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POVZETEK

Biolosko zdravilo je proizvod, ki ga z uporabo razli¢nih biotehnoloskih metod (npr.
rekombinantna DNA) bodisi ekstrahiramo iz razli¢nih bioloskih virov, npr. ljudi, zivali,

mikroorganizmov ali pa ga v jih proizvedemo.

Sodobne medicine si dandanes brez uporabe bioloskih zdravil ne moremo predstavljati.
Uporabljajo se za zdravljenje raka, infektivnih bolezni, avtoimunskih bolezni (npr.
revmatoidni artritis, psoriaza), kardiovaskularnih obolenj, bolezni krvi ter genskih in

nevroloskih motenj (npr. multipla skleroza).

Med novimi zdravili v razvoju deleZ bioloskih zdravil vztrajno narasca, saj predstavljajo 20-
40 % vseh, ki vstopijo na trg. Najve¢ji del med njimi predstavljajo monoklonska
rekombinantna protitelesa, ki jih v razlicnih ekspresijskih sistemih (predvsem v CHO

celicah) razvijamo s pomocjo rekombinantne tehnologije.

Med razvojm le-teh pa prihaja do nastanka post-translacijskin modifikacij, in sicer na
razli¢nih stopnjah razvoja konc¢nega produkta: med proizvodnjo, ¢iS€enjem, formulacijo in
shranjevanjem. Med post-translacijske modifikacije, ki lahko vplivajo na strukturo konénega
protitelesa in s tem na njegovo zivljenjsko dobo v serumu, imunogenost in biolosko funkcijo,

sodi tudi oksidacija. Ta lahko pomembno spremeni u¢inkovitost in varnost zdravila.

Za dolocanje oksidacije monoklonskih protiteles najpogosteje uporabljamo analitsko
metodo peptidnega Kartiranja. Ceprav je metoda ob¢utljiva, toéna in natanéna, pa je tudi

¢asovno zamudna in tehni¢no zahtevna.

Zaradi tega je bil cilj nase naloge razvoj hitrejse kromatografske metode, natancneje protein
A afinitetne kromatografije. Med razvojem metode smo optimizirali ve¢ dejavnikov, in sicer:
temperaturo kolone, pretok, gradient in pH elucijskega pufra. Uspesno smo razvili kratko
(9-minutno) in enostavno metodo, s katero lahko ucinkovito lo¢ujemo oksidirana
monoklonska protitelesa od neoksidiranih. V primerjavi z metodo peptidnega kartiranja je
nasa metoda hitrejSa in tehni¢no enostavnejSa, saj ne zahteva dodatne predhodne priprave
vzorca (razgradnje, alkilacije, inkubacije). Z njo lahko zaznamo nizke stopnje oksidacije, Ki
so znaclilne za proteinski produkt v razli¢nih fazah ¢iscenja in ostalih razvojnih fazah (npr.

pri formulaciji) in jo zato lahko v rutinko prakso uvedemo kot presejalno metodo.



Kljuéne besede: monoklonsko protitelo, oksidacija metioninskih ostankov, peptidno
kartiranje, afinitetna kromatografija.



SUMMARY

Biopharmaceuticals are biotechnological products extracted from or synthesized in various

biological sources such as animals, microorganisms or humans.

They are cruicial in contemporary medicine, as they are used to treat serious diseases such
as cancer, infectious, autoimmune (e.g. rheumatoid arthritis, psoriasis) and cardiovascular

diseases, as well as blood, genetic and neurological disorders (e.g. multiple sclerosis).

Among new drugs being developed the percentage of biopharmaceuticals is increasing.
Actually, 20-40 % of new drugs entering the market are biopharmaceuticals. Monoclonal
antibodies represent major part of all biopharmaceuticals on the market. They are produced

by recombinant technology in different expression systems, most commonly by CHO cells.

Biopharmaceuticals are succeptible to various post-translational modifications which can
occur during the production, purification, formulation or storage of therapeutic proteins.
They can alter shelf-life and cause structural changes of monoclonal antibodies, thereby
contributing to increased immunogenicity and changes of biological functions of therapeutic
proteins. One of the frequent modifications is oxidation which can alter both the efficiency

as well as safety of biological drug products.

The most widely used analytical method for determination of monoclonal antibody oxidation
is peptide mapping. Although this method is sensitive, accurate and precise it requires a lot

of time and technical expertise (time and labour intensive analytical method).

Therefore the aim of this study was to develop a faster method for determination of oxidation
by chromatographic method based on protein A affinity chromatography. During the method
development we have optimized several parameters such as: column temperature, gradient
as well as flow and pH of elution buffer. We have successfully developed a short (9 min)
and simple chromatographic method that allows us to differentiate between oxidized and
un-oxidized monoclonal antibodies. In comparison to peptide mapping method it is faster
and more user-friendly, as no additional sample preparation steps (such as digestion,
alkylation, incubation) are needed and can thus be easily introduced into routine practice.
Aditionally, it allows us to detect low oxidation levels that occur during monoclonal
antibody development and purification processes and can therefore be used as a screening

method.



Key words: monoclonal antibody, methionine oxidation, peptide mapping, affinity
chromatography.
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SEZNAM OKRAJSAV

Ag: antigen

ALC: afinitetna tekoc¢inska kromatografija

AU: absorbanca

Ch: konstantna domena tezke verige

Cv: konstantna domena lahke verige

DPBS: fosfatni pufer s soljo 0z. Dublecco fosfatni pufer s soljo

EMA: Evropska agencija za zdravila

Fab: variabilni del protitelesa, ki prepozna in veze specificen antigen
Fc: kristalizajoci del protitelesa, ki je odgovoren za efektorske funkcije
FcRn: neonatalni receptor

Ig: imunoglobulin

LC-MS: tekocinska kromatografija sklopljena z masno spektroskopijo
mAb: monoklonsko protitelo; mAb_ox: oksidirano monoklonsko protitelo
MF: mobilna faza; MFA: mobilna faza A; MFB: mobilna faza B

MS: masna spektrometrija

Met: metionin; MetOx: oksidacija metioninov

PepMap: peptidno Kkartiranje

PTM: post-translacijska modifikacija

QCS: vzorec, s katerim zagotovimo, da je sekvenca veljavna in rezultati zanesljivi
ROS: reaktivne kisikove zvrsti

RT: retencijski ¢as

VH: variabilna domena tezke verige

V. variabilna domena lahke verige
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1 UVvOD

1.1 Bioloska zdravila

Bioloska zdravila sestavljajo sladkorji, proteini in nukleinske kisline, mednje pa stejemo tudi

zive celice oziroma tkiva (1, 2).

Poleg tega, da jih uporabljamo za zdravljenje razlicnih bolezni, predvsem tezkih, pa SO
uporabna tudi v preventivi in diagnostiki (3, 4, 5). Slika 1 predstavlja razdelitev bioloskih

zdravil glede na razli¢ne nacine njihovega pridobivanja.

Pridobljena s
SINTEZO (sintezni
. peptidi)
REKOMBINANTNA

(rekombinantni:
eritropoetin, inzulin) GENSKA
ZDRAVILA
(terapevtski geni)

BIOLOSKA
ZDRAVILA

Pridobljenaz IZOLACIJO

(naravni ¢loveski in zivalski MONOKLONSKA
hormoni, kri, krvni proizvodi, PROTITELESA
cepiva, uc¢inkovine iz rastlin)

Slika 1: Razdelitev bioloskih zdravil glede na nacin njihovega pridobivanja; prirejeno po (1).

Med novimi zdravili, ki so v razvoju, delez bioloskih zdravil vztrajno naraséa (6). Slika 2
prikazuje obseg prodaje bioloskih zdravil in malih molekul na svetovnem trgu. V naslednjih
nekaj letih bodo po sedanjih ocenah terapevtski proteini dosegli 30 % delez svetovne

prodaje.



190=30 %

TERAPEVTSKI
570 PROTEINI (od
143=27 % § DIV katerih najvedji in
najhitreje rastoci
94=21% ) segment
n 143 predstavljajo mAb)
MALE
4 3 O MOLEKULE
360 378
2008 2013 2018

Slika 2: Svetovni trg biolo$kih zdravil (v milijardah USD); povzeto po (2).

Med bioloskimi zdravili, ki dobijo dovoljenje za vstop na trg, je kar ena tretjina terapevtskih
monoklonskih protiteles (mAb) (1). Proizvodnja rekombinantnih terapevtskih protiteles, se
posebaj mAb in fuzijskih proteinov, predstavlja enega najhitreje rastocih sektorjev

biotehnologije in farmacevtske industrije (7, 8).

V nadaljevanju se bomo posvetili bioloSko podobnim zdavilom, Se posebej biolosko
podobnim mAD, saj sta bili obe testni mAb, ki smo ju preucevali, biolosko podobni zdravili

V razvoju.

1.1.1 Podobna bioloSka zdravila

Biolosko podobno zdravilo je biolosko-medicinski proizvod, podoben referen¢nemu, ki ga
proizvaja generi¢no podjetje in lahko po poteku patenta referen¢nega pridobi dovoljenje za
proizvodnjo (9). Bioloska zdravila so visoko ucinkovita, a je njihova cena zaradi dolgega
razvoja in proizvodnje izredno visoka. Zato se zdravstveni sistemi po vsem svetu srecujejo
z izzivom, kako tovrstno zdravljenje placati ¢im ve¢ bolnikom. Pogosto so to terapije
kroni¢nih stanj. Medtem ko ocenjeno povpreéno dnevno zdravljenje z malo molekulo stane
1 ameriski dolar, pa je za zdravljenje z bioloskim zdravilom potrebno odsteti kar 22 dolarjev.
Tako znasa enoletni stroSek zdravljenja rakavega bolnika z zdravilom Trastuzumab
(Herceptin®) 37.000 amerskih dolarjev, cena za zdravljenje revmatoidnega artritisa in

Chronove bolezni z zdravilom Humira® pa 50.000 ameriskih dolarjev. Zaradi visokih



stroskov zdravstveni sistemi omogocajo zdravljenje z bioloskimi zdravili le bolnikom z
najbolj napredovanimi stadiji bolezni, ¢eprav bi v zgodnjih stadijih z njimi razvoj bolezni

lahko preprecili ali vsaj upocasnili (1).

Biolosko podobna zdravila so cenej$a zato, ker zanje ni potrebno izvajati obseznih klini¢nih
Studij. Zaradi niZje cene so seveda dostopnejsa (1). Po ocenah naj bi do leta 2024 v ZDA na
racun podobnih bioskih zdravil privar¢evali do 250 milijard amerskih dolarjev. V EU pa so
izraCunali, da zna$a prihranek zaradi uporabe biolo§ko podobnega epoetina alfa, 35 %. Kljub
nizji kon¢ni ceni pa razvoj bioloSko podobnega zdravila v primerjavi z razvojem
referen¢nega terja kar 2-krat ve¢ Casa (3). Cena razvoja podobnega bioloskega zdravila na
reguliranem trgu se giblje med 75 in 250 milijonov dolarjev (1). Slika 3 prikazuje rast trga

podobnih bioloskih zdravil s finan¢nega vidika.

Globalno povprasevanje po
bioloskh zdravilih

201

ZDA $507

Evropa $346

Azija-Pacifik $605

Ostali svet $308
Globalno $1,766

1 i i

Slika 3: Rast trga podobnih bioloskih zdravil v milijonih USD (v statistiko so bili vklju¢eni le produkti,

ki ustrezajo regulatornim zahtevam, ki jih je za bioloSko podobna zrdavila vzpostavila EMA); povzeto

po (3).

Za vstop podobnega bioloSkega zdravila na evropski trg je potrebna odobritev Evropske
agencije za zdravila (EMA), za vstop na ameriski trg pa dovoljenje angl.Food and Drug
Administration (FDA). Odobritev temelji na dokazovanju podobnosti z referencnim
zdravilom. Prvo biolosko podobno zdravilo Omnitrope® (somatropin) je EMA odobrila leta
2006, prvo biolosko podobno mAb infliximab (Remicade®) pa leta 2013. V ZDA je prvo
biolosko podobno zdravilo Zarxio™ (Filgrastim-sndz) agencija odobrila leta 2015 (1, 3, 10).


https://en.wikipedia.org/wiki/food_and_drug_administration
https://en.wikipedia.org/wiki/food_and_drug_administration

Proizvajalec mora zagotoviti ustrezno kakovost, ¢istost, u¢inkovitost in varnost zdravila (1).
Za njegovo odobritev pa je potrebno izvesti Studije analiti¢ne, funkcionalne in klini¢ne
podobnosti z referen¢nim zdravilom (10). Biolosko podobno zdravilo mora biti podobno

referenénemu, kar pomeni, da med njima ni kliniéno pomembnih razlik:

» v strukturi,
» v funkciji,
» v farmakokinetskih in farmakodinamskih parametrih,

» v izkazovanju enake/podobne moci (3).

1.1.2 Zgradba protiteles

Za razliko od kemijsko sintetiziranih u¢inkovin, oziroma malih molekul (npr. acetilsalicilne
Kisline), katerih struktura je to¢no dolocena, so bioloSka zdravila strukturno bistveno
kompleksnejsa in 200-1000-krat vecja (Slika 4). Bioloskih zdravil ne moremo pridobivati s
postopkom kemijske sinteze. V nadaljevanju se bomo osredoto¢ili le na monoklonska

protitelesa.

BIOLOSKO ZDRAVILO, npr. IgG1
>20.000 atomov

MALA
MOLEKULA
21 atomov

6°
‘0@ 'S
st

Slika 4: Primerjava velikosti in kompleksnosti strukture male molekule in molekule protitelesa; povzeto
PO (4).

Imunoglobulini (Ig) ali protitelesa so del humoralnega imunskega sistema sesalcev. So topni
glikoproteini, ki jih v odzive na izpostavljenost tujemu antigenu (Ag) proizvajajo aktivirani

limfociti B. Nahajajo se v krvi, tkivnih tekocinah in telesnih izlockih (5). Ker smo za poskuse



v nalogi uporabljali molekuli razreda 1gG, bomo v nadaljevanju malo ve¢ besed posvetili

opisu le-teh, slika 5 pa predstavlja njihovo strukturo.

Lahki verigi

tezka veriga lahka veriga
1,Y,0L,0, Or € or A

Variabino
pedrotje
Hipervariabilno’
podrocje
Konstantino
podrocie

Slika 5: Struktura protitelesa; povzeto po (referenci 4 navedeni pod Literaturo in referenci 5 navedeni

pod Referencami za slike).

