vrh vzorca LOQ).

3.2. OPREMA

3.2.1. Naprave in pribor
V preglednicah IV in V so naStete vse naprave in pribor, ki smo jih uporabljali pri

eksperimetnalnem delu.

Preglednica IV: Naprave uporabljene pri magistrskem delu.
Naprava Proizvajalec, tip

Waters Acquity H-class Bio (notranji premer kapilar: 0,20 mm)
UHPLC sistemi Agilent 1290 Infinity 1l (notranji premer kapilar: 0,12 mm)
Agilent 1260 Infinity (notranji premer kapilar: 0,12 mm)
Waters Acquity UPLC PDA detector (celica: 5 mm, 1,5 pl)
Waters Acquity UPLC TUV detector (celica: 10 mm, 0,5 ul)

Detektoriji
Agilent 1290 Infinity 1l VWD detector (celica: 3 mm, 2,0 ul)
Agilent 1260 Infinity VWD detector (celica: 3 mm, 2,0 pul)

Analitska tehtnica Mettler Toledo XP205

Mesalna plosca Tehtnica, Rotamix 545 MM

Rotacijsko mesalo Scientifica, Vortex mixer VELP

Centrifuga Eppendorf 5415R

pH meter Metrohm 780 pH meter

Crpalka za filtriranje Millipore, WP6122050
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Preglednica V: Pribor uporabljen pri magistrskem delu.
Pribor Proizvajalec, kataloska Stevilka

Polipropilenske mikrocentrifugirke 0,5 ml
Eppendorf, #003120086, #003120094

in1,5ml
Pipete in nastavki za pipete Sartorius BioHit, mLine

Agilent, #9301-0978, #5182-0721, #5182-0716;
Viale in pokrovcki

Waters #186002639

Membranski filtri (velikost por: 0,22 pm) Millipore Steritop, #SCGPSO05RE

3.2.2. Kromatografske kolone
e Izhodna metoda: kolona dolzine 300 mm (Waters UPLC BEH200 SEC, #186005226,
premer delcev matriksa: 1,7 pm, velikost por: 200 A, dimenzija kolone: 4,6 mm x 300

mm (premer % dolzina), volumen kolone: 5 ml).

e Nova metoda: kolona dolzine 150 mm (Waters UPLC BEH200 SEC, #186005225,
premer delcev matriksa: 1,7 pm, velikost por: 200 A, dimenzija kolone: 4,6 mm x 150

mm (premer X dolzina), volumen kolone: 2,5 ml).

3.2.3. Programska oprema za obdelavo podatkov
Kromatograme smo ovrednotili s kromatografsko programsko opremo Empower

proizvajalca Waters. Del podatkov smo statisti¢no analizirali v programu Microsoft Excel.

3.3. METODE

3.3.1. Gelska izkjucitvena kromatografija

Za izvedbo gelske izkljucitvene kromatografije potrebujemo kromatografski sistem z
naslednjimi  osnovnimi komponentami: visokotlatna c¢rpalka, samodejni injektor,
vzor&evalnik, kolona in detektor (slika 12). Crpalka mora zagotoviti dovolj visok tlak, da
lahko preérpa mobilno fazo skozi sistem in kolono. Injektor pred kolono injicira vzorec iz
vzoréevalnika, ki se na koloni loc¢i in ga detektiramo na detektorju. Pri eksperimentalnem
delu smo uporabljali avtomatiziran kromatografski sistem, ki celoten proces (injiciranje,
detekcijo, obdelavo podatkov, integracijo in vrednotenje kromatogramov) opravlja
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samodejno. S tem je zagotovljen minimalen vpliv ¢loveskega faktorja na potek analize. Na
oddelku Razvojne analitike se izhodna metoda trenutno rutinsko uporablja za potrebe
analitike vzorcev terapevtskih proteinov v razvoju; razvili pa smo tudi novo metodo, ki bo
izhodno metodo nadomestila. Kon¢ni rezultat naSe metode je dolocitev deleZza posameznih

komponent vzorca (konkretno agregatov in monomerov) v odstotkih.

Vzoréevalnik

—> Smer toka Vzorci
Injektor
Ventil
Raztopine

(mobilna faza)

@.. Analiti pred locbo

Detektor
Detekcijska celica

———— Zbiralnik frakcij

Odpadne Viale s frakcijami
raztopine Mekales
Ventil

Razplinjevalec
Spiralni ventil

Visokotla¢na ¢rpalka —/

Slika 12: Shematski prikaz delovanja sistema HPLC. V primeru SEC sistem uporablja le eno
mobilno fazo, torej je med analizo aktivha le ena ¢rpalka. Prirejeno po sliki v ¢lanku
»Chromatography« (Wikipedia) [39].

3.3.2. Pogoji in inStrumentalne nastavitve

e Uporabljena kolona: Kolone imajo pore velikosti 200 A in omogocajo lo&evanje od 10
do 450 kDa velikih proteinov. Stacionarna faza sestoji iz polietoksisilana, ki je strukturna
mesanica Silikatov in organskih polimerov. Tak$na stacionarna faza zagotavlja vecjo

stabilnost v bazi¢nih pogojih in zmanj$a navzkriZne reakcije S proteini [38].
o lzhodna metoda: »BEH SEC« (Waters) dolzine 300 mm
o Nova metoda: »BEH SEC« (Waters) dolzine 150 mm

e Pretok skozi kolono: Pretok je pri obeh metodah enak najvecjemu pretoku, ki ga

proizvajalec za optimalno Zivljensko dobo kolone e priporoca: 0,4 ml/min [40].
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e Tlak na koloni: Za omenjen pretok 0,4 ml/min je potreben tlak okoli 250 bar pri krajsi
koloni (150 mm) oz. 500 bar pri daljsi koloni (300 mm).

e Detekcija: Tako pri novi kot pri izhodni metodi sta nacina detekcije enaka. Proteinske
komponente vzorca smo detektirali prek merjenja absorbance v UV obmocju pri 214 nm.
Uporabljali smo detektor s fotodiodnim nizom (PDA detektor, angl. photodiode array
detector) — zajem podatkov: 10 Hz; in detektor s spremenljivo valovno dolzino (VWD

detektor, angl. variable wavelength detector) — zajem podatkov: 80 Hz.

e Temperatura vzorcev v vzorcéevalniku: Pri obeh metodah zelimo zagotoviti stabilnost

vzorcev, zato smo njihovo temperaturo po pripravi ohranjali na 5 °C.

3.3.3. Optimizacija in razvoj metode
3.3.3.1. Temperatura locbe (temperatura kolone)
Temperaturo kolone pri novi metodi so na oddelku Ze testirali in optimirali pred pricetkom

tega eksperimentalnega dela.
o lzhodna metoda: 30 °C

o Nova metoda: 40 °C

3.3.3.2. Cas analize vzorca

Cas analize smo dolo¢ili na podlagi dolZine kolone in asa zadrZevanja soli na koloni.
o Izhodna metoda: 15 min

o Nova metoda: 5 min; kontrolni vzorci LOQ in MWM: 5,5 min

3.3.3.3.  Nanos vzorca na kolono, koncna koncentracija injiciranega vzorca, volumen
injiciranja

Na nanos vplivamo s kon¢no koncentracijo injiciranega vzorca in z volumnom injiciranja.

Nanos smo arbitrarno zmanjsali za petkrat (iz 3,75 pg na 0,75 pg) — to pomeni da smo na

kolono injicirali 0,75 ul vzorca s koncentracijo 1,00 mg/ml (taksno konéno koncentracijo

smo izbrali arbitrarno).
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o lzhodna metoda: < nanos vzorca na kolono: 3,75 ug
* kon¢na koncentracija vzorca: 0,75 mg/ml

* volumen injiciranja: 5,00 ul

o Nova metoda: * nanos vzorca na kolono: 0,75 ug
* kon¢na koncentracija vzorca: 1,00 mg/ml

* volumen injiciranja: 0,75 pl

Vpliv zmanjSanja nanosa na resolucijo smo testirali s stirimi injiciranji kontrolnega vzorca
MWM. Ustreznost razmerja signal/Sum smo preverili z injiciranji LOQ pripravljenih iz
referen¢nih vzorcev molekul 1gG1 in IgG2 (nanos pri LOQ je 0,1 % nominalnega nanosa =
0,75 ng). V testu smo injicirali $tiri loCene priprave LOQ. Vse priprave so bile pripravljene
po postopku opisanem v preglednici VI (oznake fizikalnih veli¢in: C = koncentracija
[mg/ml], V = volumen [ul]). Zaradi visokih izhodnih koncentracij vzorcev je bilo red¢enje

vecstopenjsko, vmesnih red¢itev nismo analizirali.

Preglednica VI: Priprava LOQ vzorcev za testiranje nanosa na kolono.

. C zacetna Vvzorca  Vraztopine V kon¢en C koncna
Ime vzorca
[mg/mli] [ud] [ul] (ud] [mg/mi]
1gG1_nat_1 redcitev 1 64,41 10,9 689,1 700,0 1,000
IgG1_nat_1 redcitev 2 1,00 10,0 290,0* 300,0 0,033
19G1_nat_1 LOQ 0,03 15,0 485,0* 500,0 0,001
19G2_nat_1 redcitev 1 11,20 13,4 136,6 150,0 1,000
19G2_nat_1 redcitev 2 1,00 10,0 290,0* 300,0 0,033
19G2_nat_1 LOQ 0,03 15,0 485,0* 500,0 0,001

*Vzorcev nismo red¢ili z raztopino za redéenje vzorcev, temvec z raztopino aprotinina.

Pri konstantnem nanosu smo nato testirali vpliv kon¢ne koncentracije injiciranega vzorca in
vpliv volumna injiciranja. Test smo izvedli na nativnem vzorcu tipa IgG1 in na dveh stresnih

vzorcih molekul IgG1 in 1gG2.

Enak nanos (0,75 png) smo dosegli na dva nac¢ina. Vzorce smo red¢ili z raztopino za red¢enje
vzorcev na kon¢no arbitrarno dolo¢eno koncentracijo 1,00 mg/ml in na kolono injicirali 0,75
ul. Omenjeni nanos smo dosegli tudi z uravnavanjem volumna injiciranja neredc¢enih
vzorceV (preglednica VII). Vpliv na rezultate smo preverjali preko deleza posameznih frakcij

in preko koncentracijskega obmocja vrhov na kromatogramih (povrsine pod vrhovi).
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Preglednica VII: Priprava vzorcev za test vpliva kon¢ne koncentracije in volumna injiciranja
na rezultat. Nanos je bil pri vseh vzorcih konstanten (0,75 ng).

@
. V vzorca V raztopine V konéen C konéna V injiciranja
Ime vzorca zacetna
(wl] [n] (ml] [mg/ml]  vzorca [ul]
[mg/ml]
lgG1_nat 2 0,75 54,80 10,95 589,05 600 1,00 0,75
lgG1_nat 2 0,20 54,80 13,69 186,31 200 3,75 0,20
IlgG1_nat 2 0,10 54,80 13,69 86,31 100 7,50 0,10
lgG1_str 1 0,75 4,61 10,85 39,15 50 1,00 0,75
lgG1_str 1 0,16 4,61 50,00 0,00 50 4,61 0,16
1gG2_str_1 0,75 5,01 11,98 48,02 60 1,00 0,75
1gG2_str_1 0,15 5,01 30,00 0,00 30 5,01 0,15

Po kon¢anem testiranju nanosa smo primerjali rezultate izhodne metode in nove metode (na
tej stopnji optimizacije sta si bili metodi razli¢ni v dolzini kolone, temperaturi kolone, ¢asu
analize in nanosu — vrednosti so prikazane v preglednici XXIV). Primerjali smo rezultate
kontrolnega vzorca LOQ (iz 1gGl), MWM in vzorca molekul 1gG1 in 1gG2. Priprava
vzorcevV je prikazana v preglednici VIII (zaradi visokih izhodnih koncentracij vzorcev je bilo

redCenje vecstopenjsko, vmesnih red¢itev nismo analizirali).

Preglednica VIII: Priprava vzorcev za primerjavo med izhodno in novo metodo.

. C zaCetna V vzorca  V raztopine V konc¢en C konc¢na
Ime vzorca
[mg/ml] [ul] [wl] [ul] [mg/ml]
IgG1 nat 1 64,41 10,9 689,1 700,0 1,000
IgG1_nat_1 redcitev 1,00 10,0 290,0* 300,0 0,033
lgG1_nat 1 LOQ 0,03 15,0 485,0* 500,0 0,001
1gG2_nat_1 11,20 134 136,6 150,0 1,000

*Vzorcev nismo red¢ili z raztopino za redéenje vzorcev, temvec z raztopino aprotinina.

3.3.3.4. Nasicevanje kolone

Da bi zmanjsali potencialno zadrzevanje proteinov na koloni zaradi nespecifi¢nih interakcij,
smo testirali nasiCevanje kolone z nasicevalno raztopino. Arbitrarno smo dolocili
nasi¢evanje z desetimi injiciranji nasic¢evalne raztopine po 10 ul. Vzorce smo na kolono
injicirali v dveh sekvencah: pred in po nasi¢evanju kolone. Opazovali smo razlike v celotni

povrsini pod vrhovi na kromatogramih vzorcev ter spremembe v delezu agregatov in
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glavnega vrha dolo¢enih vzorcev. V preglednici IX je opisana priprava vzorcev, na katerih
smo izvedli omenjeni test. Poleg vzorcev imunoglobulinov smo test izvedli tudi na vzorcih

fuzijskega proteina.

Preglednica IX: Priprava vzorcev za preverjanje vpliva nasi¢evanja kolone.

IgG1_nat_3 59,38 16,8 983,2 1000 1,00
IgG1_str_2 1,00 100,0 0,0 100 1,00
I9G2_nat_2 70,10 143 985,7 1000 1,00
1gG2_str_2 4,97 20,1 79,9 100 1,00
FP_nat_1 25,00 20,0 480,0 500 1,00
FP_str 1 476 21,0 79,0 100 1,00

3.3.3.5. Izbira mobilne faze
Poleg testov nasiCevanja kolone smo z namenom prepre¢evanja adsorpcije analitov na
matriks kolone spremenili sestavo mobilne faze tako, da je imela ve¢jo ionsko mo¢ (glavna

razlika je bil dodatek soli NaClOg), pri ¢emer smo pH uravnali v nevtralne okvire.
o lzhodna metoda: 150 mM K>HPO4/ KH2POs, pH 6,5

o Nova metoda: 50 mM NaH2PO4; 400 mM NaClO4 - H20, pH 6,0

Preglednica X: Priprava vzorcev za test vpliva mobilne faze.

IgG1_nat_4 30,10 16,61 483,39 500 1,00
IgG1_str_3 29,80 16,78 483,22 500 1,00
IgG1_str 4 29,70 16,84 483,16 500 1,00
FP_nat_1 25,00 20,00 480,00 500 1,00
FP_str 2 2,74 36,50 63,50 100 1,00
FP_str_3 4,12 24,27 75,73 100 1,00
19G2_nat_2 70,10 14,27 985,73 1000 1,00
1gG2_str_3 1,00 30,00 0,00 30 1,00
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Ustreznost spremembe smo preverili z eksperimentom, v katerem smo iste vzorce, navedene

v preglednici X, najprej analizirali z eno in nato z drugo mobilno fazo.

Vzorce smo za potrebe potrditve pravilnosti rezultatov testirali tudi z alternativno tehniko za
dolo¢anje agregacijskih produktov, ki ne temelji na kromatografski locbi: analitskim
ultracentrifugiranjem. Analizo so izvedli v karakterizacijskem laboratoriju podjetja Sandoz

v Nem¢iji in nam posredovali rezultate.

3.3.4. Prenosljivost metode
Preverili smo, ali lahko pogoje metode z manjSimi spremembami prenesemo na drugacne
tipe aparatur oz. sisteme drugih proizvajalcev. S testom prenosljivosti smo torej preverili

tudi ta vidik robustnosti novo razvite metode.

S prvim testom smo na vzorcu nativne molekule 1gG2 in stresnem vzorcu molekule 1gG2
preverili ustreznost uporabe nastavljivega ultravijoli¢nega detektorja (TUV detektorja, angl.
tunable ultraviolet detector), ki se od PDA detektorja razlikuje po principu delovanja
(proizvajalec obeh detektorjev in sistemov je podjetje Waters). Priprava vzorcev za
primerjavo detektorjev je prikazana v preglednici XI. Vsakega od vzorcev smo pripravili

Sestkrat.

Preglednica XI: Priprava vzorcev za test detektorja TUV.

. C zacetna Vvzorca  Vraztopine V koncen C koncna
Ime vzorca

[mg/ml] [ul] [ul] [ul] [mg/mi]
19G2_nat_3 117,60 12,8 1487,2 1500,0 1,00
1gG2_str_1 5,01 20,0 80,0 100,0 1,00

Pri drugem testu smo poskusali novo razvito metodo prenesti na HPLC sisteme, ki so bolj
razSirjeni med laboratoriji in cenej$i od UHPLC aparatur. Prehod na sisteme, ki delujejo pri
nizjem tlaku, je omogocila uporaba krajse kolone, saj ta doprinese manj upora v celoten
sistem. Tako smo prisli v operativno obmocje obi¢ajnih HPLC sistemov. Dodatna ovira
poleg doseganja nizjih tlakov so vec¢ji volumni, pri katerih obratujejo HPLC sistemi — mrtvi
volumni vplivajo na Sirjenje vrhov in posledi¢no slabso locbo. Za potrebe testa smo torej
HPLC sistem (Agilent 1260 Infinity) prilagodili: standardno HPLC detekcijsko celico

(volumen 14 ul, dolzina 10 mm) smo zamenjali z mikro-detekcijsko celico (volumen 2 pl,
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dolzina 3 mm). HPLC sistem je detektiral analite z VWD detektorjem, ki v principu deluje
enako kot TUV detektor. Poleg tega smo zamenjali kapilare sistema; na sistem smo namesto
obicajnih kapilar z notranjim premerom 0,17 mm namestili kapilare z manjSim notranjim

premerom 0,12 mm. Test smo naredili na kontrolnih vzorcih MWM in na vzorcih v

preglednici XII.