Molekule protiteles so sestavljene iz dveh tezkih in dveh lahkih polipeptidnih verig, ki so
med seboj povezane z disulfidnimi vezmi (Slika 5) (5, 11). Tezki verigi sta med seboj
povezani z 2-4 disulfidnimi vezmi, odvisno od vrste protitelesa (7, 11). Glede na vrsto tezke
verige delimo protitelesa v ve¢ razredov: 1gG, IgM, IgA, IgD in IgE. Molekule IgG, glede
na strukturne razlike v tezki verigi, nadalje delimo v 4, IgA pa v 2 podrazreda. Razlikujejo

se v zgradbi, lastnostih in vlogi pri zas¢iti organizma (5).

Tezka in lahka veriga molekule 1gG sta zgrajeni iz konstantnih in variabilnih strukturnih
podrocij. Vsako lahko verigo sestavljata po ena variabilna (VL) in ena konstantna (Cp)
domena, vsako tezko verigo pa po ena variabilna (V) in 3 konstantne (Cnl, Cnx2 in Cn3)
domene. Vsaka domena pa vsebuje eno medverizno disulfidno vez (7, 11, 12, 13). Variabilna
podroc¢ja nadomenah CL in Cn1 tvorijo paratop, ki je odgovoren za prepoznavo specifi¢nega
antigena. Ta del molekule oznacujemo s kratico Fab. Strukturni del Fc molekule 1gG pa je
odgovoren za efektorske funkcije protitelesa, npr. za vezavo na receptorje Fcy in ga
sestavljata domeni Cn2 in Ch3 (12, 13, 14). Na podlagi razlik v predelu Fc razlikujemo

razli¢ne podrazrede protiteles (15).

Vsako variabilno podrocje je sestavljeno iz treh hipervariabilnih regij, ki imajo klju¢no vlogo
pri prepoznavi Ag in vezavi protitelesa na specifi¢en antigenski epitop. Mesto na molekuli

IgG, kamor se veze Ag, imenujemo antigen vezavno mesto ali paratop (15). Razvejitveno



podroc¢je molekule (angl. hinge region) pa je polimorfna aminokislinska regija, bogata s
cisteinskimi in prolinskimi ostanki, ki se nahaja med tezkima verigama molekul podrazredov

IgG in IgA in z disulfidnimi vezmi povezuje tezki verigi (Slika 5).

Mehanizem delovanja mAb je lahko monoklonski ali poliklonski. Razli¢ni kloni linij
limfocitov B namre¢ proizvajajo protitelesa, ki prepoznajo razlicne epitope na Ag.
Heterogena mesanica teh protiteles zagotavlja poliklonski odziv in je klju¢na za uspesen

obrambni odziv organizma na tuj Ag (5).

Poznamo ve¢ mehanizmov delovanja mAb (Slika 6):
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Slika 6: Shematski prikaz razli¢nih mehanizmov delovanja protiteles, povzeto po (6).

V terapevtske in diagnostiéne namene pa Vv glavnem uporabljamo mAb. Monoklonsko
protitelo je specifi¢no za en epitop dolo¢enega Ag in je proizvod enega klona limfocitov B.
To specificnost izkoris¢amo za ciljano zdravljenje. Monoklonska protitelesa lahko
uporabljamo tudi kot prenasalce efektorskih molekul, kot so: Ag, encimi, toksini, DNA in
citokini. Tovrstne komplekse protitelo-efektorska molekula lahko usmerimo do tarénih celic
(npr. rakastih), kjer nato efektorske molekule izvedejo svoj ucinek (5). Prednosti uporabe

mMAD so Stevilne, npr. visoka ucinkovitost, specifi¢nost, Siroko terapevtsko obmocje, malo



stranskih/nezelenih uc¢inkov ter izjemna kemicna in bioloska raznolikosti (6). Poznamo Stiri

vrste terapevtskih monoklonskih protiteles (Slika 7):

| \ F\ ”\\Q/’

MiSje mAb: "o",  Himerno: "xi" Humanizirano: "zu" Clovesko: "u"
pr.: Muromonomab pr.: Rituksimab pr.: Alemtuzumab pr.: Adalimumab

Slika 7: Stiri osnovne vrste terapevtskih monoklonskih protiteles; povzeto po (7).

V himernih protitelesih je med 60-70 % primarne zgradbe proteina enake ¢loveskim IgG,
saj S0 konstantna podroc¢ja misjih IgG zamenjana s ¢loveskimi. V humaniziranih pa ta delez
doseze 90-95 %. V ¢loveskih mAb pa so vse aminokisline ¢loveskega izvora. Vecina mADb
v trenutnih raziskavah ali z dovoljenjem za promet je ¢loveskih ali humaniziranih in spadajo
v podrazrede 1gG1, 1gG2 ali 1IgG3. Razlog verjetno leZi v njihovih lastnostih, saj so molekule
IgG najstabilnejse, imajo daljsi razpolovni ¢as, vecjo afiniteto/avidnost in visoko biolosko
ucinkovitost (saj so to imunoglobilini sekundarnega imunskega odziva). Kot bomo spoznali
v nadaljevanju je razpolovna doba in posledi¢no bioloska uc¢inkovitost protiteles odvisna od
zgradbe dela Fc molekule (5, 15, 16). Protitelesa podrazreda 1gG1 so najucinkovitejsa pri
aktivaciji komplementa po klasi¢ni poti in aktivaciji s protitelesi posredovane citotoksi¢nosti
(Slika 6) (5). Obe mAD, za analitiko katerih smo razvili hitro kromatografsko metodo, sta
bili ¢loveski protitelesi razreda IgG, in sicer IgG1 in IgG2. Slika 8 prikazuje proizvodnjo

himernih terapevtskih mAb.
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Slika 8: Nastanek/proizvodnja himernega terapevtskega mAb; povzeto po (8).

1.2 Posttranslacijske modifikacije

Za nativne proteine so znacilne posttranslacijske modifikacije (PTM) dveh vrst (13):

» ftiste, ki potekajo med sintezo proteinov na ribosomih ali kotranslacijske
modifikacije,
» tiste, ki potekajo po omenjeni sintezi in jih imenujemo posttranslacijske

modifikacije.

Monoklonska protitelesa so proteini, pridobljeni z rekombinanto tehnologijo v Zivih celicah,
zato so prav tako podvrzeni posttranslacijskim modifikacijam (13). Molekulska masa
molekule 1gG1 je priblizno 150 kD, sestavlja pa jo ve¢ kot 1300 aminokislinskih ostankov,
zato je na voljo velik nabor mest, kjer lahko pride do PTM (12). Te spremembe nas zanimajo

zato, ker vplivajo na ve¢ pomembnih parametrov (Slika 9).
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Slika 9: Vpliv posttranslacijskih modifikacij na lastnosti mAb, prirejeno po (9).

Po sprostitvi biolosko podobnega zdravila na trg moramo med proizvodnjo dokazovati
konsistentnosti v profilu PTM. Ker je varnost bolnikov vedno na prvem mestu, ne sme

prihajati do nekontroliranih sprememb v lastnostih zdravila (8, 17).

1.2.1 Nastanek PTM

Do PTM lahko prihaja med proizvodnjo, ¢is¢enjem, formulacijo in shranjevanjem (7, 8, 9,
11, 17). Zaradi pleomorfnosti, to je pojavnosti ve¢ kot ene oblike proteina v naravi, je tezko
napovedati vplive razliénih PTM. Vplivajo lahko na strukturo, funkcijo in biolosko aktivnost
produkta (8, 17). Ovrednotimo jih s karakterizacijo proteina in s klini¢nimi $tudijami, zato

moramo za vsako mAb v razvoju karakterizirati posamezne PTM (7, 8, 12, 17).

Najpogostejse PTM, ki potekajo med izdelavo terapevtskih proteinov so: karboksilacija,
hidroksilacija, amidacija, sulfatacija, tvorba disulfidnih vezi, proteolitsko procesiranje,
glikozilacija, beta-oksidacija, agregacija, oksidacija metioninov, deamidacija, izomerizacija
in ciklizacija (7, 8, 11, 12, 13, 17). Slika 10 prikazuje potencialna mesta na molekuli IgG, ki

so dovzetna za nastanek razli¢énih PTM.
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Slika 10: Prikaz potencialnih mest na molekuli protitelesa, ki so dovzetna za nastanek PTM, povzeto po
(10).

Najbolj razsirjena in kompleksna PTM je glikozilacija, njeni vplivi na proteinski proizvod
pa so: olajsano zvijanje proteina, olajsana prepoznava in vezava liganda, povecana stabilnost
proteina, spremenjena razpolovna doba v serumu, vzdrzevanje bioloske aktivnosti in

povecana imunogenost (8, 18).

1.2.2 Oksidacija protiteles

Ena izmed PTM, ki ji bomo posvetili ve¢ pozornosti, je oksidacija. Gre za interakcijo

bioloske molekule z molekulskim kisikom (19).

Oksidanti, ki povzrocijo oksidacijo Vv celici, so reaktivne kisikove zvrsti (ROS) (Slika 11).
Temu procesu so najbolj podrvZeni povrSinsko izpostavljeni aminokislinski ostanki, med

katerimi so najdovzetnejsi metioninski ostanki (19).

Oksidacija vpliva na;

» kemijske lastnosti aminokislinskih ostankov, kar vodi v konformacijske spremembe,

» funkcijske spremembe, npr. inhibicijo encimske in/ali vezavne sposobnosti proteina,

» spremembe vezave podrocja Fc na receptor Fcy, komponento komplementa C1q in
neonatalni receptor (FCRn),

» povecanje deleza agregatov, kar lahko vodi v imunogenost, navzkrizno reaktivnost
in avtoimunost, ter

» spremembe v farmakodinamskem in farmakokinetskem profilu (18, 19, 20, 21).

10
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Slika 11: Vrste kisikovih zvrsti (ROS), ki delujejo kot oksidanti, prirejeno po (11).

VW v

Oksidacija lahko poteka med fermentacijo, ¢isenjem, formulacijo, shranjevanjem in
proizvodnjo proteinskih uc¢inkovin in prispeva k njihovi nestabilnosti (21, 22). V
nadaljevanju se bomo posvetili oksidaciji ohranjenih metioninskih ostankov v podroc¢ju Fc
molekule 1gG in njenim posledicam, med katere spada tudi spremenjena vezavna sposobnost

teh protiteles na protein A, ki ga uporabljamo pri afinitetni kromatografiji.

1.2.3 Oksidacija metioninskih ostankov

Metionin (Met) se oksidira v Met-sulfoksid (Slika 12) (19). S specifi¢nimi encimi, in sicer
Met-sulfoksid reduktazami, se lahko Met-sulfoksid reducira nazaj do Met, in sicer in vivo s
pomocjo tioredoksina, in vitro pa v prisotnosti ditiotreitola (18, 19). Molekula 1gG vsebuje
ve¢ ohranjenih metioninskih ostankov, in sicer tako na Fc kot tudi na Fab delu mAb. S
staliS¢a za varnost in ucinkovitost proteinskega proizvoda pomembnih oksidativnih
sprememb, nas v primeru strukturnega podro¢ja Fc zanimajo oksidacije Met252 in Met428,
pa tudi Met360 (23).

11
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Slika 12: Osidacije metioninskih ostankov; povzeto po (12).

Met-sulfoksid je ve¢ja, bolj polarna in hidrofobna spojina z manj fleksibilno stransko verigo

in vecjo kapaciteto za tvorbo vodikovih vezi (24).

Strukturno podroc¢je Fc je homodimer s po dvema metioninskima ostankoma, Met252 in
Met428, ki sta prisotna na vseh podrazredih protiteles 19gG (25). Podrog¢;ji ¢loveskih molekul
Fc 1gG1 in IgG2 sta skoraj identi¢ni (23). Met252 se nahaja na domeni Cn2 in skupaj z
domeno Cn3 tvori elektrostatske in hidrofobne interakcije, v katere je vljucen tudi Met428.
Stranski skupini obeh Met ostankov sta v medsebojnem stiku (Slika 13). Pri oksidaciji
stranska skupina vsakega od teh ostankov dobi dodaten kisikov atom, zaradi ¢esar pride do

odbijajoce interakcije in destabilizacije konformacije nativne oblike proteina (22).

CH2

Slika 13: Peptidna veriga (sekundarna struktura) strukturnega dela Fc molekule ¢loveskega IgGl;

povzeto po (13).

Met252 se oksidira dvakrat hitreje kot Met428, saj je izpostavljen na sami povrsini

molekule, poleg tega pa Met428 stabilizira rigidna anti-paralelna beta ploskev (26, 27).
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Kljub temu ima oksidacija Met428 vecji destabilizacijski uéinek, predvsem na domeno

CH2, saj lezi v notranjosti strukture in je vpleten v interakcije med domenama (22).

V literaturi navajajo, da na stopnjo oksidacije pri shranjevanju ucinkovin vplivajo tudi
pomozne snovi, ki jih uporabljamo v kon¢ni formulaciji zdravila (npr. PEG). Pomozne snovi
lahko oksidirajo in tvorijo perokside, ti pa lahko reagirajo s kovinskimi ioni in tvorijo
radikale. Tudi zaradi izpostavljenosti svetlobi in njene absorpcije lahko pride do nastanka
vzbujenih Kisikovih zvrsti, Ki tvorijo radikale ali pa reagirajo s kisikom, pri ¢emer nastane
singletni kisik (Slika 12) (27).

Na hitrost oksidacije vpliva ve¢ dejavnikov:

» pufer in njegova sestava (pomozne snovi v pufru),
» formulacijski pH in

» pogoji shranjevanja: svetloba, temperatura in ¢as (27).

Oksidacijo metioninskih ostankov lahko nadzorujemo z uporabo antioksidantov, vendar pa
se temu raje izogibamo zaradi morebitne toksi¢nosti in nekompatibilnosti s proteinsko

u¢inkovino in ostalimi pomoznimi snovmi (27).

Ker oksidacija vpliva na stabilnost in varnost u¢inkovine, je pomembno, da znamo dolo¢iti
delez njenih oksidiranih oblik, ki Zze lahko povzroéijo klinicno pomembne spremembe.
Obseg oksidacije mAb lahko dolo¢amo z razli¢nimi analitskimi metodami, Ki so lahko

kvalitativne in/ali kvantitativne. Mednje sodijo:

» peptidno Kartiranje (PepMap) ali kapilarna elektroforeza, skolpljena z masno
spektrometrijo (MS), s katero detektiramo stopnjo oksidacije Met ostankov in
identificiramo oksidacijska mesta (22, 28);

» afinitetna tekocinska kromatografija (ALC), ki temelji na vezavi dela Fc protitelesa
na proteinsko domeno proteina A ali G, vezanega na kolono (21);

» metoda FTIR (angl. fourier transform infrared spectroscopy), ki je namenjena
detekciji specificnih kemiénih sprememb mAb (Met sulfoksid), ki vplivajo na
njihovo sekundarno strukturo (25);

» kromatografija HIC (angl. hydrophobic interaction) s katero odkrivamo spremembe

v hidrofobnosti mAb, ki so posledica oksidacije (11, 29);
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» metode, s katerimi posredno ocenjujemo: delez oksidacije (SDS-PAGE),
degradacijske produkte (gelska izkljuéitvena kromatografija; angl. SEC) in
konformacijske spremembe (nuklearna magnetno resonan¢na spektroskopija
proteinov, 1H-15N HSQC) (26) in

» kationsko izmenjevalna kromatografija, ki so jo uporabili v $tudiji spremljanja
enoletne stabilnosti 1gG1 in z njo dokazali, da je za oksidacijo Met dovzetno le
podrocje Fc, saj se metioninski ostanki v predelu Fab niso oksidirali in da oksidacija

metioninskih ostankov v podro¢ju Fc poteka nakljuc¢no (11, 24).