Preglednica XII: Priprava vzorcev za test prenosljivosti metode na modificiran HPLC sistem.
: C zadetna V vzorca  V raztopine 'V koncen C kon¢na
ime vzorca

[mg/ml] [ul] (] (] [mg/ml]
IgG1_nat_4 30,10 16,6 483,4 500 1,0
IgG1_str 2 1,00 100,0 0,0 100 1,0
IgG2_nat_1 11,20 44,6 4554 500 1,0
1gG2_str 1 5,01 20,0 80,0 100 1,0
FP_nat_1 25,00 20,0 480,0 500 1,0
FP_str 3 412 24,3 75,7 100 1,0

3.3.5. Kuvalifikacija (zgodnja validacija) metode
Razvoj analitske metode zaklju¢imo s postopkom kvalifikacije oz. zgodnje validacije. Gre
za proces preverjanja razlicnih parametrov z vnaprej dolo¢enimi minimalnimi kriteriji, Ki

jim mora metoda zadostiti.

Med kvalifikacijo smo na vzorcih molekul IgG1 in IgG2 preverili naslednje parametre:
specifi¢nost, linearnost in to¢nost (linearno obmocje), mejo doloéljivosti (angl. Limit of
quantification — LOQ), natan¢nost (znotraj-analizno ponovljivost) in med-analizno

ponovljivost. Parametre metode smo preverili v Stirih sklopih:

3.3.5.1.  Specificnost

Specifi¢nost je sposobnost metode, da neodvisno od ostalih pricakovanih prisotnih snovi v
vzorcu zazna in meri zeleni analit. V nasem primeru to pomeni jasno loCitev vrhov
agregacijskih produktov in glavnega vrha. Prav tako moramo za specificnost preveriti
morebiten vpliv ostalih soprisotnih snovi v vzorcu na rezultat. Analizirali smo pufer, ki
predstavlja formulacijo oz. matriks o¢is¢enih vzorcev; nativen vzorec 1gG2 in stresni vzorec
IgG2. Priprava omenjenih vzorcev je opisana v preglednici XIII (zaradi visokih izhodnih

koncentracij vzorcev je bilo red¢enje veéstopenjsko, vmesnih redéitev nismo analizirali).
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Preglednica XIII: Priprava vzorcev za testiranje specifi¢nosti.

: C zacetna Vvzorca  Vraztopine 'V koncen C kon¢na
Ime vzorca
[mg/ml] [ul] [ul] [ul] [mg/ml]
19G2_nat_3 redcitev 117,60 12,8 137,2 150,0 10
19G2_nat_3 10,00 50,0 450,0 500,0 1
1gG2_str_4 redcitev 117,40 12,8 137,2 150,0 10
1gG2_str_4 10,00 50,0 450,0 500,0 1

3.3.5.2. Linearnost in toc¢nost

Linearna metoda izraza linearno zvezo med rezultatom metode oz. odzivom analita in
njegovo koncentracijo v vzorcu (v dolo¢enem koncentracijskem obmocju). Z namenom
preverjanja linearnosti smo analizirali vzorce tipa 1gG1 in 1gG2 pri sedmih razli¢nih
koncentracijah v obmoc¢ju od 0,1 — 125 % (1,0 — 1250 pg/ml) nominalne koncentracije (1,0
mg/ml) ter ocenili uspesnost z regresijsko analizo. Priprava omenjenih red¢itev vzorcev je

opisana v preglednici XIV.

Preglednica XIV: Priprava vzorcev za test linearnosti in to¢nosti.

: C zacetna V vzorca V raztopine V koncen C konéna
Ime vzorca
[mg/ml] [ul] (ud] [ul] [mg/ml]
1gG1_nat_1_0,1% 0,10 10,0 990,0* 1000,0 0,001
1gG1_nat_1_1% 1,00 30,0 270,0 300,0 0,010
1gG1_nat_1_25% 1,00 125,0 375,0 500,0 0,250
1gG1_nat_1_50% 1,00 250,0 250,0 500,0 0,500
1gG1 _nat_1 75% 64,41 10,5 889,5 900,0 0,750
IgG1_nat_1_100% | 64,41 10,9 689,1 700,0 1,000
IgG1 _nat 1 125% | 64,41 10,7 539,3 550,0 1,250
19G2_nat_1_0,1% 0,10 10,0 990,0* 1000,0 0,001
19G2_nat_1_1% 1,00 50,0 450,0 500,0 0,010
1gG2_nat_1_25% 11,20 11,2 488,8 500,0 0,250
19G2_nat_1_50% 11,20 11,2 238,8 250,0 0,500
1gG2_nat_1_75% 11,20 10,0 140,0 150,0 0,750
lgG2_nat 1_100% | 11,20 13,4 136,6 150,0 1,000
1gG2_nat_1_125% | 11,20 11,2 88,8 100,0 1,250

* Vzorcev nismo red¢ili z raztopino za red¢enje vzorcev, temvec z raztopino aprotinina.
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Najvecjo redcitev vzorca — 0,1 % nominalnega nanosa smo red¢ili v raztopini aprotinina
(njegov vpliv je opazen le pri nizkih koncentracijah proteina v vzorcu). Pri tem poskusu smo
deloma preverjali tudi to¢nost metode (ta predstavlja odstopanje rezultata metode od prave
vrednosti), zato smo vse redCitve na omenjene koncentracije pripravili v triplikatih. Del
to¢nosti lahko dokazemo iz regresijske premice z zanemarljivim izracunanim odzivom pri
niéni teoreti¢ni koncentraciji analita (preseCise z y-osjo). Prav tako smo to¢nost in
linearnost zagotovili z dolo¢enimi ukrepi (merjenje koncentracije zaloZne raztopine vzorcev
z drugo referenéno analizno tehniko, neodvisno redCenje vzorcev, validiranje

kromatografskega sistema, meritve standardnih referen¢nih materialov).

3.3.5.3. Dolocitev LOQ (meje dolocljivosti)

Mejo dolocljivosti (najman;jso koli¢ino dolocenega analita v vzorcu, kjer je njegov odziv Se
dovolj ponovljiv in to¢en, da ga lahko kvantitativno ovrednotimo) smo preverjali pri
koncentraciji 1,0 pg/ml, kar predstavlja 0,1 % nominalne koncentracije (1,0 mg/ml). Odziv
smo preverjali s Sestimi enakimi neodvisnimi pripravami vzorca testirane koncentracije
(vsako pripravo smo injicirali enkrat). Rezultate za tri meritve smo pridobili pri testu
linearnosti in to¢nosti, zato SM0 dodatno pripravili Se tri red¢itve po enakem postopku kot
pri testu linearnosti in to¢nosti. V' preglednici XV je opisana priprava vzorcev za dolo¢itev
LOQ (zaradi visokih izhodnih koncentracij vzorcev je bilo red¢enje veéstopenjsko, vmesnih

redCitev nismo analizirali).

Preglednica XV: Priprava vzorcev za dolocitev LOQ.

. C zaletna V vzorca V pufra  V koncen C konéna
ime vzorca
[mg/ml] [wl] [pl] [ul] [mg/ml]
IgG1_nat_1 redcitev 1 64,41 10,9 689,1 700,0 1,0
1gG1_nat_1 redcitev 2 1,00 30,0 270,0* 300,0 0,1
1gG1_nat_1 LOQ 0,10 10,0 990,0* 1000,0 0,001
1gG2_nat_1 redcitev 1 11,20 13,4 136,6 150,0 1,0
IgG2_nat_1 redcitev 2 1,00 30,0 270,0* 300,0 0,1
1gG2_nat_1 LOQ 0,10 10,0 990,0* 1000,0 0,001

* Vzorcev nismo red¢ili z raztopino za red¢enje vzorcev, temvec z raztopino aprotinina.
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3.3.5.4. Znotraj-analizna ponovljivost (natancnost) in med-analizna ponovljivost
(robustnost)

Rezultati metode so zanesljivi, ¢e metoda daje ponovljive in s tem primerljive rezultate pri
vsaki analizi. Zato se metodo dolgorocno spremlja s kontrolnimi vzorci preko variacije
njihovih rezultatov. V okviru kvalifikacije smo ponovljivost preverili z dvema analizama, ki
sta si bili med seboj razli¢ni v dolo¢enih pogojih (operater, dan izvajanja analize, serija
kolone). Razlika med obema testoma je bila tudi v samem kromatografskem sistemu in
principu detekcije (analiza 1: Waters UPLC Acquity H-class Bio, PDA detektor; analiza 2:
Agilent UHPLC 1290 Infinity Il, VWD detektor). Najprej smo preverili znotraj-analizno
ponovljivost vsake od analiz (preverili smo variacijo rezultatov pri Sestih neodvisnih
pripravah vzorcev), nato pa smo primerjali rezultate ene analize z rezultati druge analize
(med-analizna ponovljivost). V preglednici XV1 je prikazana priprava vzorcev za omenjene
teste.

Preglednica XVI: Priprava vzorcev testiranih v poskusih ponovljivosti.

) C zacetna Vvzorca Vpufra V koncen C kon¢na
ime vzorca
[mg/ml] [ul] [ul] [ul] [mg/ml]

IgG1_nat_1 64,41 10,1 639,9 650 1,0
IgG1_str_4 29,70 8,0 229,6 237,6 1,0
IgG1_str 5 30,30 11,0 322,3 3333 1,0
19G2_nat_4 67,1 14,9 985,1 1000 1,0
1gG2_str_4 1174 12,8 1487,2 1500 1,0
1gG2_str_1 5,01 20,0 80,0 100 1,0
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Pri razvoju metode je bil glavni poudarek namenjen agregacijskim produktom, zato smo se
osredotocali predvsem na rezultate dolo¢anja agregatov. Kljub temu smo preverili tudi
uspesnost doloc¢anja glavnega vrha — monomerov za primer uporabe metode za dolocanje
Cistosti 0z. homogenosti; medtem ko deleza degradacijskih produktov nismo vrednotili

(slednje se doloc¢a z drugimi tehnikami).

4.1, EKSPERIMENTI MODIFIKACIJE NOVE METODE

Uspesna optimizacija v nasem primeru pomeni, da optimirana metoda kaze enake ali bolj
to¢ne in ponovljive rezultate kot izhodna. Za preverjanje nase uspesnosti smo uporabili
Kriterije specifi¢ne za posamezni poskus.V testih, kjer smo primerjali posamezne rezultate,
smo veckrat uporabili Kriterije med-analizne ponovljivosti, ki so enaki kot pri validaciji
metode: rezultati posameznih zvrsti so med analizama ponovljivi in s tem primerljivi, ¢e so

skladni s podkriterijem za ustrezno obmocje deleza celotne povrsine:
e A absolutna razlika < 0,1 % (analiziran vrh < 0,5 % celotne povrsine)
e B: absolutna razlika < 0,2 % (analiziran vrh > 0,5 % - 2,0 % celotne povrSine)
e C:relativna razlika < 10,0 % (analiziran vrh > 2,0 % celotne povrsine)
e D: absolutna razlika < 1,5 % (analiziran vrh je glavni vrh)

Ostali specifi¢ni Kriteriji, ki smo jih upostevali med optimizacijo, SO opisani ob posameznih

testih v nadaljevanju.

4.1.1. Temperatura locbe (temperatura kolone)

Vpliv temperature na lo¢bo molekul pri gelski izkljuéitveni kromatografiji so sodelavci na
oddelku razvojne analitike testirali ze pred zacetkom nasega eksperimentalnega dela, in sicer
v temperaturnem razponu od 30 °C do 40 °C. Rezultati so pokazali, da se resolucija lo¢be
proteinov poveca z naraScajoco temperaturo (vi§ja temperatura pomeni hitrejSe gibanje
molekul in hitrejSo difuzijo). Hkrati pa dvig temperature na samo stabilnost proteinov ne

vpliva (delez agregatov in glavnega vrha se ni spremenil).

Prav zaradi navedene prednosti vi§je temperature loCbe smo vse kromatografske

eksperimente v okviru magistrskega dela izvajali pri temperaturi 40 °C.
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4.1.2. Cas analize vzorca

Trajanje analize smo dolo¢ili z dolzino oz. volumnom kolone (¢asi analize daljsi od ¢asa, ko
mobilna faza pretece celoten volumen uporabljene kolone - 15 min pri daljsi in 7 min pri
krajsi koloni - niso smiselni). Prav tako smo upostevali ¢as zadrzevanja soli (najmanjsih
komponent vzorca). Tako smo kon¢ni Cas analize skrajsali na 5 minut pri vzorcih

terapevtskih proteinov in na 5,5 minute pri kontrolnih vzorcih MWM in LOQ.

4.1.3. Nanos vzorca na kolono, koncentracija injiciranega vzorca, volumen injiciranja

Za manjsi nanos vzorca na kolono smo se odlocili zaradi krajSe testirane kolone in
predhodnih izkusenj (velik signal pri analiziranih vzorcih). Predpostavljali smo, da bo
spremenjen nanos vplival na resolucijo — zmogljivost ter na razmerje med signalom in

Sumom — obcutljivost. Sprejemljivost arbitrarno dolocenega nanosa smo najprej preverili z

vzorci MWM in LOQ.

Kvaliteto lo¢be spremljamo z resolucijo med izbranimi vrhovi. IgG in holo-transferin se
eluirata v obmocju dolo¢anja nasih tarénih analitov, zato z resolucijo med njima dolo¢amo
zmogljivost locbe obicajno analiziranih vzorcev. Poskodbe same kolone se najprej kazejo v
slabsi lo¢bi malih analitov (trganje ali zamaSitev manjSih por), zato spremljamo tudi
resolucijo med aprotininom in histidinom, ki se eluirata v obmocju malih molekul. Manjsi
volumen injiciranja MWM vpliva na boljso resolucijo (preglednica XVII), saj so pri nizjem
(zmanjSanjem volumna injiciranja) smo delno izniCili poslabSanje resolucije zaradi

manjsega Stevila teoretskih podov, ki so posledica krajSega ¢asa analize in krajSe kolone.

Preglednica XVII: Rezultati meritev vzorca MWM pri volumnih injiciranja 3,0 in 0,75 pl.

. Povprecna resolucija Povpreéna resolucija
V injiciranja [ul] . e
(lgG / holo-transferin) [-] (n = 4) (aprotinin / histidin) [-] (n = 4)
3,00 2,63+0,02 1,99 + 0,02
0,75 2,76 £ 0,01 2,08 +0,03

V preglednici so prikazana povprecja in absolutni standardni odkloni (SD) stirih meritev.
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Slika 13: Prekrita kromatograma vzorcev MWM pri volumnih injiciranja 3,00 ul in 0,75 pl.

Ce je znizanje nanosa po eni strani ugodno vplivalo na resolucijo in dalj$o Zivljensko dobo
kolone (manjSa obremenitev s proteini), po drugi strani nizji vrhovi vplivajo na slabso
obcutljivost. Vpliv nanjo smo preverili s kontrolnimi vzorci LOQ, vendar je razmerje med
signalom in Sumom (»s/n«) pri obeh tipih testiranih molekul kljub manjSemu nanosu Se
vedno ustrezno —nad 10. Preglednica XVII1I z rezultati omenjenega testa je prikazana spodaj.

Preglednica XVI1II: Rezultati testiranja volumna injiciranja na vzorcih LOQ pripravljenih iz

molekul 1gG1 in 1gG2. Volumen injiciranja je bil 0,75 pl (S/n = razmerje med signalom in
Sumom).

Ime vzorca Povprecno razmerje s/n [-] (n=4)  Povpreéna povrSina [pV*sec] (n = 4)
IgG1_nat_1 LOQ 36,97 + 13,12 1570 + 222
19G2_nat_1 LOQ 27,11 £5,49 1514 £ 95

V preglednici so prikazana povprecja in absolutni standardni odkloni (SD) Stirih meritev.

Delo smo nadaljevali s testom vpliva volumna injiciranja in kon¢ne koncentracije
analiziranih vzorcev. Enak nanos na kolono smo pri razli¢nih koncentracijah vzorcev dosegli
z uravnavanjem volumna injiciranja. Rezultati so zbrani v preglednici XIX. Koncentracijska
obmocja (razmerja povrsin kromatogramov) analiziranih vzorcev so ustrezna (0,8 — 1,2),
torej so bili kon¢ni nanosi vzorcev pri vseh injiciranjih primerljivi, kar je predpogoj za
primerjavo rezultatov med seboj. Vsi preiskovani tipi vzorcev izpolnjujejo kriterije med-
analizne ponovljivosti, torej volumen injiciranja vzorca in njegova kon¢na koncentracija v

testiranem obmocju ne vplivata na lo¢bo.
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Preglednica XIX: Rezultati testa vpliva volumna injiciranja in kon¢ne koncentracije vzorcev
na rezultate. Koncentracijsko obmocje je podano relativno glede na referen¢ni vzorec (AP =
agregacijski produkti, GV = glavni vrh).

AP [%]

1gG1_nat_2
GV [%] 99,8 99,7 0,1

konc. obmogje [-]

AP [%]
GV [%] 998 9938 0

konc. obmogje [-]

1gG1 nat 2

AP [%]

1gG1_str_1
GV [%] 96,9 96,9 0

konc. obmogje[-]

AP [%] 202 213
1gG2_str_1
GV [%] 795 784 11
konc. obmogje [-] 0,75 0,88 / DA

* — oznaka rezultata, kjer je namesto absolutne napake izracunana relativna napaka.

Rezultate nizjega nanosa pri novi metodi smo primerjali z rezultati izhodne metode
(preglednica XX). Razlike med njima so bile v dolzini in temperaturi kolone, ¢asu analize

in nanosu — volumnu injiciranja in kon¢ni koncentraciji vzorca.