V literaturi so navedli, da lahko do oksidacije metioninskih ostankov pride tudi med pripravo

vzorcev za analizo peptidnega kartiranja (11).

1.2.4 Vpliv oksidacije metioninskih ostankov na farmakokinetiko

V $tudiji, ki so jo izvedli Lui in sodelavci, so z razli¢nimi biofizikalnimi analitskimi
metodami preucevali vpliv oksidacije predela Fc na strukturo in termic¢no stabilnost
molekule 1gG1l (22). Ugotovili so, da oksidacija metioninov vpliva na spremembo
sekundarne in terciarne strukture, predvsem domen Cn2 in Cn3. Oksidacija metioninov je
povecala tudi termi¢no nestabilnost domene Cn2, termicna nestabilnost domene CH3 pa je
bila manj izrazita. Podobno se je v primeru oksidiranega proteina s pove¢ano temperaturo
povecala tudi stopnja agregacije, na domeni CH2 pa se je povecala tudi deamidacija dveh
asparaginskih ostankov. Zaklju¢ili so, da oksidacija metioninov pomembno vpliva na
fizikalno in kemijsko (kovalentno) stabilnost podro¢ja Fc, predvsem domene Cn2. Poleg
tega so ugotovili, da ima oksidacija glikoziliranega podroc¢ja Fc manjsi vpliv na razpolovno
dobo in stabilnost mADb kot pa oksidacija neglikoziliranega. Prvi je znacilen za proteine, Ki

jih pridobivamo iz celic CHO.

V nadaljevanju se bomo posvetili neonatalnemu receptorju, ki preko placente prenasa
materina protitelesa IgG, s ¢imer novorojencku zagotovi humoralno imunost proti antigenom
matere. Poleg tega sciti endogene molekule 1gG pred razgradnjo v kislih lizosomih (Slika
14). Pri misih, ki nimajo FcRn, se razpolovna doba protiteles v serumu zmanj$a s 5 na 1 dan.
Zaradi zascitne vloge FcRn imajo torej protitelesa dolgo razpolovno dobo, kar s pridom

izkoris¢amo pri odmerjanju bioloskih in biolosko podobnih zdravilnih u¢inkovin (23).

V vezavnem mestu FCRn in Fc obstajata 2 ohranjena metioninska ostanka, in sicer Met252
in Met428 (23, 26). Interakcija med podro¢jem Fc mAb in FcRn je odvisna od vrednosti pH
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(Slika 14). Oksidacija aminokislinskih ostankov, med katerimi se najhitreje oksidirata
omenjena metioninska ostanka v vezavnem mestu podrocja Fc, vpliva na afiniteto interakcije
med Fc in FcRn (27). Oksidacija Met252 in Met428 povzroc¢i spremembe v skeletu proteina
in tako zniza afiniteto podro¢ja Fc do FcRn, kar ima lahko negativen vpliv na
farmakokinetiko mAb (26, 30).
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Slika 14: Shematski prikaz interakcije predela Fc z FcRn; povzeto po (14).

Wand in sodelavci so v zamrznjenih ali hlajenih vzorcih protiteles preucevali vpliv
oksidacije na njihovo razpolovno dobo v serumu (26). Ugotovili so, da se protitelesa
oksidirajo tudi med shranjevanjem v hladilniku, saj je imel v hladilniku hranjen oksidiran
vzorec kar za 28 % nizjo razpolovno dobo v serumu kot neoksidiran. Krajsa razpolovna doba
v serumu korelira z obsegom oksidacije Met v podrocju Fc in s spremembami v afiniteti
vezave Fc na FcRn. Slika 15 prikazuje rezultate afinitetne kromatografije za omenjene
vzorce. Kratica AU predstavlja enote absorbance. Opazimo, da je imel v primerjavi z
neoksidiranim, oksidiran vzorec nizjo afiniteto do proteina A, saj se je iz kolone izlo¢il
priblizno 3 minute prej. Pri vzorcu, ki je bil 3 leta zamrzjen, pa v podrocju izloCanja

okidiranega proteina opazimo manjSo ramo, ki nakazuje na nizjo stopnjo oksidacije.
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Slika 15: Rezultati afinitetne kromatografije za mAb, ki so bila 3 leta shranjena pri razli¢nih pogojih;

povzeto po (15).

Pan in sodelavci so preucevali vpliv oksidacije na znizano raven vezave Fc na FCRn receptor.
Za vezavo na receptor FcRn so klju¢ne hidrofobne interakcije, v Katere sta vkljucena tudi
aminokislinska ostanka Leu251 in 11e253. Z oksidacijo Met252 nastanejo strukturne
spremembe, Ki te interakcije prekinejo. Ceprav Met428 ni neposredno vkljuden vanje, pa
vstopa v interakcijo s His435, enim od dveh histidinskih ostankov, vkljuéenih v pH odvisno

vezavo, ki jo oksidacija podre (23).

1.2.5 Metode za detekcijo oksidacije metioninskih ostankov

Sledi kratek opis dveh analitskih metod, ki smo ju uporabili pri razvoju hitre kromatografske

metode za dolocanje stopnje oksidiranosti testnin mAb podrazredov IgG1 in 1gG2.
PepMap - referen¢na metoda za detekcijo oksidacije

Metodo peptidnega kartiranja uporabljamo za dolo¢anje identitete primarne aminokislinske
sekvence mAb, za primerjalne in stabilnostne Studije, ter za detekcijo razgradnih produktov,
k ¢emur spada tudi oksidacija. Metoda je casovno zamudna in zahteva kompleksno pripravo
vzorcev (31).

Najprej s proteazo (Lys-C ali tripsin) razcepimo protein na posamezne peptide, ki jih nato
med seboj lo¢imo s tekocCinsko kromatografijo z UV detekcijo ali z masno spektrometrijo
(31). Alternativo peptidnemu Kartiranju, ki je trenutno referen¢na metoda za doloCanje

stopnje oksidacije mADb, predstavlja afinitetna kromatografija (21, 32).
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Afinitetna kromatografija

Afinitetna kromatografija je Siroko uporabna, hitra, enostavna in natan¢na metoda za
doloc¢anje vsebnosti proteinov. Temelji na vezavi podro¢ja Fc molekule 1gG na domeno B
proteina A, vezanega na kromatografsko kolono (21, 32). Protein A je 42 kDa velik
membranski protein, ki je sestavni del celi¢ne stene bakterije Staphylococcus aureus. Del
polipeptidne verige proteina A predstavlja niz petih skoraj homolognih domen (E, D, A, B
in C), od katerih je vsaka sposobna vezave Fc dela IgG razliénih podvrst (16). Slika 16
prikazuje aminokislinske ostanke podro¢ja Fc molekule IgG, ki se povezejo z
aminokislinskimi ostanki fragmenta B proteina A, Slika 17 pa predstavlja potek postopka
ALC.

ragment B
proteina A

Slika 16: Interakcija fragmenta B proteina A s podro¢jem Fc molekule IgG; povzeto po (16).

Vezava protein A-Fc mAb poteka v obmocju nevtralnega pH in je odvisna od naslednjih
dejavnikov: komplementarnosti oblike protein A-Fc, naboja, hidrofobnosti, Van der
Waalsovih sil in vodikovih interakcij (15, 16, 32).
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Slika 17: Shematski prikaz poteka afinitetne tekoc¢inske kromatografije, povzeto po (17).

Pomembne spremenljivke, Ki pri kromatografiji vplivajo na vezavo IgG molekule in proteina
A in na katere lahko vplivamo, so:

» sestava pufra in/ali mobilne faze, ki vpliva na spreminjanje asociacijske konstante
in

» vrednost pH mobilne faze (MF), kar vpliva na hidrofobnost, saj so histidinski ostanki
na molekuli 1gG in proteinu A pri nevtralnem in alkalnem pH nenabiti, pri nizkem
pa pozitivno nabiti, zaradi ¢esar se med seboj odbijajo, to pa vodi do zmanjsanja
hidrofobne sti¢ne povrsine (15, 16, 32).

Z metodo ALC lahko dolo¢imo stopnjo oksidacije proteina, pri ¢emer naslednji dejavniki

pomembno vplivajo na lo¢evanje oksidiranih in neoksidiranih molekul:

» pretok skozi kolono in njena temperatura,

» nacin elucije: gradientna ali izokratska, ki ju uporabljamo za doseganje razli¢nih
vrednosti pH ter

» nacin spiranja analita s kolone npr. s kompetitivnimi analogi, z denaturacijskimi

reagenti ali z variabilnimi dejavniki, kot so: pH, polarnost in ionska jakost (15, 16,
32).
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Razli¢na mAb se iz kolone ne eluirajo pri enakih vrednostih pH, ¢eprav pripadajo istemu
razredu in vsebujejo enaka podrocja Fc (npr. IgG1 in 1gG2). Do razlik prihaja zaradi obstoja
alternativnih vezavnih mest za protein A na nekaterih protitelesih (¢loveska genska druzina
V3, v katero sodi skoraj polovica zarodnih genov V) (16). Med razvojem analitskih metod

moramo zato elucijske vrednosti pH pogosto prilagajati posamezni molekuli mAb.

Strukturne spremembe zaradi oksidacije nastanejo predvsem na Met252 in Met428, ki se
nahajata blizu vezavnega mesta za protein A (Slika 16) (21). Pri oksidaciji se na zveplov
atom na Met252 veze dodaten kisikov atom, posledi¢no vec¢ja polarnost pa zmanj$a moznost
vezave. Tudi na Met428 se veze dodaten kisikov atom, ki povzroci elektrostatski odboj, ta
pa oslabi hidrofobne interakcije med podro¢jem Fc in proteinom A (23). Posledica je nizja
afiniteta vezave, zaradi C¢esar se oksidirana molekula IgG hitreje izlo¢i iz kromatografske
kolone. Krajsi retencijski ¢ast (RT) nam tako nakazuje, katero protitelo ima oksidiran vsaj
en metioninski ostanek. Z metodo ALC lahko torej razlikujemo med razli¢nimi stopnjami
oksidacije protiteles (21).

Razlog za nizjo afiniteto vezave podrocja Fc na protein A lahko torej pripiSemo ved

razli¢nim dejavnikom:

» strukturnim spremembam v vezavnem delu kompleksa Fc-protein A,
» spremenjeni strukturi proteina v blizini ostankov, ki so neposredno vpleteni v vezavo
in

» spremenjeni globalni strukturi molekule 1gG v okolici vezavnega mesta (21).

Slika 18a prikazuje kromatogram proteinov z razli¢nimi delezi neoksidiranih in oksidiranih
metioninov, dolo¢enimi z metodo ALC. Vzorci so bili pripravljeni z oksidacijo v prisotnosti
razli¢cnih odstotkov vodikovega peroksida (H20:2), delez oksidiranih oblik mAb pa so
dolocili z metodama PepMap in ALC. Na sliki 18b je prikazana korelacija med dodano

koli¢ino H20: in delezem oksidiranih oblik, dolocenim z analizo PepMap.
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Slika 18: Kromatogram ALC (a) in histogram rezultatov, pridobljenih s PepMap-MS (b); povzeto po
(18).
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2 NAMEN DELA

Namen nasega dela je bil razviti hitro kromatografsko metodo za doloCanje stopnje
oksidiranosti mAb. Z metodo smo zeleli detektirati posledice sprememb, ki na molekuli
mADb nastanejo zaradi oksidacije metioninskih ostankov. Ker je referenéna metoda
peptidnega kartiranja ¢asovno zamudna in tehni¢no zahtevna, smo Zeleli razviti kratko in
enostavno presejalno analitsko metodo, s katero bi lahko kvantitativno dolocali delez
oksidacije tudi med procesom razvoja biolosko podobnih mAb. Hitro dosegljivi rezultati bi
nam med razvojnim procesom zdravila namre¢ omogocali hitro prilagajanje parametrov. Kot
0SnoVo za razvoj hitrejse analitske metode smo izbrali 60-minutno afinitetno kromatografijo,
Ki je sicer dodobra opisana v strokovni literaturi (25, 26). Novo metodo smo razvijali ciljano,
za dolocanje deleza oksidiranih oblik molekul IgG1 in 1gG2.

Oksidacija metioninskih ostankov v Fc regiji mAb ima podoben ucinek na vezavno afiniteto
Fc-protein A in Fc-FcRn, saj so aminokislinski ostanki proteina A, ki vstopajo v interakcijo
z Fc skoraj identi¢ni tistim na molekuli FcRn. Ker je vezava Fc-protein A podobna vezavi
Fc-FcRn, lahko iz prve sklepamo tudi na afiniteto vezave podroc¢ja Fc na FcRn, ki nas zanima
zato, ker dolo¢a razpolovno dobo v serumu. Stopnjo afinitete vezave predela Fc na protein
A bi zato lahko uporabili kot enostaven in dostopen parameter za vrednotenje vezave Fc-
FcRn, pri ¢emer bi ugotovitve ekstrapolirali na farmakokinetiko naSega proteinskega

proizvoda in vrednotili njegovo efektivnost (23).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1 Priprava delovnih standardov

Za razvoj metode ALC smo pripravili delovne standarde preucevanih mAb tako, da smo jih
oksidirali z razlicnimi koncentracijami vodikovega peroksida ter tako dobili mAb z
razli¢nimi stopnjami oksidiranosti, ki smo jih poimenovali vzorci. Iste delovne standarde
smo uporabili tudi za PepMap. Pripravili smo tudi neoksidiran in 100 % oksidiran delovni
standard 1gG in ju dodali v vsako analizo. V nadaljevanju ju bomo imenovali s skupnim

imenom standard.