KrajSa kolona enake notranje sestave pomeni krajsi ¢as, ki je na voljo za lo¢bo, torej so
analiti med seboj slabSe loCeni; teoreticno pa se sprememba dolzine kolone odraza v
manjSem S$tevilu teoretskih podov, kar vpliva na zmanjSanje resolucije [20]. Resolucija pri
vzorcu MWM torej pricakovano pade, vendar je Se vedno dovolj visoka in ustreza
zastavljenim kriterijem specifi¢nosti. Prav tako je nizje razmerje med signalom in Sumom,
vendar Se vedno ustreza kriterijem. Tudi rezultati referen¢nih vzorcev so si primerljivi med

seboj, zato lahko zaklju¢imo, da je novi nanos 0,75 pg ustrezen. Vsi nadaljnji eksperimenti
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so prevzeli instrumentalne nastavitve volumna injiciranja (0,75 pl) in red¢enje na kon¢no

koncentracijo vzorca 1 mg/ml.

Preglednica XX: Primerjava rezultatov vzorcev analiziranih z izhodno metodo in novo metodo
—razlike med njima so bile v dolzini in temperaturi kolone, ¢asu analize in nanosom na kolono
(s/m = razmerje med signalom in Sumom, AP = agregacijski produkti, GV = glavni vrh).

Izhodna metoda 3,94 6,71
Nova metoda 3,19 4,52

Izhodna metoda 76,93 7218

Nova metoda 19,09 1452

Izhodna metoda 0,24 99,71
Nova metoda 0,23 99,74
Absolutna napaka 0,01 0,03
Kriteriji ustreznosti A: A<0,1 % (abs.) D: A<1,5% (abs.)
[ el ] wARDA EGVRY |
Izhodna metoda 0,81 99,10
Nova metoda 0,83 98,84
Absolutna napaka 0,02 0,26
Kriteriji ustreznosti B: A<0,2 % (abs.) D: A< 1,5 % (abs.)

4.1.4. Nasicevanje kolone

Nasicevalna raztopina vidno vpliva na rezultate. Celokupna povrsina se pri skoraj vseh
vzorcih poveCa za nekaj odstotkov. Delezi agregatov se povecini obcutno povecajo.
Pricakovano pri glavnih vrhovih opazimo zmanj$anje njihovih delezev, torej je trend
nasproten kot pri agregatih (preglednica XXI). Iz rezultatov je razvidno, da so najvecje
razlike v delezih komponent pri stresnih vzorcih, velika razlika se pokaze tudi pri nativnem
vzorcu fuzijskega proteina. Stresnim vzorcem je skupna manjSa stabilnost in spremenjena
struktura. Posledi¢no so lahko hidrofobne skupine proteinov, ki so sicer skrite v notranjosti
proteina, bolj izpostavljene. Delna hidrofobnost proteinov potencialno razlozi njihovo vecjo

adsorbcijo na dolo¢ene dele ogrodja stacionarne faze (z etilenskimi mosticki premreZenih
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silikatov), kjer je okolje bolj hidrofobno. Obicajno je torej stacionarna faza zascitena pred

elektrostatskimi interakcijami z analitom, na dolo¢enih mestih pa lahko pride med analitom

in stacionarno fazo do moc¢nejsih hidrofobnih efektov [37].

Preglednica XXI: Rezultati testa ustreznosti nasi¢evanja kolone (AP = agregacijski produkti,
GV =glavni vrh).

IgG1_nat_3 1279268 1375298 96030 7.2%
IgG1_str_2 1019630 1051389 31759 3,1%
IgG2_nat_2 1478966 1478254 712 0,0%
1gG2_str_2 1295579 1405643 110064 8,1%
FP_nat_1 4104429 5450663 1346234 28,2%
FP_str_1 4641488 4844761 203273 4,3%

lgG1_nat_3 0,2 0,2 0,0 0,0%
1gG1_str_2 18,0 194 14 7,5%
1gG2_nat_2 0,8 0,7 0,1 13,3%
1gG2_str 2 0,3 1,1 0,8 109,1%
FP nat 1 0,4 0,6 0,2 40,0%
FP str 1 1,9 4,9 3,0 86,8%

IgG1_nat 3 99,5 99,6 0,1 0,1%
IgG1_str_2 816 80,4 1,2 1,5%
IgG2_nat_2 98,8 99,0 0,2 0,2%
19G2_str_2 99,5 98,6 0,9 0,9%
FP_nat_1 98,2 97,9 03 0,3%
FP_str 1 95,5 93,1 24 2,5%

Zmoznost vezave proteinov se z veCanjem Stevila injiciranj, ko se kolona stara in poskoduje,

Se poveca. Vloga nasiCevalne raztopine je zasititi potencialna vezavna mesta stacionarne

faze, kamor bi se med analizo vezali proteini. Ko so mesta zasicena, se nadaljnji proteini, ki

potujejo skozi kolono, nanjo ne vezejo ve¢. Rezultati so posledi¢no bolj to¢ni in ponovljivi.
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Sklepamo, da so bolj pravilni rezultati po nasi¢evanju kolone, zato smo v nadalje kolono

pred analizo nasicevali.

4.1.5. lzbira mobilne faze

Z vecanjem ionske moci in dodatkom NaClOs smo v testirani mobilni fazi zeleli zmanjsati
adsorbcijo analita na stacionarno fazo, hkrati pa smo z visoko ionsko mo¢jo zmanjsali tudi
moznost mikrobioloske kontaminacije (posledicno kolone po analizi ni treba shranjevati v
20% etanolu, kar prihrani kar nekaj ¢asa). Vzorce smo na novi koloni testirali z uporabo
obeh mobilnih faz. Preglednica XXII z rezultati je prikazana spodaj.

Preglednica XXII: Primerjava rezultatov po analizi z izhodno in testirano mobilno fazo (MF =
mobilna faza, AP = agregacijski produkti, GV = glavni vrh).

Absolutna / - _
Ime vzorca Vrh Izhodna MF  Nova MF _ Kriterij ustreznosti
relativna* napaka
AP [%] 0,2 0,2 0,0 A: A<0,1% (abs.)
IgG1_nat_4
GV [%] 99,1 99,1 0,0 D: A<1,5% (abs.)
AP [%] 0,8 0,9 0,1 B: A<0,2% (abs.)
IgG1 str 3
GV [%] 95,3 95,1 0,2 D: A<1,5% (abs.)
AP [%] 1,6 1,7 0,1 B: A<0,2 % (abs.)
IgG1 str 4
GV [%] 97,9 98,2 0,3 D: A<1,5% (abs.)
AP [%] 1,7 2,3 26,1* C: A<10 % (rel.)
FP_nat 1
GV [%] 97,9 97,5 0,4 D: A<1,5% (abs.)
AP [%] 0,4 0,7 0,3 B: A<0,2% (abs.)
FP_str 2
GV [%] 99,3 98,9 0,4 D: A<1,5% (abs.)
AP [%] 3,1 17,0 81,8* C: A<10% (rel.)
FP_str_3
GV [%] 95,7 82,5 13,2 D: A<1,5% (abs.)
AP [%] 0,8 0,8 0,0 B: A<0,2 % (abs.)
IgG2_nat 2
GV [%] 98,9 99,0 0,1 D: A<1,5% (abs.)
AP [%] 0,4 1,0 0,6 B: A<0,2% (abs.)
IgG2_str_3
GV [%] 99,3 98,9 0,4 D: A<1,5% (abs.)

* — oznaka rezultata, kjer je namesto absolutne napake izracunana relativna napaka.

Iz preglednice je razvidno, da metodi pri dolo¢enih manj stabilnih in strukturno
spremenjenih vzorcih (FP_nat_1, FP_str_2, FP_str_3, 1gG2_str_3) glede na kriterije med-
analizne ponovljivosti nista primerljivi. Pri omenjenih vzorcih nova mobilna faza kaze visje

deleze agregatov kot izhodna. Poleg preprecevanja sekundarnih interakcij z matriksom
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kolone je ena od moznih razlag za visji delez agregatov v primeru nove mobilne faze ta, da
lahko natrijev perklorat (NaClO4) inducira nastanek agregatov iz monomerov zaradi svojega
oksidativnega potenciala [37]. Rezultati so bili najmanj primerljivi pri vzorcih fuzijskih
proteinov in stresnih vzorcih — omenjeni vzorci se strukturno razlikujejo od klasi¢nih IgG
molekul; kar bi lahko bil potencialen vzrok za vecjo dovzetnost za oksidativno delovanje

natrijevega perklorata.