Za pripravo delovnega standarda smo uporabili dve rekombinantni monoklonski protitelesi.
Prvo je bilo vrste 1gG1. Njegova tezka veriga vsebuje 448 aminokislin, med katerimi je 5
metioninskih ostankov (eden v hipervariabilnem podro¢ju), lahka veriga pa 214 aminokislin,
med katerimi je 1 metioninski ostanek. Metionin 254 se nahaja v peptidu LH15, Met430 v
LH30 in Met360 v LH25, vsi trije so na tezki verigi. Zacetna koncentracija delovnega
standarda je bila 30 mg/mL. Drugo preu¢evano mAb spada v podrazred 1gG2. Njegovo lahko
verigo sestavlja 215 aminokislin, tezko pa 447, med njimi pa je 14 metioninskih ostankov.
Zacetna koncentracija delovnega standarda v tem primeru pa je bila 10 mg/mL. Med
razvojem nove analitske metode smo opazovali in vrednotili predvsem spremembe, ki so se
pojavile po oksidaciji Met254 in Met430.

3.1.2 Priprava vzorcev za analizo z ALC

Vzorce smo oksidirali z dodatkom H20, (Merck, ZDA) in jih zas¢itene pred svetlobo na
sobni temperaturi inkubirali 18 ur. Uporabili smo razli¢ne kon¢ne koncentracije H202, in
sicer med 0,0001 in 10 %. Z meSanjem neoksidiranega in popolnoma oksidiranega standarda
smo pripravili tudi razlicne sestavljene vzorce: med 1 in 50 %. Oksidacijo smo ustavili z
dodatkom 335 mM raztopine L-metionina (v razmerju 1:1) (Merck, ZDA) ali pa z zamenjavo
pufra za oksidacijo z mobilno fazo A (MFA,; opisana v poglavju 3.2.1.1.). Pufer za oksidacijo
je vseboval 10 mM Tris (Merck, ZDA) s pH 8,5, ki smo ga umerili z 2 M ocetno kislino
(Merck, ZDA).

Primer priprave vzorca z 0,05 % H202 v koncni raztopini: predpostavimo, da je zaetna

koncentracija proteina 30 mg/mL, kon¢na 2,5 mg/mL ter kon¢ni volumen vzorca 100 pL.
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Pomesamo 5 pL 1 % raztopine H20», 8,3 uL delovnega standarda in 86,7 uL oksidacijskega
pufra. Na enak nacin smo pripravili vse vzorce, oksidirane z razli¢nimi koncentracijami
H20..

Primer priprave sestavljenega vzorca, 5 % oksidiranega vzorca: predpostavimo, da
pripravimo neoksidiran in 100 % oksidiran standard, ki ima koncentracijo H202 v kon¢ni
raztopini > 0,5 %. Kon¢na koncentracija proteina v sestavljenem vzorcu je 2,5 mg/mL,
kon¢ni volumen pa 100 pL. Premesamo 5 uLL 100 % oksidiranega in 95 uL neoksidiranega
standarda, pri ¢emer neoksidirani vsebuje kon¢no koncentracijo 2,5 mg/mL mAb v MFA,

popolnoma oksidirani pa je pripravljen po postopku, opisanem v prej$njem odstavku.
Zaustavitev oksidacije

Preskusili smo dva nacina zaustavitve oksidacije, in sicer z uporabo fosfatnega pufra s soljo
(DPBS; angl. Phosphate-buffered saline), ki smo ga uporabljali kot MFA in s katerim smo

zamenjali pufer za oksidacijo ali pa z dodatkom raztopine L-metionina:

» Pufer DPBS (MFA): 100 mL pufra DPBS (Gibco by Life Technologies, ZDA) in
900 mL preciscene vode MilliQ;
» Raztopina L-metionina: 250 mg L-metionina (Merck, ZDA) raztopmo v 5 mL pufra

za oksidacijo.

Za negativno kontrolo smo uporabili neoksidiran standard, tako da smo izhodno
koncentracijo mAb red¢ili bodisi z oksidacijskim pufrom ali pa s pufrom DPBS do kon¢ne

koncentracije, Ki je bila enaka tisti v oksidiranem vzorcu.

3.1.3 Priprava vzorcev za peptidno kartiranje

Za peptidno kartiranje smo uporabljali le rekombinantno mAb razreda 1gG1. Oksidirane
vzorce le-tega smo pripravili na nacin, ki smo ga opisali v poglavju 3.1.2, le da smo
oksidacijo ustavili z dodatkom raztopine L-metionina (v razmerju 1:1) ali pa z izmenjavo
oksidacijskega pufra z reakcijskim pufrom za razgradnjo (50 mM natrijev citrat; pH 7,5), ki
smo ga pripravili iz 1M raztopine natrijevega citrata (Merck, ZDA), pH do 7,5 pa umerili z
dodajanjem 1 M HCI (Merck, ZDA).

Sledijo natan¢nejsi opisi raztopin, ki smo jih uporabili za pripravo vzorcev za PepMap:
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» Preiskovani protein smo po oksidaciji denaturirali in reducirali z 0,5 M raztopino
ditiotreitola (Sigma Aldrich, ZDA) v denaturacijski raztopini, ki je vsebovala: 6 M
gvanidinijev klorid (Merck, ZDA), 50 mM Tris HCI (Sigma Aldrich, ZDA) in 5 mM
EDTA (Sigma Aldrich, ZDA). Postopek smo izvedli tako, da smo 20 pL vzorca
dodali 150 pL denaturacijske raztopine in 5 pL raztopine ditiotreitola, meSanico pa
nato 15 minut stresali na 350 obratih (rpm) pri 37 °C.

» Nato smo vzorec z dodatkom 5 pL raztopine jodacetamida (Sigma Aldrich, ZDA)
alkilirali in ga zas¢itenega pred svetlobo 1 uro stresali na 350 obratih, pri 25 °C.

» Po koncani alkilaciji smo vzorcu dodali encim Lys-C (Wako, ZDA) (0,44 mg/mL v
reakcijskem pufru) in ga 4 ure inkubirali pri 37 °C, s ¢imer smo protein razcepili na
peptide.

» Po koncani inkubaciji smo reakcijo razgradnje ustavili z dodatkom 2,5 pL
trifluoroocetne kisline (Merck, ZDA).

3.2 Metode

3.2.1 Afinitetna kromatografija
Priprava raztopin

Za kromatografijo ALC smo uporabili dve mobilni fazi, s katerima smo ustvarili ustrezen
gradient za kromatografsko lo¢bo, in sicer MFA in mobilno fazo B (MFB). Gradient smo
vedno zaceli s 100 % delezem MFA, saj smo ta pufer s pH = 7,5 uporabili za nanos vzorca
na kolono. Njegov pH namre¢ omogoca vezavo mADb na protein A. Vrednost pH MFB pa je
nizja in omogoca elucijo mAD iz kolone, zato s povecevanjem njenega deleza ustvarimo

ustrezen elucijski gradient. Sestava mobilnih faz:

» MFA: 10 mM NaH2PO4 (Merck, ZDA) in 150 mM NaCl (Merck, ZDA), pH 7,5;
uporabimo pa lahko tudi DPBS pufer (Gibco Life Technologies, ZDA) in
» MFB: 100 MM AcOH (Merck, ZDA) in 150 mM NaCl (Merck, ZDA), pH 2.8.

Kromatografski pogoji

Za kromatografijo smo uporabili kolono TSKgel Boronate-5PW, dimenzij 7,5 mm ID x 7,5
cm (L), proizvajalca Tosoh Bioscience (Japonska), v Kateri je protein A kovalentno vezan
na povrSino hidrofilnega medija POROS. Med analizo smo avtomatski vzorcevalnik

ohranjali na 4 °C. Za delovni pretok smo dolo¢ili 1 mL/min. Na kolono smo nanesli 125 ug
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testiranega mAb, kar smo dosegli z injiciranjem 50 pL vzorca s koncentracijo 2.5 pg/mL.
Naknadno pa smo ugotovili, da je metoda uporabna v Sirokem koncentracijskem obmocju.
Za nominalni nanos smo izbrali 100 ug, ki ga lahko dosezemo s prilagajanjem volumna
injiciranja in koncentracije glede na vzorce iz procesov ¢iSéenja. Elucijski gradient smo
ustvarili z mesanjem MFA in MFB, pri ¢emer smo odstotek slednje postopno povecevali do
35 % (Tabela I). Kolono smo na koncu ekvilibrirali z MFA. Kromatografske vrhove smo

detektirali z ultravijoli¢no absorbcijo pri 280 nm.

Tabela I: Elucijski gradient hitre metode ALC.

Cas (min) 2 2,1 34 | 3,65 6 7 8 9

% MFB 0 25 35 100 100 0 0 0

Dolocitev deleza oksidacije

Poleg vzorcev smo v vsakem koraku analizirali tudi neoksidiran standard, popolnoma
oksidiran standard, v nekaterih analizah tudi vzorec QCS, ki smo ga pripravili z meSanjem
popolnoma oksidiranega in neoksidiranega standarda v razmerju 1:1 (vzorec s 50 %
oksidiranih in 50 % neoksidiranih oblik testiranega mAb). QCS vzorec je vzorec, s katerim

zagotovimo, da je sekvenca veljavna in rezultati zanesljivi (angl. Quality control standard).

Ustreznost integracije razlicno oksidiranih vzorcev smo ugotavljali s primerjavo
kromatogramov vzorcev s kromatografskimi profili neoksidiranega standarda, popolnoma
oksidiranega standarda in vzorca QCS. Pri pregledu kromatogramov standardov smo doloc¢ili
elucijski ¢as neoksidiranega in oksidiranega vrha. Izbrani nacin integracije, ki je bil najbolj
reprezentativen in ponovljiv, je prikazan na Sliki 19. Oksidirani vrh smo od neoksidiranega
lo¢ili z izrisom navpicne ¢rte do bazne linije. Na prikazanih kromatogramih smo oksidirane
vrhove oznaéili z mAb_ox, neoksidirane pa z mAb. Ker je bila dolina med oksidiranim in
neoksidiranim vrhom pri vzorcih z niZjo stopnjo oksidacije manj jasno izraZzena, SMO za
dolocitev razmejitve raje uporabili vzorec QCS, pri katerem je bila le-ta jasno vidna in smo
zato lahko dolo¢ili retencijski ¢as omenjene razmejitve. Stopnjo oksidacije v tem vzorcu
smo izracunali kot odstotek povrSine oksidiranega vrha glede na celotno povrsino

oksidiranega in neoksidiranega vrha skupaj, in sicer kot sledi:

Povrsina oksidiranega vzorca (%) = AT x 100 / AP
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Legenda: AP = je skupna povrsina obeh vrhov v kromatogramu, AT = povrS$ina oksidiranega

vrha.

Kromatograme smo integrirali z ra¢unalniskim sistemom Empower 3 (Waters, ZDA) in z

njegovo pomocjo dolo¢ili tudi relativne povrsine oksidiranih in neoksidiranih vrhov.
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Slika 19: Prikaz nacina integracije za vzorec QCS.

3.2.2 Peptidno kartiranje

Priprava raztopin in vzorcev

Pripravo vzorcev in raztopin smo natanéneje opisali v poglavju 3.1.3. Protein smo z
oksidacijskim pufrom red¢ili na konéno koncentracijo 21 mg/mL, proces oksidacije pa
ustavili z izmenjavo omenjenega pufra s pufrom za razgradnjo ali z dodatkom raztopine L-
metionina. Nato smo odvzeli 20 pL vzorca in nadaljevali s postopkom njegove priprave za

PepMap.

Kromatografski pogoji

Za kromatografijo smo uporabili kolono Aeris Peptide 3,6u XB-C18, velikosti 150 x 2,10
mm, proizvajalca Phenomenex (ZDA). Temperaturo avtomatskega vzorCevalnika smo
vzdrzevali pri 4 °C, pretok nastavili na 0,45 mL/min, volumen injiciranja pa je bil 100 uL.
Uporabili smo dve mobilni fazi, s katerima smo ustvarili gradient za kromatografsko lo¢bo,
in sicer MFA (prec¢is¢ena voda MilliQ z 0,08 % trifluoroocete kisline (Merck, ZDA)) in
MFB (acetonitril (Merck, ZDA) z 0,075 % trifluoroocetne kisline). Gradient obeh MF je
predstavljen v Tabeli 1. Kromatografske vrhove smo detektirali pri 206 nm z detektorjema
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MWD ali VWD (UV detekcija). Referenc¢na valovna dolzina je bila 245 nm, uporabili pa
smo standardno pretocno detektorsko celico, z dolzino poti 10 mm in 13 uL zanko.

Tabela I1: Gradient, ki smo ga uporabili za izvedbo peptidnega kartiranja.

Cas 0 2 15 21 47 58 74 76 80 | 83 | 90

(min)

% MFB 2 2 15 15 25 25 40 95 95 2 2

Pri nekaterih analizah smo imeli sistem za preto¢no kromatografijo povezan z masnim
detektorjem za identifikacijo peptidov, na katerih so se nahajali oksidirani metioninski

ostanki. Uporabljali smo masni detektor Thermo QExactive Plus (Thermo Scientific, ZDA).

Dolocitev deleza oksidacije mAb

Rezultate masne spektrometrije, pridobljene z analizo PepMap na sistemu tekocinske
kromatografije visoke loc¢ljivosti (HPLC), sklopljenim z masnim spektrometrom, smo

obdelali z racunalniskim programom PepFinder (Thermo Scientific, ZDA).

Ustreznost integracije razlicno oksidiranih vzorcev smo ugotavljali s primerjavo le-teh z
neoksidiranim in popolnoma oksidiranim standardom, ki smo ju analizirali v vsaki

kromatografski sekvenci.
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4 REZULTATI

4.1 Zacetne analize

Pripravo vzorcev, raztopin in kromatografskega sistema ter izvedbo analiz PepMap in ALC
smo opisali v poglavjih: 3.1 in 3.2. V tem poglavju pa bomo po klju¢nih tockah predstavili
postopke in rezultate razvoja krajSe metode ALC. Pripravo vzorcev in raztopin ter
kromatografskih pogojev, ki smo jih med razvojem testa spreminjali, bomo v nadaljevanju

sistematsko predstavili za vsak parameter posebej.

4.1.1 Peptidno kartiranje

Referen¢no metodo peptidnega kartiranja smo uporabili na zacetku razvoja novega
analitskega postopka, da bi identificirali peptide mAb, na katerih so metionini, ki se
oksidirajo. Zaradi njihove lazje identifikacije, smo pripravili vzorce, ki smo jim dodali
razli¢ne koncentracije H2Oz, in sicer: 0,01; 0,03; 0,05; 0,07; 0,09; 0,1; 0,2; 0,3; in 0,5 %
(v/v) ter spremljali deleze peptidov v odvisnosti od stopnje oksidacije mAb.