Da bi preverili pravilnost rezultatov in ugotovili vzrok za razlike, smo vzorce, katerih
rezultati med metodama niso bili primerljivi, poslali na analizo z tehniko analitskega
ultracentrifugiranja (AUC) v karakterizacijski laboratorij podjetja Sandoz v Nemciji.
Manipulacija z vzorci (sprememba ionske moci in pH okolice, stresanje, sprememba tlaka,
stik vzorca s povr$ino, sprememba temperature in podobno) je lahko vzrok za nastanek
agregatov. Pri AUC je manipulacija minimalna, zato je ta tehnika primerna za sekundarne
analize in potrjevanje rezultatov pridobljenih z tehniko SEC. Izvedli so dve AUC analizi, pri
¢emer so vzorce red¢ili z novo in izhodno mobilno fazo. Rezultati med analizama niso
pokazali statisticno znacilnih razlik v delezih agregatov in monomerov, torej sama mobilna
faza pri pogojih analize ne spodbuja nastanka agregatov (vzorci so enako stabilni v obeh
mobilnih fazah). Razlaga oz. ugotovitev se sklada z raziskavo Majumdarja in sodelavcev, Ki
so pokazali, da se v prisotnosti kaotropnih soli delez agregatov pri temperaturah 5 °C in 25
°C v roku enega leta ne spremeni, medtem ko se pri temperaturi 40 °C ucinek kaotropnih
soli pozna $ele po precej daljsem Casu, kot traja povprecna analiza [41]. Rezultate nasih SEC
metod (izhodne in testirane) smo zato primerjali s povpreéjem rezultatov obeh analiz AUC.
Opazimo lahko, da AUC pri vecini vzorcev pokaze ve¢ agregatov kot obe SEC metodi
(preglednica XXIII), hkrati pa vidimo, da nova MF kaze ve¢ agregatov kot izhodna MF.

Preglednica XXIII: Primerjava rezultatov pridobljenih z razlicnima mobilnima fazama z
rezultati AUC (MF = mobilna faza, AP = agregacijski produkti, GV = glavni vrh).
AUC (povprecje
Ime vzorca Vrh Izhodna MF Nova MF ® Vp :
obeh meritev)
AP [%] 0,4 1,0 3,0
IgG2_str_3
GV [%] 99,3 98,9 97,1
AP [%] 0,4 0,7 3,7
FP_str 2
GV [%] 99,3 98,9 96,35
AP [%] 31 17,0 19,8
FP_str 3
GV [%] 95,7 82,5 80,25
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Nasi rezultati se torej skladajo z ugotovitvami o primerjavi tehnik AUC in SEC, ki jih
najdemo v literaturi [19, 24, 42, 43]. VVzrokov, zakaj prihaja do razlik med novo testirano

metodo in AUC, je lahko ve¢. Med njimi velja izpostaviti naslednje:

e Tehnika AUC ima visoko limito kvantifikacije in je relativno neponovljiva pri

dolocitvi nizjega deleza agregatov (< 3 %).

e Tehniki se razlikujeta v principu delovanja in obdelavi podatkov po detekciji
absorbance. Pri SEC se deleze komponent izra¢una direktno iz merjene absorbance,
medtem ko je pri AUC potrebna nadaljnja ra¢unalniska obdelava podatkov. To se

lahko odrazi v odstopanju med rezultati.

e AUC doloca agregate v velikostnem razponu 1 — 100 nm, medtem ko ima SEC razpon
1 — 50 nm. Poleg tega se lahko pri SEC ve¢ji agregati zadrzijo na friti pred kolono in

jih ne analiziramo (najvecje razlike so ravno v delezih vi§jih oligomerov).

e Razli¢ni rezultati so lahko potencialno tudi posledica razli¢nih pogojev oz.
manipulacije z vzorci (sestava okoljskega pufra proteinov, red¢enje, pretok, tlak,

temperatura idr.).

Glede na to, da je v ¢asovnih okvirih trajanja analize stabilnost vzorcev v obeh mobilnih
fazah enaka, lahko domnevamo, da so razlike v rezultatih med metodama SEC posledica
vezave vzorcev na polnilo kolone preko sekundarnih interakcij. Predvidevamo, da nova
mobilna faza zaradi vec¢je ionske moci in specifiénih lastnosti NaClO4 prepreci vsaj del
nespecifi¢nih interakcij s stacionarno fazo in tako kaze bolj realno sliko dejanskega stanja
kot izhodna mobilna faza. Kljub razlikam med AUC in novo ter izhodno metodo SEC lahko

zaklju¢imo, da z novo mobilno fazo dobimo bolj tocne rezultate kot z izhodno mobilno fazo.

Parametri, ki smo jih spremenili med optimizacijo, so prikazani v preglednici XXIV.
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Preglednica XXIV: Povzetek razlik med izhodno in nhovo metodo.

Parameter Izhodna metoda Nova metoda
Dolzina kolone 300 mm 150 mm
Temperatura kolone 30 °C 40 °C
Cas trajanja analize 15 min 5min /5,5 min
Nanos vzorca na kolono 3,75 ug 0,75 ng
Kon¢na koncentracija vzorca 0,75 mg/ml 1,00 mg/mi
Volumen injiciranja vzorca 5,00 pl 0,75 pl
Nasic¢evanje kolone NE DA
Mobilna faza 150 mM K3HPO4 / KH2POs, 50 mM NaH;POs; 400 mM
pH 6,5 NaClO, - H,0, pH 6,0

4.2. PRENOSLJIVOST NOVE METODE

Pri testiranju prenosljivosti metode smo se drzali enakih kriterijev kot pri optimizaciji
metode. Najprej smo preverili primerljivost rezultatov med detektorjema PDA in TUV. Pri
prvem vzorec presvetli svetloba razlicnih valovnih dolZin, ki pada na diode obcutljive na
svetlobo (dolocena vrsta diode je ob¢utljiva na dolo¢eno valovno dolzino), torej selektivnost
pri PDA detektorju dosezemo preko diod. Na drugi strani TUV detektor vzorec presvetli le
z zeleno valovno dolzino. Prednost PDA detektorja je sposobnost spremljanja absorbance
valovnih dolzin celotnega UV obmocja spektra, medtem ko je prednost TUV vecja
priprav nativnega in stresnega vzorca, zbrani v preglednici XXV, ustrezajo kriterijem. Pri
novo razviti metodi lahko namesto PDA detektorja uporabljamo tudi TUV detektor.

Kromatogrami vzorcev so prikazani na slikah 14 in 15.
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Preglednica XXV: Rezultati meritev s PDA in TUV detektorjem s pripadajo¢imi kriteriji (AP
= agregacijski produkti, GV = glavni vrh).

IgG2_nat 3 A

1gG2 _nat 3B | PLOQ PLOQ n.a.

IgG2_nat 3C | PLOQ PLOQ  na

IgG2_nat 3D | PLOQ PLOQ n.a.

IgG2_nat 3E | PLOQ PLOQ na.

IgG2 nat 3F | PLOQ PLOQ n.a.

IgG2_str 1A | 189 187 1,1

lgG2_str 1B | 189 18,4 2,7*

IgG2_str 1C | 186 19,0 2,1*

IgG2_str 1D | 192 195 1,5%

1gG2_str 1 E 19,1 19,2 0,5*

IgG2_str 1F | 190 191 0,5%

* — oznaka rezultata, kjer je namesto absolutne napake izracunana relativna napaka.
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Slika 14: Prekrita kromatograma nativnega (nestresnega) vzorca lgG2. Posneli smo ju z
detektorjema PDA in TUV (AP = vrh agregacijskih produktov, GV = glavni vrh, DP1 = 1. vrh
degradacijskih produktov, DP2 = 2. vrh degradacijskih produktov).
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Slika 15: Prekrita kromatograma stresnega vzorca lgG2. Posneli smo ju z detektorjema PDA
in TUV (AP1 = 1. vrh agregacijskih produktov, AP2 = 2. vrh agregacijskih produktov, GV =
glavni vrh, DP1 = 1. vrh degradacijskih produktov, DP2 = 2. vrh degradacijskih produktov,
DP3 = 3. vrh degradacijskih produktov).

Tudi rezultati testa prenosljivosti metode na HPLC sistem so obetavni. Z izjemo enega
stresnega vzorca fuzijskega proteina so rezultati ostalih tipov molekul primerljivi
(preglednici XXVI in XXVII ter slika 16). Sklepamo, da se lahko metoda izvaja tudi na
ustrezno modificiranem HPLC sistemu. Omenjeni testi kazejo dobro robustnost metode in

moznost njene razsirjene uporabe.

Preglednica XXVI: Primerjava resolucije na UHPLC in modificiranem HPLC sistemu.

MWM UHPLC HPLC - modificiran
Resolucija (1gG / holo-transferin) [-] 3,0 3,1
Resolucija (aprotinin / histidin) [-] 2,2 2,2
0.100-
0.0754
2 J
| | o |
0.025 il | | | [ |
| | ‘/ ?‘
0.000- .,_//"‘/ I} = 4 = X /A - ‘J - — — / ‘V/
1.0_ UL liztem 20 25 30 s 35 40 45 50 55

MWM_HPLC sistem (modificiran)

Slika 16: Prekrita kromatograma vzorca MWM. Posneli smo ju na UHPLC in modificiranem
HPLC sistemu.
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Preglednica XXVII: Rezultati meritev na UHPLC in modificiranem HPLC sistemu s
pripradajoc¢imi kriteriji (AP = agregacijski produkti, GV = glavni vrh).

0,2
str_2
1gG2_
PLOQ PLOQ n.a. 0,1
nat_1
19G2_
20,2 18,6 7,2* 13
str 1
FP_nat
2,3 2,3 0,0* 01
1
FP_str D:A<1,5
22,7 17,3 23,9* 75,3 80,6 53
3 % (rel.) % (abs.)

* — oznaka rezultata, kjer je namesto absolutne napake izracunana relativna napaka.

4.3. KVALIFIKACIA (ZGODNJA VALIDACIJA) METODE

Kriteriji uspesnosti kvalifikacije 0z. zgodnje validacije, ki smo si jih zastavili vnaprej,
izhajajo iz internega Novartisovega postopka. Rezultati nasih meritev, kriteriji in sklepi so

zbrani v nadaljevanju.

4.3.1. Specifi¢nost

Za preverjanje specifi¢nosti smo prekrili kromatograme dveh vzorcev in njunega
red¢itvenega pufra - formulacije. VVrhovi agregatov in glavnega vrha na kromatogramih
vzorcev morajo biti tako jasno lo¢eni med seboj, da jih programska oprema po avtomatskem
procesiranju in integriranju zazna kot lo¢ene vrhove, vendar pri tem ni zahtevana njihova
razmejitev do bazne linije kromatograma. Prav tako pufer ne sme interferirati z detekcijo,
zato na kromatogramu pufra ne smemo zaznati vrhov na obmocjih, kjer se iz kolone eluirajo
nasi proteini. Ocena obeh kriterijev je vizualna in kvalitativna. Kot lahko vidimo na prekritih

kromatogramih (slika 17), je specifi¢nost dosezena.
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Slika 17: Prekriti kromatogrami nativnega vzorca lgG2, stresnega vzorca 1gG2 in pufra
omenjenih vzorcev (matriksa).

4.3.2. Linearnost in tocnost

Metoda v testiranem obmocju izkazuje dobro linearnost odziva, ce je korelacijski koeficient
regresijske premice: r > 0,99. Dodaten kriterij predstavlja vrednost preseci§¢a premice z y-
0sjo. Absolutna vrednost presecis¢a mora biti manj$a od 5 % z regresijo izracunane vrednosti
nominalnega nanosa. Podoben kriterij velja tudi za preverjanje dela to¢nosti, le da mora biti
tam vrednost manjs$a od 1 %. Iz odzivov glavnih vrhov pri dolo€enih koncentracijah smo
izvedli regresijsko analizo s pomoc¢jo programske opreme »Excel« in izra¢unali linearno
regresijsko premico ter po enacbah 3 in 4 za obe molekuli (IgGl in IgG2) izracunali
Pearsonov korelacijski koeficient in presecisce z y-osjo kot delez vrednosti pri nominalnem
nanosu (enacbi sta navedeni v prilogi A). Rezultati regresijske analize so prikazani v
preglednici XXVIII. Na slikah 18 in 19 sta prikazana grafa odvisnosti odziva od
koncentracije za molekuli 1gG1 in 1gG2. Preglednica z odzivi glavnih vrhov pri dolo¢enih

koncentracijah je prilozena v prilogi A (preglednica XXX).

Preglednica XXVIII: Rezultati regresijske analize (r = Pearsonov korelacijski koeficient, A =

Wew W

absolutna vrednost preseci§¢a premice z y-0Sjo kot deleZ odziva izratunanega nominalnega
nanosa).

Molekula Enacba premice r[-] A [%]
IgGL_nat_1 y = 1502329 — 11344 0,9988 0,76
19G2_nat_1 y = 1560573x — 6805 0,9998 0,44
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Kriteriji ustreznosti (r > 0,99 — linearnost; A <5 % — linearnost; A < 1 % — to¢nost) SO
izpolnjeni za oba vzorca. Metoda izkazuje dobro linearnost odziva v testiranem obmodcju za
oba tipa molekul. Z izbranimi red¢itvami smo doloéili tudi linearno obmo¢je metode (1 —
1250 pg/ml). Tocnost in linearnost smo preverjali oz. zagotavljali tudi z naslednjimi testi in

ukrepi:

e Skriterijem najvecjega dovoljenega odstopanja presecisca z ordinatno osjo smo preverili
morebiten konstanten odmik regresijske premice v smeri y-0si. Z njegovo odsotnostjo
smo zagotovili proporcionalnost odziva metode s koncentracijo analita. Linearnost
odziva detektorskega sistema je bila preverjena in zagotovljena z redno validacijo

UHPLC sistema s strani proizvajalca opreme.

e Morebitno napako v naklonu regresijske premice smo preverili na dva nacina.
Koncentracija izhodnih raztopin proteinov iz katerih smo pripravljali red¢itve, je bila
izmerjena z drugo referencno analizno tehniko preko UV detekcije. Poleg tega smo

pripravili lo¢ene in neodvisne red¢itve omenjenih vzorcev.

e Tocnost je bila dodatno preverjena z meritvami standardnih referencnih materialov z

znano vsebnostjo analita, vendar ti podatki v okviru naloge niso zajeti.

IgG1
2500000

2000000
1500000
1000000

500000

Odziv [uV*sec]

y =ax +b
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

0

-500000
Koncentracija [mg/ml]

Slika 18: Graf odvisnosti odziva od koncentracije za molekulo 1gG1 pri testirani metodi.
Enacba premice: y = 1502329x — 11344,
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1gG2
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1500000
1000000

500000
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0
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-500000
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Slika 19: Graf odvisnosti odziva od koncentracije za molekulo 1gG2 pri testirani metodi.
Enacba premice: y = 1560573x — 6805.

4.3.3. Dolocitev LOQ (meje dolocljivosti)

Preglednica XXIX: Rezultati testa LOQ (s/n = razmerje med signalom in Sumom, SD =
absolutni standardni odklon, RSD = relativni standardni odklon).

1gG1_nat_1LOQ A
IgG1_nat 1LOQ B
IgG1 nat 1 LOQ C
IgG1 _nat 1 LOQ D
IgG1 _nat 1 LOQ E
IgG1_nat_1 LOQ F
19G2_nat_1LOQ A
IgG2_nat_1LOQ B
1gG2_nat 1 LOQ C
1gG2 _nat 1 LOQ D
19G2_nat_1 LOQ E
1gG2_nat 1 LOQF

Kriteriji dolo¢itve LOQ so naslednji: razmerja med signalom in Sumom posameznih odzivov

(s/n) morajo biti vecja od 10 (razmerja nam dolo¢i programska oprema samodejno), hkrati
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pa mora biti relativni standardni odklon (RSD) odzivov manjsi od 30 %. Rezulatati so zbrani
v preglednici XXIX. Testirana koncentracija LOQ ustreza zastavljenim kriterijem: s/n > 10;
RSD < 30 %. Molekule tipa 1gG1 in 1gG2 lahko kvantitativno ovrednotimo pri 0,1 %

nominalne koncentracije.

4.3.4. Natan¢nost (znotraj-analizna ponovljivost) in med-analizna ponovljivost

Pri preverjanju ponovljivosti lo¢imo kriterije za preverjanje znotraj-analizne in med-
analizne ponovljivosti. Pri obeh testih so podkriteriji odvisni od deleza povrSine
vrednotenega vrha. Kriteriji za med-analizno ponovljivost so opisani na zacetku tega
poglavja (»Rezultati in razprava«), znotraj-analizno ponovljivost pa preverjamo z

naslednjimi Kkriteriji:
e A:RSD <30 % (analiziran vrh < 0,5 % glavnega vrha)
e B:RSD <10 % (analiziran vrh > 0,5 % glavnega vrha)
e C:RSD <5 % (analiziran vrh je glavni vrh)

Testirana metoda je prestala vse zastavljene kriterije, torej daje ponovljive rezultate tako za
nativne, kot tudi za stresne vzorce molekul tipa IgG1 in IgG2. Prav tako metoda ni ob¢utljiva
na manjSe spremembe v pogojih, kar se sklada z nasimi dosedanjimi ugotovitvami o
robustnosti metode in je zato primerna za splosno rutinsko uporabo. Rezultati in primerjave
s kriteriji so zbrani v prilogi B v preglednicah XXXI, XXXII in XXXIII.
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5. SKLEP

V farmacevtski industriji bioloskih zdravil je nadzor ravni agregacijskih produktov nujen,
zato v laboratorijih redno izvajajo gelsko izklju¢itveno kromatografijo, ki velja za referen¢no
tehniko doloc¢anja agregatov. Pri hitrem razvoju podro¢ja bioloskih zdravil so potrebe po
analizah Cedalje ve¢je. Posledi¢no moramo analitske metode prilagajati in izpopolnjevati,

hkrati pa morajo za izbrane analite nuditi to¢ne in natan¢ne rezultate.

V' magistrskem delu smo optimirali eno izmed trenutno dostopnih metod za detekcijo
agregatov terapevtskih proteinov v bolj to¢no in zmogljivo (procesivno) ter jo z namenom
splosne uporabe za analitsko podporo razvoja terapevtskih proteinov razvijali na razli¢nih
tipih molekul (IgGl1, 1gG2 in fuzijskem proteinu). Poleg agregacijskih produktov smo

spremljali tudi deleze monomerov za primer uporabe metode za doloCanje Cistosti.