Za doloc¢anje sprememb v delezih vrhov posameznih peptidov smo primerjali kromatograma
oksidiranega in neoksidiranega standarda mAb IgGl. Kot vidimo na Sliki 20 je pri
oksidiranem vzorcu prislo do izginotja dveh kromatografskih vrhov in pojava oziroma
povecanja dveh drugih. Prve spremembe na kromatogramu smo opazili ze pri tretiranju
vzorca z 0,01 % H20.. Peptide, na katerih je potekala oksidacija, smo identificirali tako, da
smo spremljali povr$ino ustreznega vrha, ki se je zmanjsevala v odvisnosti od koncentracije
H20:2 v vzorcu, pri cemer se je povecevala povrsSina vrha, ki ga pri netretiranem vzorcu nismo
zaznali. ldentfikacijo peptidov, na katerih se nahajajo metioninski ostanki, smo potrdili z
masno spektrometrijo (Slika 21).
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Slika 20: Kromatograma PepMap oksidiranega (moder) in neoksidiranega (¢rn) vzorca monoklonskega
protitelesa podrazreda 1gG1.
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Slika 21: Kromatograma MS oksidiranega (moder) in neoksidiranega (rde¢) vzorca monoklonskega
protitelesa podrazreda 1gG1.
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Legenda: kromatogram rdece barve prikazuje neoksidiran vzorec, kromatogram modre
barve pa oksidiran vzorec. Puscice enakih barv prikazujejo spremembe na enem
metioninskem ostanku, ki jo je povzrocila oksidacija s H>0,. (M3600x = Met360 v
oksidiranem vzorcu, M4300x = Met430 v oksidiranem vzorcu, M2540x = Met254 v
oksidiranem vzorcu). He: tezka veriga, Lc: lahka veriga (He: A341-K362 in G343-K362
oznacujeta del aminokislinskega zaporedja tezke verige preiskovanega mAb, v katerem se
nahaja Met360, Hc: S4177-K441 oznacuje del aminokislinskega zaporedja tezke verige
preiskovanega mAb, v katerem se nahaja Met430 in Lc: D251-K27 oznacuje del

aminokislinskega zaporedja lahke verige preiskovanega mAb, v katerem se nahaja Met254).

V okviru naSega dela smo se osredoto¢ili na spremembe, nastale zaradi oksidacije dveh Met
ostankov, in sicer Met254 in Met430. Kvantificirali smo tudi spremembe, ki so bile

posledice oksidacije Met360, vendar pa teh rezultatov nismo prikazali.

4.1.2 Analiza ALC

Izvedli smo analizo ALC, kot je opisana v strokovni literaturi (21, 23 in 25). V ta namen
smo pripravili vzorce razlicno oksidiranega proteina 1gG1, in sicer z uporabo H.O; v
konénih koncentracijah: 0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,08; 0,1; 0,15; 0,2; 0,3 in 0,5 % (v/v).
Oksidacijo smo ustavili z izmenjavo oksidacijskega pufra z MFA, nato pa opazovali
spremembe v kromatografskih profilih vzorcev. To metodo smo poimenovali metoda A,

uporabljeni gradient pa je prikazan v Tabeli Il1.

Tabela I11: Gradient, ki smo ga uporabili za izvedbo metode A.

Cas (min) 0 10 41 41,1 51,1 61

% MFB 0 0 60 100 0 0

Pri analizi kromatograma smo opazili premik RT glede na stopnjo oksidiranosti mAb.
Najbolj oksidirane oblike so se v povprecju eluirale priblizno 4-6 minut prej kot neoksidirani
standard, za katerega je bil znacilen le en neoksidiran vrh. Pri vzorcih, ki smo jim dodali
razli¢ne konéne koncentracije H20», torej pri vzorcih z razli¢nimi delezi oksidiranih oblik
proteina, smo opazili razli¢cne vrednosti RT. Vecja kot je bila koncentracija H202, vecji je
bil premik oksidiranega vrha v levo. Samo pri konéni 0,3 % koncentraciji H20; ali ve¢ smo
detektirali le oksidiran vrh, pri ostalih koncentracijah pa sta bila prisotna dva, in sicer

oksidiran in neoksidiran. Pri kon¢nih koncentracijah H202, ki so bile < 0,3 %, smo opazili
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pojav rame pri neoksidiranem vrhu, kar lahko pojasnimo z majhnim delezem prisotnih
oksidiranih oblik mADb, ki se v danih pogojih niso loc¢ile od glavnega vrha. Skladno z rezultati
tega poskusa smo zakljuc€ili, da nam izmerjene razlike v RT omogocajo tako lo¢evanje
oksidiranih od neoksidiranih proteinov, kot tudi kvalitativho dolocanje deleza oksidacije.
Zato smo se odlocili razviti hitrejSo metodo, ki bo temeljila na loevanju oksidiranih od

neoksidiranih proteinov na osnovi razlik v retencijskem casu.

1 — neoksidirani standard
0,045 — 001% H202
1 — 0,02% H202
1 — 0,03% H202
1 0,05% H202
0,036 . . — 0,08% H202
oksidirani vrhovi — 0,1% H202
] p — 0,15% H202
1 — 02% H202
- 0,027- — 0,3% H202
< ] — 0,5% H202
0,018 o
i > neoksidirani vrh
0,009,
0,000 ‘

1380 1840 2300  27.60 3220
¢as (min)

Slika 22: Kromatogram detekcije obsega oksidacije molekule IgG2 s klasi¢no daljso ALC metodo.
Da bi vzorce pripravili ¢im hitreje, smo jih po oksidaciji stabilizirali z DBPS ali L-
metioninom. VVzorce protitelesa IgG2 smo analizirali z metodama A (Tabela I11) in B (Tabela

IV), ki sta opisani v strokovni literaturi. Protitelo 1gG2 smo uporabili le pri tej analizi, pri

vseh nadaljnjih pa smo analizirali mAb podrazreda 1gG1.

Tabela IV: Gradient metode B, ALC.

Cas (min) 0 40 41 51 51,1 62

% MFB 0 60 100 100 0 0

Pri izvedbi analize smo ugotovili, da nacin zaustavitve oksidacije ne vpliva na dolocitve
razlik v RT med oksidiranim in neoksidiranim 1gG2, kar prikazujeta Sliki 23 in 24. Razlika
v RT oksidiranega in neoksidiranega vzorca je bila med 5-6 minut.

Ker razlik, ki bi bile posledica razli¢nega nacina zaustavitve oksidacije nismo zaznali, smo

se odlocili, da bomo zaradi enostavnosti za nadaljnje poskuse uporabljali L-metionin.
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Slika 23: Kromatogram ALC, L-metionin, metoda  Slika 24 Kromatogram ALC, DPBS pufer,
B, 1gG2. metoda A, 19G2.

4.2 Razvoj hitre analizne metode ALC

Pri razvoju hitre kromatografske metode ALC smo spreminjali gradient, pretok, temperaturo

kolone in sestavo mobilnih faz.

4.2.1 Gradient

Pripravili smo 100 % oksidiran standard mAb IgG1. Na oshovi rezultatov predhodno
opisanih analiz (Slika 22) smo ugotovili, da je imel take lastnosti vzorec z dodatkom 0,5 %
H20.. Ob pregledu kromatogramov smo namre¢ le pri tem vzorcu zaznali izklju¢no
oksidirano obliko mAb, pri ostalih koncentracijah pa sta bili prisotni tako oksidirana, kot
neoksidirana oblika. Od sedaj naprej bomo ta vzorec imenovali 100 % oksidirani oziroma
popolnoma oksidirani standard. Z meSanjem neoksidiranega in popolnoma oksidiranega
standarda pa smo pripravili sestavljene vzorce, ki so nam omogocili razvoj krajse metode
ALC. Z dodatno analizo (rezultati niso prikazani), s katero smo zeleli preveriti, s katero
koncentracijo H202 v konéni raztopini Smo dejansko pridobili 100 % oksidiran standard, smo
ugotovili, da smo z uporabo kon¢nih koncentracij H2O>, ki so bile okoli 0,3 % in vec¢ dobili

100 % oksidiran vzorec.

Oba standarda smo pripravili po Ze opisanem postopku (poglavje 3.1.2), pripravo

sestavljenih vzorcev pa prikazuje Tabela V.
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Tabela V: Priprava sestavljenih vzorcev.

Ime vzorca % popolnoma oksidiranega | % neoksidiranega standarda
standarda 1gG1 IgG1
1 % oksidiran 1 99
3 % oksidiran 3 97
5 % oksidiran 5 95
6 % oksidiran 6 94
9 % oksidiran 9 91
10 % oksidiran 10 90

Zarazvoj hitre kromatografske metode ALC smo s spreminjanjem gradienta testirali razli¢ne
analitske pogoje, da bi dosegli ustrezbo lo¢bo oksidiranih in neoksidiranih oblik mAb.
Testirali smo kar 10 razlicnih metod, pri katerih smo v pri¢akovanem elucijskem ¢asu
spreminjali delez MFB, v odvisnoti od ¢asa. Pri vseh testiranih metodah smo kolono na
zacetku 2 minuti kondicionirali s spiranjem z MFA, na koncu pa smo jo sprali s 100 % MFB
in ponovno kondicionirali s 100 % MFA. Pri vseh metodah smo uporabili enak pretok (2

mL/min) in enako temperaturo kolone (25 °C).

Metoda C: 0-60 % MFB v ¢asu 6 min

Slika 25 prikazuje kromatograme sestavljenih vzorcev, ki so vsebovali 1 %, 3 % in 6 %
oksidiranih oblik. S pomo¢jo tabele uporabljenih gradientov (Tabela VI) in RT na
kromatogramih smo lahko dolocili, pri katerih odstotkih mobilne faze B smo lahko lo¢ili
oksidirane od neoksidiranih oblik mAb. Pri metodi C so se oksidirane oblike iz kolone
izloc¢ile pri < 60 % MFB. Pri podajanju % MFB nismo upostevali mrtvega volumna sistema
in dolzine kolone, zato so navedeni podatki teoreti¢ni, kar velja tudi za vse nadaljnje analize.
Vrhova oksidiranih in neoksidiranih oblik sta dobro lo¢ena, z izjemo vzorca z najmanj$im
delezem oksidiranega standarda (1 %). S tem poskusom smo dokazali, da lahko tudi s hitro

metodo lo¢imo oksidirane od neoksidiranih oblik mAb.
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Tabela VI: Uporabljeni gradient za metodo C, ALC.

Cas (min) 2 2,1 6 6,1 8 8,1 10
% MFB 0 0 60 100 100 0 0
J i
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Slika 25: Kromatogram ALC pridobljen z metodo C.

Metoda C: 100 % MFB v &as 4 minute

Z naslednjim poskusom smo preverili, kak$no lo¢bo dobimo, ¢e odstotek MFB zvisujemo
hitreje in tako povecujemo naklon gradienta (Tabela VI1). Pri analizi vzorcev, ki so vsebovali
1 % in 10 % oksidiranih mAb, smo ugotovili (Slika 26), da zaradi prehitrega povecevanja %
MFB pri 1 % mAb_ox ne moremo lo¢iti oksidiranih od neoksidiranih oblik mAb. Tudi v
vzorcu, ki je vseboval 10 % oksidiranih oblik mAb, smo detektirali le ramo glavnega,
neoksidiranega vrha, oksidiranih oblik pa nismo mogli lo¢iti do bazne linije kot pri uporabi

metode C.

Tabela VII: Uporabljeni gradient za metodo €, ALC.

Cas (min) 2 4 6 7 9

% MFB 0 100 100 0 0
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Slika 26: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo C.

Pri nadaljnjem razvoju smo gradient optimizirali, tako da smo uporabili nizji zacetni
odstotek MFB, in sicer od 25 do 30 % (namesto od 0 do 100 ali 60 %) in ga postopno
povecevali do 100 % (metoda D, Tabela VIII).

Metoda D: 25-30 % MFB v 1 minuti

Tabela VIII: Uporabljeni gradient za metodo D, ALC.

Cas 2 2,1 3,1 3,2 41 5 6
(min)
% MFB 0 25 30 100 100 100 0
0,125
0,100§
] =>mAb
0,075
2 1
0,050; mAb_ox R ehe gean
B — 10% oksidiran
0,025 Lr

0,000
200 2,50 3,00 3,50 400 450 500 550 6,00

¢as (min)

Slika 27: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo D.
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Iz kromatograma na Sliki 27 je razvidno, da se oksidirane oblike mAb eluirajo pri > 30 %
MFB. V primerjavi z metodo C, kjer smo uporabili strm gradient, smo z metodo D dosegli
boljso lo¢bo oksidiranih in neoksidiranih oblik, vendar pa se vrhova nista loc¢ila na bazni
liniji. Pri 1% oksidiranem vzorcu smo opazili ‘prednjenje’, kar pomeni, da oksidirani vrh ni

bil jasno locen od neoksidiranega oziroma je vanj prehajal.

Metoda E: 20-35 % MFB in Metoda F: 35 % MFB (izokratska metoda)

V naslednji analizi smo Zeleli izboljsati simetrijo neoksidiranega vrha in doseci lo¢evanje
oksidiranih in neoksidiranh vrhov, za kar smo uporabili metodo E. V tem primeru smo
obmocje postopne elucije izvedli s povecanjem deleza MFB od 20 do 35 % (Tabela 1X).
Hkrati smo zeleli preveriti tudi na¢in elucije pri MFB < 35 %. Ugotovili smo Ze, da se je
oksidirani vrh izlo¢il $e preden smo dosegli 35 % MFB, kar smo nato tudi potrdili z naslednjo

metodo F, pri kateri smo uporabili izokratski gradient s 35 % MFB (Tabela X).

Tabela IX: Uporabljeni gradient za metodo E, ALC.

Cas 2 2.1 4 51 6,1 7.1 8,1
(min)
% MFB 0 20 35 100 100 0 0

Tabela X: Uporabljeni gradient za metodo F, ALC.

Cas 2 2,1 35 3,6 5 6 7
(min)
% MFB 0 35 35 100 100 0 0

Z metodo E smo detektirali ostrejsi oksidiran vrh (Slika 28), vendar pa tudi veéje prednjenje
neoksidiranega vrha, zato smo se odlo¢iti, da metoda ni ustrezna. Z metodo F pa je elucija
oksidiranega proteina iz kolone potekala predolgo, saj je prislo do izrazitega prednjenja

neoksidiranega vrha (Slika 29).
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Slika 28: Kromatogram ALC, sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo E.
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Slika 29: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo F.

Metoda G: 28 % MFB

Zaradi neustreznosti metod E in F smo v nadaljevanju preizkusili se izokratsko metodo z

manjsim, in sicer 28 % delezem MFB (Tabela XI).

Pri analizi popolnoma oksidiranega standarda smo na repu oksidiranega vrha opazili ramo,
ki je glede na RT najverjetneje predstavljala neoksidiran del vzorca. Smo pa s to metodo v
primerjavi s prej$njimi (od A do F) opazili boljso lo¢bo med oksidiranimi in neoksidiranimi

oblikami mAb (Slika 30). Vendar zaradi rame metode ne bomo razvijali naprej.
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Tabela XI: Uporabljeni gradient za metodo G; ALC.