V okviru optimizacije smo izbrali krajso kolono in spremenili temperaturo kromatografske
lo¢be, pri ¢emer smo Cas analize skrajSali za 3-krat. Testirali smo manj$i nanos vzorca na
kolono in preverili vpliv volumna in koncentracije injiciranega vzorca na rezultat. Vpeljali
smo nasicevanje kolone in novo mobilno fazo, s ¢imer smo izni¢ili problem adsorbcije

analita na stacionarno fazo med kromatografsko locbo.

Zaradi krajSe kolone so za analizo potrebni nizji tlaki, zato smo ustreznost delovanja razvite
metode preverili tudi na obi¢ajnem HPLC sistemu, na katerem smo zaradi zmanj$anja mrtvih
volumnov zamenjali detektorsko celico in povezovalne kapilare. Obetavni rezultati kazejo
moznost prenosa tako razvite UHPLC metode tudi na obicajne HPLC sisteme, kar velja v
nadalje podpreti z dodatnimi testi. Omenjeni test in test alternativnega detektorja zaradi
razSirjenosti HPLC sistemov odpirata moznosti SirSi uporabi metode, hkrati pa skupaj z

ostalimi testi optimizacije potrjujeta njeno robustnost.

V zadnjem sklopu magistrske naloge smo s kvalifikacijo oz. zgodnjo validacijo na
molekulah tipa IgG1 in 1gG2 potrdili, da je tako razvita metoda specifi¢na, to¢na, linearna,
ponovljiva in robustna. Potrdili smo tudi eksperimentalno dolo¢eno vrednost LOQ in

linearno obmocje metode.

Rezultati optimizacije in kon¢na kvalifikacija potrjujejo, da razvita metoda daje zanesljive
rezultate. Dognanja in zakljucki, do katerih nas je vodila optimizacija, lahko pomagajo vsem

raziskovalcem, ki razvijajo kromatografske metode in se srecujejo s podobnimi problemi.
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PRILOGA A: Rezultati testiranja linearnosti.

Preglednica XXX: Rezultati testa linearnosti za molekuli IgG1 in 1gG2.

IgG1_nat_ 1 0,1% IgG2_nat_1_0,1%
0,001 1346 0,001 1297
A A
IgG1_nat_ 1 0,1% IgG2_nat_1_0,1%
0,001 1362 0,001 1313
B B
IgG1 nat 1 _0,1% 1gG2_nat_1_0,1%
0,001 1327 0,001 1292
C C
IgG1_nat 1 1% 1gG2_nat 1 1%
0,010 11384 0,010 11556
A A
IgG1_nat 1 1% 1gG2_nat 1 1%
0,010 10599 0,010 11323
B B
IgG1_nat 1 1% 1gG2_nat 1 1%
0,010 11354 0,010 11291
C C
IgG1_nat 1_25% 1gG2_nat_1_25%
0,250 356264 0,250 384375
A A
IgG1_nat 1_25% 1gG2_nat_1_25%
0,250 359836 0,250 376814
B B
1gG1_nat_1 25% IgG2_nat_1 25%
0,250 355330 0,250 377016
C C
IgG1_nat 1_50% 1gG2_nat_1_50%
0,500 732258 0,500 770777
A A
1gG1_nat_1 50% IgG2_nat_1 50%
0,500 714914 0,500 768632
B B
IgG1_nat 1_50% 1gG2_nat_1_50%
0,500 720974 0,500 782793
C C
IgG1_nat 1_75% 19gG2_nat_1_75%
0,750 1096235 0,750 1172058
A A
IgG1_nat 1_75% 1gG2_nat_1_75%
o 0,750 1112231 5 0,750 1162950
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IgG1 nat 1 75% IgG2_nat 1 75%
0,750 1083162 0,750 1130760
C C
IgG1_nat_1 100 IgG2_nat_1 100
1,000 1599918 1,000 1531497
% A % A
IgG1_nat_1 100 IgG2_nat_1 100
1,000 1476647 1,000 1537326
% B % B
IgG1_nat 1 100 IgG2_nat_1 100
1,000 1466375 1,000 1548032
%C % C
IgG1_nat 1 125 IgG2_nat 1 125
1,250 1931830 1,250 1943352
% A % A
IgG1_nat 1 125 IgG2_nat 1 125
1,250 1831474 1,250 1962949
% B % B
IgG1 _nat 1 125 IgG2_nat 1 125
1,250 1837738 1,250 1977636
% C % C

Enacba 3: Pearsonov korelacijski koeficient.

N XY — LXi LY

r = °

(nEE - Ex) [n 22 - (Eyo?

r = Pearsonov korelacijski koeficient

x; = koncentracija posamezne meritve
e y; = 0dziv posamezne meritve

e 1 = Stevilo meritev

Enacba 4: Absolutna vrednost preseciS¢a kot delezZ odziva nominalnega nanosa. Cleni enacbe
so0 vzeti iz izrafuna regresijske premice: y = ax + b.

b
A[%] = |— £100 o

D A = vrednost presecisca kot delez odziva nominalnega
y

nanosa
e b = zadetna vrednost

e y =vrednost enacbe regresijske premice
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PRILOGA B: Rezultati testiranja znotraj-analizne in med-analizne ponovljivosti.

Preglednica XXXI: Znotraj-analizna ponovljivost v 1. analizi (AP = agregacijski produkti, GV
= glavni vrh, RSD = relativni standardni odklon).

IgG1_nat 1 A
IgG1 nat 1 B 0,2
IgG1_nat 1 C 0,2

0,2 0,0
IgG1 nat 1 D 0,2
IgG1 nat 1 E 0,2
IgG1 nat 1 F 0,2
IgG1_str 4 A 1,1
IgG1l str 4B 11
1gG1_str 4 C 1,1

1,1 3,7
IgG1_str_4 D 11
IgG1 str 4 E 1,1
IgG1 str 4 F 1,2
1gG1 _str 5 A 0,9
IlgG1_str 5B 0,9
IgG1 str 5C 0,9

0,9 0,0
IgG1_str 5D 0,9
IgG1 str 5E 0,9
IgG1 str 5F 0,9
1gG2_nat_ 4 A | PLOQ
1gG2_nat 4B | PLOQ
IgG2_nat 4C | PLOQ

PLOQ n.a.

1gG2_nat 4D | PLOQ
IgG2_nat 4E | PLOQ
1gG2_nat 4 F | PLOQ
1gG2_str 4 A 15
1gG2_str_ 4B 1,4 1,5 8,3
1gG2_str 4 C 14
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19G2_str 4 D 1,4 98,3
1gG2_str_ 4 E 1,4 98,4
1gG2_str 4 F 1,7 97,9
1gG2_str 1 A 19,5 80,2
IgG2_str 1B 19,0 80,8
1gG2_str_ 1 C 19,4 80,3
IgG2 str 1D | 187 191 L9 81,0 500
IgG2_str 1E | 187 81,0
IgG2_str 1 F 194 80,3

Preglednica XXXII: Znotraj-analizna ponovljivost v 2. analizi (AP = agregacijski produkti,
GV = glavni vrh, RSD = relativni standardni odklon).

IgG1 _nat 1 A
IgG1_nat 1 B 0,2
IgG1 nat 1C 0,2
IgG1 nat 1D 0,3
IgG1 _nat 1 E 0,2
1gG1_nat 1 F 0,2
IgG1_str 4 A 1,3
IgG1_str 4B 1,3
IgG1_str 4C 1,3
1gG1_str 4D 1,3
IgG1_str 4 E 1,3
1gG1_str 4 F 15
IgG1_str 5 A 0,9
IgG1 _str 5B 0,9
IgG1 _str 5C 0,9
1gG1_str 5D 0,9
IgG1_str 5E 0,9
1gG1_str 5F 1,0

0,2 18,8

1,3 6,1

0,9 4,5
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1gG2_nat 4 A | PLOQ
IgG2_nat 4B | PLOQ
IgG2_nat 4 C | PLOQ
PLOQ n.a.
IgG2_nat 4D | PLOQ
IgG2_nat 4E | PLOQ
1gG2 nat 4F | PLOQ
19G2_str 4 A 15
IgG2_str 4B 15
1gG2_str 4 C 15
1,5 0,0
1gG2_str_ 4D 15
IgG2_str 4 E 15
1gG2_str 4 F 15
1gG2_str 1 A 18,8
IgG2_str 1B 18,6
IgG2_str 1 C 18,7
18,8 1,0
1gG2_str 1 D 19,1
IgG2 str 1 E 18,8
1gG2_str 1 F 19,0
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99,7
99,7
99,7
99,7
99,7
99,7

99,7

98,3
98,2
98,3
98,3
98,3
98,3

98,3

80,8
80,9
80,9
80,4
80,8
80,6

80,7




Preglednica XXXII1: Med-analizna ponovljivost 1. in 2. analize (1. analiza = #1, 2. analiza =
#2, AP = agregacijski produkti, GV = glavni vrh).

IgG1_nat 1

lgG1 str 4 | 11 1,3 0,2
IgG1_str 5 | 0,9 0,9 0,0
1gG2_nat 4 | PLOQ PLOQ n.a.
1gG2_str_4 15 15 0
lgG2_str 1 | 19,1 188 1,5%

* — oznaka rezultata, kjer je namesto absolutne napake izracunana relativna napaka.
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