Cas (min) 2 2,01 2,6 2,61 | 3,65 | 3,66 5

% MFB 0 28 28 100 100 0 0

—>mAb

mab ox Vzorec
u | — 100% oksidiran
/N 1% oksidiran
— 10% oksidiran
TTrT rrrrrrrrrrrrrrrr
0 4, 0 5,00 550 6,00
cas (min)

Slika 30: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo G.

Metoda H: 25-35% MFB in, Metoda |I: 20-35% MFB

Pri pregledu kromatogramov pridobljenih z obema metodama, smo opazili prednjenje (Sliki
31 in 32), poleg tega pa pri 1 % oksidiranem vzorcu nismo mogli zanesljivo lociti
oksidiranega vrha od neoksidiranega. Korelacija med odstotkom AU oksidiranega vrha v
kromatogramu in teoreti¢nim odstotkom popolnoma oksidiranega standarda v vzorcu je bila
pri metodi | dobra (Tabela XIV), zato smo jo razvijali naprej, tako da smo spreminjali se
ostale pogoje kromatografske locbe (da bi dosegli ostrejse vrhove oksidiranih oblik mAb in
Se jasnejSo locbo med oksidiranimi in neoksidiranimi proteini). Gradienta obeh metod sta

predstavljena v Tabelah XI1I in XIII.

Tabela XII: Uporabljeni gradient za metodo H, ALC.

Cas 2 21 3,3 3,4 54 6,4 75
(min)
% MFB 0 25 35 100 100 0 0
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Tabela XI11: Uporabljeni gradient za metodo I, ALC.

Cas (min) | 2 2.1 4 4,1 6,1 7.1 8,1 9
% MFB 0 20 35 100 100 0 0 0
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0,0-1"5E :I‘
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0’025: _ | / “mAb "-\"_ — 10% oksidiran
0,000 - / N
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Slika 31: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo H.
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Slika 32: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo I.

Tabela XIV: Korelacija med teoreti¢cnim % oksidiranega standarda v vzorcu in % povrsine vrha

oksidirane oblike mAb na kromatogramu, pridobljenim z metodo I.

Ime vzorca Neoksidiran 1% 5% 10 % 100 %
oksidiran oksidiran oksidiran | oksidiran
% oksidirane oblike 0 0,75 3,99 8,87 99,46

40




4.2.2 Pretok skozi kolono

S spreminjanjem hitrosti pretoka skozi kolono smo Zeleli izboljsati locbo med oksidiranimi
in neoksidiranimi oblikami mAb. Pretok smo z 2 mL/min spremenili na 0,7 mL/min, 1
mL/min ter 2,5 mL/min in spremljali lo¢bo. Za doloCanje vpliva pretoka smo uporabili
sestavljene vzorce, ki so vsebovali 1, 3, 5, 6 in 10 % oksidiranih oblik mAb. Za osnovo smo

uporabili metodo I pri pretoku 2 mL/min.

Pri vi§jem pretoku (2,5 mL/min) smo ugotovili, da je bila lo¢ba med oksidiranimi in
neoksidiranimi oblikami mAb, v primerjavi z nizjim pretokom, zaradi izrazitejSega
prednjenja slabsa (Slika 33), zato smo se odlo¢ili, da bomo za izboljsanje locbe obeh vrhov

pretok znizali.
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Slika 33: Kromatogram ALC, sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo I pri, pretoku 2,5 mL/min.

Ko smo uporabili pretok 1 mL/min, sta se vrhova locila skoraj do bazne linije brez

izrazitejSega prednjenja (Slika 34).
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Vzorec: ‘Jl‘
0,040 1% oksidiran; 1mL/min i
] 5% oksidiran; 1mL/min ,*j
0,030- /|
5 ] mAb ox /|
= /o
2 0,020 Ya Vi, \\I‘
1 ' /mAb |\
0,010/ [ I it S
1 . ’\
0,000 = —
-0,010 v T EEE—
2,50 3,00 3,50 4,00 450 500 550 6,00 650

cas (min)

Slika 34: Kromatogram ALC, sestavljenih vzorcec, pridobljen z metodo I, pri pretoku 1 mL/min.

41



Kljub temu pa se oksidirani vrh v 1 % oksidiranem vzorcu ni jasno lo¢il od neoksidiranega,

zato smo to Zeleli izboljsati s spreminjanjem drugih parametrov.

Pretok: 0,7 mL/min

Ker smo zeleli oksidirane vrhove od neoksidiranih lociti bolje tudi v vzorcih z manj$im
odstotkom oksidiranih oblik mAb, smo pretok znizali na 0,7 mL/min, s ¢imer pa tega nismo
dosegli (Slika 35), zato smo razvoj metode nadaljevali pri izbranem pretoku 1 mL/min.
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Slika 35: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo I, pri pretoku 0,7 mL/min.

Tako smo v nadaljevanju spreminjali tudi ¢as gradienta. Pri pretoku 1 mL/min smo ga
podaljsali za faktor 2 (Tabela XV).

Tabela XV: Podaljsan ¢as gradienta MFB pri metodi I, ALC.

Cas (min) | 4 4,2 8 8,2 122 | 142 | 1672 18

% MFB 0 20 35 100 100 0 0 0
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S podaljsanjem c¢asa gradienta pri pretoku 1 mL/min smo opazili prednjenje, tako kot pri

vi§jem pretoku z nespremenjenim ¢asom gradienta (Slika 36).
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Slika 36: Kromatogram ALC, sestavljena vzorca, 1mL/min, podalj$an ¢as.

Korelacija med teoreticnim odstotkom oksidiranega standarda v vzorcu in odstotkom
izraCunanim iz povrSine oksidiranega vrha pri ohranjenem gradientu (Tabela XVI) je bila
primerljiva s tisto, prikazano v Tabeli X1V, zato smo v nadaljnjih poskusih uporabljali
nespremenjen ¢as gradienta, in sicer pri pretoku 1 mL/min.

Tabela XVI: Korelacija med teoreti¢nim % oksidiranega standarda v vzorcu in % izra¢unanim iz

povrsine oksidiranega vrha v kromatogramu, metoda I, pretok 1mL/min z ochranjenim gradientom.

Ime vzorca neoksidiran 1% 5% 10 % 100 %

oksidiran | oksidiran | oksidiran | oksidiran

% oksidirane oblike 0 0,75 3,86 9,09 97,62

4.2.3 Temperatura kolone

S spreminjanjem temperature kolone smo Zeleli preveriti vpliv temperature na loc¢bo
oksidiranih in neoksidiranih oblik mAb, saj je znano, da se molekule pri visji temperaturi
zaradi drugacénih interakcij med proteinom A in molekulami IgG premikajo hitreje (10).
Metodo | smo izvajali pri sobni temperaturi, v tem poskusu pa smo jo dvignili na 37 °C.
Locbo smo opazovali pri sestavljenih vzorcih, ki so vsebovali 0, 1, 3, 6 in 9 % oksidiranega

proteina.
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Kot vidimo na Slikah 37 in 38, povisana temperatura kolone (37 °C) nima pomembnega
vpliva na lo¢bo, zato smo se odlocili da bomo v nadaljevanju vse analize izvajali pri sobni

temperaturi kolone, tako kot to priporoca proizvajalec.

0,060 1% oksidiran; 1mL/min_37C i 0'060-_'
3% oksidiran; 1mL/min_37C ‘ i 6% oksidiran, 25 stopinj C |
0.050| 6% oksidiran; imi/min 37C |/ 0,050/ 6% oksidiran, 37 stopinj C |
0,040 : f 0,040 '
0,030 ]
2 fnb_ox mAb _ S 0,030E
0,020 /] | < 0,020
0,010 - -/ - 0,010,
0,000f — e 0,000
0,010 _0010;. .......................................
2,50 3,00 350 4,00 450 500 550 600 650 50 300 350 400 450 500 550 600 65
cas (i) 5 ) ; 9 (mi;] ) \ ) \
Slika 37: Kromatogram ALC sestavljenih Slika 38: Primerjava kromatografskih lo¢b istih

vzorcev, pridobljen z metodo I, pri temperaturi sestavljenih vzorcev pri 25 in 37 °C.
kolone 37 °C.

4.2.4 Spreminjanje vrednosti pH mobilnih faz Ain B

S spreminjanjem vrednosti pH mobilnih faz smo preverili tovrstne vplive na loc¢bo
oksidiranih in neoksidiranih oblik mAb. Pri MFB smo vrednost pH spreminjali z 2,8 na 2,6
in 3,0, kar smo dosegli z dodajanjem 1M raztopine NaOH (Merck, ZDA) ali 1M raztopine
HCI (Merck, ZDA). Pri MFA pa smo pH znizevali z vrednosti 7,5 na 7,0 in 6,2, in sicer z
dodajanjem 1M HCI (Merck, ZDA).

Za ugotavljanje vplivov razli¢nih vrednosti pH MF smo analizirali 100 % oksidiran in
neoksidiran standard ter sestavljene vzorce z naslednjimi delezi oksidiranih oblik: 1, 3,5 in
6 %. Analize smo izvedli z metodo I pri pretoku 1 mL/min. Najprej smo loceno spreminjali
pH vrednosti MFB, nato pa se MFA in kasneje analizirali tudi interakcije razlicno

spremenjenih pH vrednosti obeh mobilnih faz.
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Vrednost pH MFB = 2

Vrednost pH MFB = 2 locbe ni izboljsala, saj se vrhova nista loc¢ila do bazne linije. Pri

sestavljenem vzorcu z 1 % oksidiranih oblik mAb smo opazili le ramo neoksidiranega vrha
(Slika 39).
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Slika 39:
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Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo I pri vrednosti pH MFB = 2.

Vrednost pH MFB = 2,6

Pri vrednosti pH MFB = 2,6 so bili vrhovi oksidiranih oblik ostrejsi, vendar pa lo¢ba med

oksidiranimi in neoksidiranimi oblikami pri man;jsi stopnji oksidacije (npr. 1 %) ni bila jasna

(Slika 40), zato smo se odlo¢ili, da vrednosti MFB ne bomo ve¢ zmanjsevali.
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Slika 40: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo I, pri vrednosti pH = 2,6.
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Vrednost pH MFB= 3

Ko smo zvisevali vrednost pH MFB na 3, smo sicer dobili jasnejse locbe med vrhovi
oksidiranih in neoksidiranih oblik, vendar ti niso bili ostri, ampak precej Siroki, Kar je otezilo
lo¢bo pri nizjih vrednostih oksidiranih oblik (Slika 41). Zato smo se odlo¢ili, da vrednosti

pH MFB ne bomo zvisevali in da bomo v nadaljevanju uporabljali MFB s pH = 2.8.
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Slika 41: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo | pri vrednostih pH MFB = 3.

Kot smo ze omenili smo preverili tudi vplive nizjih vrednosti pH MFA na kromatografsko
lo¢bo. Tudi v tem primeru z znizevanjem vrednosti pH MFA s 7,5 na 7,0 in 6,2 nismo uspeli
doseci boljse locbe oksidiranih in neoksidiranih oblik mAb, niti pri tistih vzorcih, ki so

vsebovali visje deleze oksidiranih oblik proteina (Slika 42).

Vrednost pH MFA = 6,2

Pri vrednosti pH = MFA 6,2 nismo detektirali oksidiranih vrhov, niti v obliki rame na
glavnem, neoksidiranem vrhu (Slika 42).

Pri vrednosti pH MFA = 7 pa smo opazili prednjenje (kromatogram ni prikazan), zato smo

sklenili, da pH MFA ne bomo ve¢ znizevali.
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V poskusu, kjer smo socasno znizali vrednost pH MFA s 7,5 na 7,0 in zvisali vrednost pH
MFB z 2,8 na 3,0, locbe prav tako nismo uspeli izboljsati (kromatogram ni prikazan).
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0,064
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0,032

0,016
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Vzorec:
— 1% oksidiran; pH 6,2 MFA
— 3% oksidiran; pH 6,2 MFA
— 6% oksidiran; pH 6,2 MFA

Slika 42: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo I in vrednostjo pH MFA = 6,2.

4.2.5 Razvoj nadaljnjih dveh novih metod

Na podlagi navedenih ugotovitev glede vplivov sprememb gradienta, pretoka in razli¢nih
vrednosti pH MF na lo¢bo oksidiranih in neoksidiranih oblik mAb, smo izdelali $e dve novi
metodi in ju ovrednotili s primerjavo kromatogramov (Sliki 43, 44). Metodi smo oznacili s
¢rkama J in K, njuna gradienta pa sta prikazana v Tabelah XVII in XVIII.

Tabela XVII: Uporabljeni gradient za metodo J, ALC.

Cas (min) 2 2,1 3,4 3,65 6 7 8 9

% MFB 0 25 35 100 100 0 0 0

Tabela XVI1I1: Uporabljeni gradient za metodo K, ALC.

Cas (min) | 2 3 5 7 8

% MFB 0 35 100 0 0

Vzorce smo pripravili tako kot je opisano v poglavju 4.2.1.
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Z metodo J smo lahko lo¢ili oksidiran vrh od neoksidiranega tudi v vzorcih z nizjimi odstotki
oksidiranih oblik (Slika 43). Nasprotno pa z metodo K zaradi prehitrega povecevanja deleza
MFB, in sicer od 0 do 35 % v 3 minutah, nismo uspeli ustrezno lociti obeh vrhov (Slika 44).
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Slika 43: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo J.
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Slika 44: Kromatogram ALC sestavljenih vzorcev, pridobljen z metodo K.

S primerjavo metod I in J smo ugotovili, da lahko z drugo metodo bolje (skoraj do bazne
linije) lo¢imo oksidirane od neoksidiranih oblik mAb in zato dobimo tudi boljso korelacijo
med delezem povrsine oksidiranega vrha na kromatogramu in teoreticnim delezem
oksidiranega standarda v sestavljenem vzorcu (Tabela X1X). Zato smo metodo J izbrali za
najprimernejSo za izvedbo afinitetne kromatografije namenjene detekciji oksidiranih

metioninov v molekuli 1gG1.
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Tabela XIX: Korelacija med teoreti¢nim % oksidiranega standarda v vzorcu in % izra¢unanim iz

povrsine oksidirane oblike na kromatogramu, pridobljenem z metodo J.

Ime vzorca neoksidiran 1% 3% 6% 9% 100 %

oksidiran | oksidiran | oksidiran | oksidiran | oksidiran

% oksidirane 0 0,70 2,85 6,02 8,72 98,83
oblike

Za primerjavo delezev oksidiranih oblik mAb dolo¢enih z metodo PepMap in z naso metodo

ALC smo uporabili obe metodi, in sicer tako kot je opisano v poglavju 4.2.6.

4.2.6 Preverjanje ustreznosti nove analizne metode za rutinsko uporabo

Da bi ugotovili, ali je nova metoda primerna za rutinske analize, smo testirali ve¢ razli¢nih

parametrov, in sicer:

dolocitev meje kvantifikacije ali LOQ (angl. Limit of Quantitation),
preverjanje linearnosti meritev,
preverjanje ponovljivosti priprave vzorca,

primerjava rezultatov z referen¢no metodo PepMap,

vV V V V V

preverjanje puscanja sledi 0z. (prenosa proteina med injiciranjem na kolono (angl.

Carryover)),

A\

doloc¢anje stabilnosti vzorcev in

» dolocanje optimalnega nanosa na kolono.

Doloc¢anje meje kvantifikacije (LOQ)

Najmanjsi nanos vzorca na kolono, pri katerem $e dobimo za detekcijo dovolj velik signal,
smo dosegli z znizevanjem volumna injiciranja vzorca s koncentracijo 2,5 mg/mL. Pri tem
vzorcu smo dolocili razmerje med singalom in Sumom oksidiranega vrha, Ki je znasalo 50.
Tako smo dolo¢ili vrednost LOQ nase metode za oksidirano obliko mADb, ki je predstavljala
0,3 % povrsine nominalnega nanosa na kolono, ki je znasal 250 ug (pri injiciranju vzorca z

najve¢jim volumnom injiciranja).
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Linearnost

Linearnost odziva oksidiranih in neoksidiranih oblik mAb smo v kromatogramih ugotavljali

z razliénimi nominalnimi nanosi vzorca, ki je vseboval priblizno 50 % oksidiranih in 50 %

neoksidiranih oblik proteina, v zacetni koncentraciji 2,5 mg/mL. Nanose razli¢nih koli¢in

proteina na kolono smo dosegli s spreminjanjem volumna injiciranja, kar je prikazano v

Tabeli XX. Oksidiranih oblik mAb pri nanosih < 0,25 pg nismo ve¢ zaznali, zato jih tudi

nismo uvrstili v tabelo. Sliki 45 in 46 prikazujeta prekrivanje kromatogramov vzorcev, s

katerimi smo dolocali linearnost odziva in graf linearne odvisnosti s pripadajo¢o vrednostjo

koeficienta regresije (R?).

Tabela XX: Priprava vzorcev za preverjanje linearnosti odziva.

V injiciranja Nanos na Teoreti¢ni delez povrsine Absolutna povrsina
(uL) kolono (pug) oksidirane oblike (% oksidiranega vrha (AU)
mAb_Ox)
10 0,25 0,05 1085
20 0,5 0,11 3741
30 0,75 0,17 5054
50 1,25 0,27 9847
100 2,5 0,55 15185
10 2,5 0,55 64016
20 5 1,09 150140
30 7,5 1,66 234144
50 12,5 2,73 424638
100 25 5,47 85926
10 25 5,47 1098655

50




V injiciranja Nanos na Teoreti¢ni delez povrsine Absolutna povrsina
(uL) kolono (png) oksidirane oblike (% oksidiranega vrha (AU)
mAb_Ox)
20 50 10,94 2209277
30 75 16,57 3339383
50 125 27,34 5603367
100 250 54,68 11253100
1,051
mAb
0,904 =
0,751
0,60
<
0,451
mAb_ox
0,30 ~
0,151
3,00 3,50 4,00 4,50 5,00 5,50 6,00
¢as (min)

Slika 45: Kromatogram vzorcev uporabljenih za ugotavljanje linearnosti odzivov.
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Slika 46: Graf, ki prikazuje razmerje med izmerjenimi povr§inami oksidiranih vrhov in teoreti¢nimo

vsebnostmi oksidiranih oblik mAb v testiranih vzorcih.
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Ponovljivost priprave vzorca

Pri ugotavljanju ponovljivosti priprave in dolocitvi odstotkov relativnih povrsin vrhov
oksidiranih oblik mAb po trikratnem zaporednem injiciranju enakega nanosa (125 pg)
vzorca, pripravljenega v dveh neodvisnih pripravah, smo ugotovili, da je bil relativni
standardni odklon (RSD) 1,8 %, kar kaze na ponovljivo pripravo vzorca (kot tudi na dobro
ponovljivost injiciranja, kar sicer dolo¢amo pri kvalifikaciji sistemov za kromatografijo)

(Tabela XXI).

Tabela XXI: Ponovljivost priprave vzorca pripravljenega z dvema neodvisnima pripravama, prikazana

v obliki izracunanih % povrsin vrhov neoksidiranih oblik mAb.

St.zaporedne priprave

Prva priprava Druga priprava
enakega vzorca
St.zaporednega
_ p ) : 1 2 3 1 2 3
injiciranja

% povrsine neoksidirane
oblike

47,47 | 47,60 | 47,53 | 45,97 | 46,04 | 45,99

0,421
0,361 ﬂ
0,304

0,241
=2
<

0,181

0,124

mAb_ox

0,06 /\
0,001 ~mAbN

300 350 400 450 500 550 6,00

¢as (min)

Slika 47: Prikaz prekrivanja kromatogramov, pridobljenih pri poskusu ugotavljanja ponovljivosti

priprave vzorcev.

Primerjava rezultatov peptidnega kartiranja in nove metode ALC

Vzorce smo analizirali z naso novo hitro metodo ALC in s standardno metodo PepMap in

ugotavljali korelacijo med rezultati. Uporabljeni vzorci so vsebovali razli¢ne kon¢ne deleze
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oksidiranih oblik mAD. Pripravili smo jih z dodatki razli¢nih koncentracij H202 (v/v), in
sicer: 0,0001; 0,0005; 0,001; 0,003; 0,005; 0,007; 0,01; 0,015; 0,025; 0,03; 0,04; 0,05; 0,07;
0,09;0,1; 0,2; 0,3; 0,5 ter 1 %. Za dolocitev korelacije med rezultati peptidnega kartiranja in
metode ALC smo uporabili dva peptida, in sicer LH30 (na slikah ozna¢en kot "Pmap Ox1"),
ki vsebuje oksidiran Met430 ter peptid LH15 ("Pmap Ox2"), ki vsebuje oksidiran Met254,
Slike 48-50. Korelacijo med metodama smo ugotavljali v razlicnih obmog;jih oksidacije od

0do 99,7 % in sicer v okviru razli¢nih kromatografskih sekvenc.
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Slika 48: Primerjava rezultatov meritev vzorcev peptida LH30 z metodama PepMap in ALC.

Legenda: Pmap_Ox1 oznacuje vrh, ki se povecuje z ve¢jim deleZem oksidiranosti vzorca in
ustreza Met430. Odstotek povrSine oksidiranega prvega vrha (Pmap_Ox1) na PepMap
kromatogramu smo izracunali na slede¢ nacin: sesteli smo povrsino vrha, ki se po oksidaciji
Met430 povecuje in povrSino vrha, ki se po oksidaciji manjSa. Nato smo povrSino
nastajajocega vrha delili s skupno povrsino in tako dobili odstotek povrSine prvega vrha, ki

nastane po oksidaciji peptida LH30 (Sliki 20 in 21).
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ALC vs Pmap Ox2
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Slika 49: Primerjava rezultatov meritev vzorcev peptida LH15 z metodama PepMap in ALC.

Legenda: Pmap_Ox2 oznacuje vrh, Ki se povecuje z ve¢jim delezem oksidiranosti vzorca in
ustreza Met254. Odstotek povrsine oksidiranega drugega vrha na PepMap kromatogramu
(Pmap Ox2) smo izrac¢unali na na¢in kot je opisan zgoraj, le da smo gledali peptid LH15 in
oksidacijo Met254 ter pripadajoca vrhova, od katerih je eden nastajal v odvisnosti od stopnje

oksidacije vzorca, drugi pa se zmanjseval.
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Slika 50: Primerjava rezultatov meritev vzorcev peptida LH15 z manj$imi deleZi oksidiranih oblik, z
metodama ALC in PepMap.
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Pri primerjavi odstotkov oksidranih oblik peptidov, ki smo jih v istih vzorcih dolo¢ili z
razli¢nima metodama, smo ugotovili, da obstaja korelacija. Korelacija, kot smo pri¢akovali,
ni linearna, veseeno pa se v obmocju nizkih odstotkov oksidacije vrednosti priblizujejo
linearni korelaciji (Slika 50). Ceprav korelacija ni linearna, pa so vrednosti, ki smo jih
dolocili z metodo ALC dovolj primerljive z vrednostmi, ki smo jih dobili z metodo PepMap,

zato smo se odlo¢ili, da lahko novo metodo kot presejalno uvedemo v rutinsko prakso.

Preverjanje puséanja sledi- carryover

Morebiten prenos analiziranega proteina na koloni med posameznimi injciranji smo preverili
z veckratnim injiciranjem vzorca mADb, ki je vseboval priblizno 50 % oksidiranih in 50 %
neoksidiranih oblik v zacetni koncentraciji 2,5 mg/mL. Po trikratnem injiciranju (125 pg)
tega vzorca v triplikatu smo v mobilni fazi (ki smo jo injicirali za trikratnim injiciranjem
vzorca) na neoksidiranem vrhu opazili minimalno puscanje sledi, in sicer med 0,1 in 0,2 %
povrsine glavnega vrha. Po trikratnem vmesnem injiciranju MFA pa prenosa vzorca na

mestu elucije neoksidirane oblike nismo ve¢ zaznali (Slika 51).

0,00008; _ MFA po trikratnem injiciranju vzorca
0 00000: — MFA: tretje injiciranje MFA po injiciranju vzorca

-0,00008! .
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Slika 51: Prikaz prekrivanja kromatogramov pri ugotavljanju pus¢anja sledi ob uporabi ALC.

Stabilnost vzorcev

Za preverjanje 24 urne stabilnosti vzorcev smo uporabili naslednje: neoksidiran standard,
vzorec s 5 % oksidiranih oblik, vzorca z razli¢nimi kon¢nimi koncentracijami H202 (0,03 in
0,05 %) in popolnoma oksidiran standard (Tabela XXI1). Stabilnost smo preverjali tako, da

Smo za vzorec iz posamezne viale izracunali relativno razliko v delezih oksidiranih oblik,
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dolocenih v ¢asu 0 in po 24 urah. Relativno raziko smo izracunali tako, da smo od vrednosti
za oksidirano obliko v ¢asu 0 odsteli vrednost za to obliko v ¢asu 24 in to razliko potem
delili z vrednostjo oksidirane oblike v ¢asu 24 in rezultat pomnozili s 100. Med ¢asom 24 ur
so bili vzorci v avtomatskem vzorcevalniku pri 4 °C. Najvecja izmerjena razlika je bila <
4%, zato smo sklepali, da v 24 urnem ¢asovnem intervalu ne pride do nezelene oksidacije

mADb, kar pomeni, da je kromatografska sekvenca lahko dolga 24 h.

Tabela XXI1: Rezultati 24 urne stabilnosti vzorcev.

mAb_ox mAb_ox (po 24 | Relativna razlika
Ime vzorca
(Cas 0) h) v delezih mAb_ox
5% oksidiran sestavljen vzorec 4,92 5,00 1,6
vzorec z 0,03 % H20> 63,97 62,99 1,56
vzorec z 0,05 % H20; 79,26 76,38 3,77
100% oksidiran standard 99,05 99,08 0,03

Preverili smo tudi vpliv zamrzovanja na stabilnost vzorcev (Tabela XXIII). V ta namen smo
jih 4 mesece hranili na -80 °C, jih odmrznili in nato ponovno analizirali. Relativna razlika
delezev oksidiranih oblik pred in po zamrzovanju je bila < 0,1 %. Delez oksidiranega vrha
je bil v predhodno zamrznjenih vzorcih in ponovno analiziranih ve¢ji, in sicer v vseh, z
izjemo tistih, ki so vsebovali 0,5 in 1 % oksidiranih oblik. Vendar pa je bila ta razlika v
mejah ponovljivosti meritev, ki je znasala 0,1 %. Mozno je, da je do razlik prislo tudi zaradi
uporabe razli¢nih kolon. S tem poskusom smo dokazali, da zamrzovanje na -80 °C za 4

mesece ne vpliva na oksidacijo.

Tabela XXI111: Rezultati preverjanja stabilnosti na -80 °C zamrznjenih vzorcev, hranjenih 4 mesece.

Analiza 1 ] Relativna razlika v
Ime vzorca Analiza 2 (-80° C, 4 mesece)
(¢as 0) delezih mAb_ox
0 % H202 1,27 3,53 0,64
0,03 % H20- 54,17 62,32 0,13
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0,05 % H20: 57,45 65,34 0,12

0,1 % H202 91,30 94,19 0,03
0,5 % H202 98,75 89,90 0,00
1 % H.0> 98,96 99,20 0,00

Nanos na kolono

Da bi ugotovili, kako nanos na kolono, ki je odvisen od volumna injiciranja in koncentracije
proteina v vzorcu, vpliva na jasno locbo med vrhovoma, smo pripravili vzorce z razlicnimi
kon¢nimi koncentracijami proteina (Tabela XXIV) ter nato prilagajali volumne injiciranja,
tako da smo dosegli razli¢ne vrednosti nanosa na kolono. Kon¢na koncentracija H2O: je bila
v vseh vzorcih 0,1 %. Kromatograme z jasno vidno loc¢bo med oksidiranimi in

neoksidiranimi oblikami mAb pri razli¢nih nanosih vzorcev na kolono prikazuje Slika 52.

Tabela XXIV: Vzorci za dolo¢anje nanosa na kolono

Nanos na kolono V injiciranja Koncentracija V1 oA/
(ng) (nL) (ng/ul)
12,5 50 0,25 2,53 1,27
25 10 2,50 2,57 1,32
25 50 0,50 2,39 1,35
25 100 0,25 2,57 1,25
30 10 3,00 2,67 1,31
37,5 50 0,75 2,43 1,36
45 30 1,50 2,50 1,35
50 20 2,50 2,57 1,32
50 50 1,00 2,60 1,29
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Nanos na kolono V injiciranja Koncentracija PV PAV2
(ng) (uL) (ug/uL)
50 100 0,50 2,65 1,26
60 30 2,00 2,52 1,33
62,5 50 1,25 2,41 1,37
68,75 25 2,75 2,41 1,38
70 40 1,75 2,41 1,37
75 30 2,50 2,52 1,32
75 50 1,50 2,46 1,34
75 100 0,75 2,44 1,31
90 30 3,00 2,63 1,32
100 50 2,00 2,49 1,35
100 100 1,00 2,59 1,26
112,5 50 2,25 2,53 1,32
122,5 70 1,75 2,40 1,39
125 100 1,25 2,41 1,32
137,5 50 2,75 2,33 1,43
150 50 3,00 2,59 1,34
150 100 1,50 2,57 1,28

Legenda: P/V1 (angl. Peak to valley): razmerje med vrhom oksidiranega vrha in dolino med

vrhovoma, P/VV2: razmerje med vrhom neoksidiranega vrha in dolino med vrhovoma.
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Slika 52: Kromatogrami razli¢nih nanosov vzorcev na kolono.

Na podlagi predhodnih izkusenj smo se odlo¢ili, da sta za uspesno lo¢bo potrebni ¢imvecji
vrednosti P/VV1 (razmerje med vrhom oksidiranega vrha in dolino med vrhovoma) in P/\V2
(razmerje med vrhom neoksidiranega vrha in dolino med vrhovoma), vendar smo pri vseh
dobljenih rezultatih in navedenih vrednostih teh dveh parametrov bili sposobni dolo¢iti
dolino med vrhovoma in ju na ta nacin lo€iti. Statisti¢no smo ugotovili, da na uspesno lo¢bo
vpliva predvsem koncentracija analita in zakljucili, da nam metoda omogoca delovanje v
Sirokem koncentracijskem obmocju. Pri realnih vzorcih pri¢akujemo nizke odstotke
oksidacije, kar pomeni, da bo oksidiran vrh bistveno manj$i (manjSa povrSina) od
prikazanega pri tem poskusu. V takSnem primeru izberemo ¢imvecji nanos na kolono
(vendar pazimo, da s tem ne preseZzemo linearnega obmocja za neoksidiran vrh). V praksi
pri¢akujemo vzorce s procesov ¢iséenja s koncentracijami med 0,5 in 5 mg/mL. Zeleli smo
se ogniti redCenju vzorcev, zato smo se odlocili za nominalni nanos vzorca na kolono 100
ug. V prvem primeru (koncentracija= 0,5 mg/mL) bi injicirali 100 uL vzorca in na na kolono
nanesli 50 ug, v drugem pa bi injicirali 20 pL in s tem dosegli nominalen nanos na kolono.
V primeru koncentracij vi§jih od 10 mg/mL, pa bi bilo vzorce potrebno red¢iti in nanos na
kolono prilagajati z volumnom injiciranja. Cilj razvoja metode je bila tudi enostavnost
uporabe, zato bomo enostavnosti uporabe dali prednost pred upoStevanjem nominalnih

vrednosti, saj je metoda uporabna pri Sirokem obmocju nanosa na kolono.
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5 RAZPRAVA

Novo metodo tekocinsko afinitetne kromatografije (ALC; angl. Affinity Liquid
Chromatography) smo razvijali postopno, s spreminjanjem kromatografskih pogojev in
nacinov priprave vzorcev. Najprej smo delez oksidacije v vzorcih dolocali z referencno
metodo peptidnega Kartiranja (PepMap). Oksidirane vrhove smo potrdili z masno
spektrometrijo (MS) in dokazali, da prihaja do oksidacije metioninskih ostankov (Met)
Met254, in Met430 in Met360. Za dolocanje stopnje oksidacije smo preskusili standardno
60-minutno afinitetno kromatografijo, ki je opisana v literaturi. Ko smo dobili ustrezne
rezultate, ki so bili primerljivi opisanim, smo na osnovi te metode zaceli razvijati hitrejSo.
Za razvoj hitre metode ALC smo delovni standard protitelesa IgG1 oksidirali z razli¢nimi
koncentracijami H20: in tako pripravili vzorce z razli¢nimi stopnjami oksidiranosti, ter jih

analizirali z metodama PepMap in ALC.

Peptide, ki vsebujejo oksidirane metioninske ostanke smo identificirali s PepMap metodo
tako, da smo spremljali povrSine vrhov, ki so se zmanjSevale v odvisnosti od dodane koli¢ine
H20,, ob hkratnem poveéevanju povrsin vrhov, ki jih pri netretiranih vzorcih nismo zaznali.
Identifikacijo peptidov na katerih se nahajajo ustrezni metioninski ostanki, smo potrdili tudi
z MS. Nato smo se osredoto¢ili na spremembe, nastale zaradi oksidacije Met254 in Met430,

Ki se, sodec¢ po literauri, najhitreje oksidirata ter vplivata na spremembe molekule.

Kot smo ze omenili, smo razvoj hitre metode ALC zaceli z analiziranjem vzorcev s 60
minutno ALC, opisano v strokovni literaturi. Pri tem smo ugotovili, da nam razlike v
retencijskih casih (RT) omogocajo lo¢evanje oksidiranih od neoksidiranih oblik proteinov
in kvalitativno dolo¢anje deleza oksidacije. Najbolj oksidirane oblike mAb smo v povprecju
detektirali priblizno 4-6 minut prej kot neoksidirane. Ve¢ji delez oksidiranih se je izrazil v
vecj1 povrsini vrha in premikov v levo (kraj$i retencijski as); vecji delez oskidiranih smo

pripravili z vi§jo koncentracijo H20x.

Za pripravo vzorcev, ki smo jih potrebovali za razvoj hitre ALC metode, smo jih po
oksidaciji s H20, stabilizirali z dodatkom DBPS ali raztopine L-metionina. Ugotovili smo,
da nacCin zaustavitve oksidacije ne vpliva na dolocitev razlik v koli€ini oksidiranih in
neoksidiranih oblik, zato smo se odlo¢ili, da bomo uporabljali L-metionin, saj je delo z njim

enostavnejse. Tako smo razvili enostaven postopek priprave vzorcev.
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Pri razvoju nase nove metode ALC smo spreminjali gradient mobilnih faz, pretok ez
kolono, temperaturo kolone in sestavo mobilnih faz. Pri razvoju metodo smo uporabili
sestavljene vzorce z znanim delezem oksidiranih oblik, ki smo jih pripravili z meSanjem

popolnoma oksiranega in neoksidiranega vzorca.

S spreminjanjem gradienta smo testirali kromatografsko lo¢bo med oksidiranimi in
neoksidiranimi oblikami mAb. V ta namen smo preskusili 10 razli¢nih gradientov, ki smo
jih ustvarjali z meSanjem dveh mobilnih faz; mobilne faze A in B (MFA: fosfatni pufer in
NaCl, pH = 7,5). Ce smo deleZ mobilne faze B (MFB; NaCl in ocetna kislina v vodi, pH 2.8)
prehitro povecevali, v vzorcih z nizjim odstotkom oksidiranih oblik nismo mogli lociti
oksidiranih od neoksidiranih oblik lo¢ili. Ugotovili smo, da se oksidirane oblike eluirajo v
obmodju gradienta pri MFB med 25 in 35 %. Ob koncu razvoja smo se odlo¢ili za gradient,
v katerem smo delez MFB povecevali od 25 do 35 %, in sicer v 1,3 min, nato pa do 100 %
v 0,25 min. Analizo smo na tem mestu podaljsali Se za 1 min, saj smo zeleli pustiti dovolj
Casa za spiranje oz. regeneracijo kolone, ker smo zmanjsali pretok z 2 na 1 mL/min. S

spiranjem namre¢ prepre¢imo puscanje sledi (angl. Carryover) in dobimo lep$o bazno linijo.

Ker pa smo imeli Se vedno tezave s prednjenjem glavnega, neoksidiranega vrha, smo to
skusali izboljsati s spreminjanjem pretoka, in sicer z 2 mL/min na: 0,7 mL/min, 1 mL/min
in 2,5 mL/min, pri ¢emer smo spreminjali tudi ¢as gradienta. Pri najvi§jem uporabljenem
pretoku (2,5 mL/min) smo ugotovili, da je bila zaradi izrazitejSega prednjenja, locba
oksidiranih in neoksidiranih oblik mAb v primerjavi z nizjimi pretoki slabsa, zato smo se
odlocili, da bomo pretok znizali. V nadaljnjih poskusih smo tako ob pretoku 1 mL/min

uporabljali nespremenjen Cas gradienta.

V nadaljevanju smo spreminjali temperaturo kolone, s ¢imer smo Zeleli preveriti, ali to
vpliva na lo¢bo oksidiranih in neoksidiranih oblik. Znano je, da se molekule pri visjih
temperaturah skozi kolono premikajo hitreje in da se interakcije med proteinom A in
molekulami IgG v teh pogojih spremenijo. Glede na rezultate smo se odlocili, da bomo
analize izvajali pri sobni temperaturi kolone, kot to priporoca njen proizvajalec. Pri povisani

temperaturi kolone (37 °C) namre¢ nismo zaznali pomembnega vpliva na locbo.

Preverili smo tudi vplive spreminjanja vrednosti pH mobilnih faz na lo¢bo oksidiranih in
neoksidiranih oblik mAb. Pri MFB smo vrednosti pH spreminjali z 2,8 na 2,6 in 3,0, pri
MFA pas 7,5 na6,2in 7,0. Pri vrednosti pH MFB < 2,8 so bili vrhovi oksidiranih oblik

ostrej$i, vendar locba med neoksidiranimi in neoksidiranimi vrhovi (mAb in mAb_ox) pri
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manj oksidiranih vzorcih ni bila jasna, zato smo se odlocili, da pH MFB ne bomo
zmanj$evali. Potem ko smo vrednost pH MFB zvisali na 3, pa smo sicer opazili jasnejSo
lo¢bo med vrhovi, vendar ti niso bili ostri, ampak $ir$i, kar je otezilo lo¢bo pri vzorcih z
nizjim deleZem oksidiranih oblik mAb. Na koncu smo se odlo¢ili, da bomo uporabljali MFB
s pH = 2.8. Pri uporabi MFA s pH = 6,2 nismo dolo¢ili jasnih oksidiranih vrhov, niti rame
na glavnem neoksidiranem vrhu. Ker smo pri pH = 7 MFA opazili precej$nje prednjenje, v

nadaljevanju pH nismo zniZevali, ampak smo razvoj nadaljevali s pH = 7.5.

Da bi ugotovili, ali je metoda primerna za rutinske analize, smo testirali veC razli¢nih
parametrov in sicer: mejo kvantifikacije, linearnost odziva, ponovljivost priprave vzorcev,
in puscanje sledi. Izvedli smo tudi primerjavo rezultatov dobljenih s PepMap in novo metodo

ALC ter dolo¢ili stabilnost vzorcev in njihov optimalni nanos na kolono.

Najmanj$i nanos vzorcev na kolono smo dosegli z znizevanjem volumna injiciranja, pri
¢emer smo dolocali razmerje med signalom in Sumom. Dolo¢ili smo vrednost LOQ metode
za oksidirano obliko mAb, ki je, pri nanosu 250 pg 50 % oksidiranega proteina na kolono,
predstavljala 0,3 % skupne povrsine pod krivuljo. LOQ smo dolo¢ili na oksidirani obliki v
vzorcu, v katerem sta bili v enakem razmerju prisotni obe obliki in ki smo mu nizali volumen
injiciranja.

Linearni odziv smo potrdili s koeficientom regersije nad 0.99 (R?= 0,9996).

Ponovljivost priprave vzorca, smo potrdili z majno razliko v dolo¢itvi deleza oksidacije

(relativni standardni odklon 1,8 %).

Pri primerjavi odstotkov oksidiranih oblik mAb, ki smo jih z naso metodo ALC in z metodo
PepMap dolocili v istih vzorcih, smo ugotovili, da med njima obstaja korelacija. Sicer ni
linearna, kar lahko pojasnimo s soc¢asno oksidacijo ve¢ih metioninskih ostankov na proteinu.
Mi smo z analizo PepMap vrednotili le oksidacijo Met254 in Met430, vemo pa, da se osidira
vsaj Se Met360. Poleg tega tudi pri analizi ALC na spremembo konformacije lahko vplivajo
tudi druge spremembe, ki so posledica oksidacije drugih aminokislinskih ostankov, ki jih pri
vrednotenju rezultatov s PepMap nismo upostevali. Zaradi dobre korelacije menimo, da so
rezultati, ki smo jih pridobili z novo hitro metodo ALC primerljivi s tistimi, izmerjenimi z
referencno metodo PepMap, zato jo lahko uvedemo v rutinsko prakso za presejalno

testiranje.
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Prisotnost morebitnega prenosa analita na koloni med posameznimi injiciranji smo preverjali
z veckratnim injiciranjem vzorca, ki je vseboval priblizno 50 % oksidiranih in 50 %
neoksidiranih oblik proteina. Pri tem smo v mobilni fazi na neoksidiranem vrhu opazili
minimalen prenos, ki je obsegal med 0,1 in 0,2 % povrSine omenjenega vrha. Po trikratnem
vmesnem injiciranju MFA pa prenosa vzorca na mestu elucije neoksidirane oblike mAb
nismo ve¢ zaznali. Ce bomo v prihodnosti imeli teZave s prenosom vzorcev, lahko dodatno

spiramo kolono (spiranje kolone z MFA).

Stabilnost nasih vzorcev smo preverili tako, da smo za vsak vzorec, ki je bil injiciran iz iste
viale, izracunali relativno razliko v delezih oksidiranih oblik v ¢asu 0 in po 24 urah (vzorce
smo v tem ¢asu hranili v avtomatskem vzorc¢evalniku na 4° C). Najvecja izmerjena razlika
je bila < 0,1 %, zato sklepamo, da v 24 urnem ¢asovnem intervalu ni prislo do nezZelene
oksidacije. Menimo torej, da je kromatografska sekvenca za analizo naSih vzorcev mAb

lahko dolga vsaj 24 h.

Preverili smo tudi vpliv zamrzovanja oksidiranih vzorcev na njihovo stabilnost. VVzorce smo
zamrznili in 4 mesece hranili na -80 °C, nato pa jih odmrznili in ponovno analizirali.
Relativne razlike v delezih oksidiranih in neoksidiranih oblik analita pred in po zamrzovanju
so bile < 0,1 %, kar je v mejah ponovljivosti metode, ki znaSa 0,1 %, lahko pa je tudi
posledica uporabe razli¢nih kolon. Tako smo dokazali, da zamrzovanje vzorcev mAb na -80

°C in njihovo 4 mese¢no shranjevanje v teh pogojih ne vpliva na nastanek MetOx.

Z nanosi razli¢nih koli¢in mAb na kolono smo ugotovili, da je lo¢ba med neoksidiranim in
oksidiranim vrhom (mAb in mAb_ox) jasna v Sirokem koncentracijskem obmocju. Za
nominalni nanos analita na kolono smo izbrali 100 pg nanos, ki ga doseZzemo s prilagajanjem
volumna injiciranja glede na koncentracije vzorcev (ki jih dobimo iz procesov ¢iséenja ter
drugih procesnih vzorcev) oziroma prilagajanjem koncetracije z red¢enjem vzorcev z MFA.
Novo metodo smo razvili za analizo mAb podrazreda 1gG1, uporabna pa je tudi za mAb
podrazreda 1gG2. Preskusili smo jo tudi na nekaterih drugih mAb (rezultati niso prikazani)
in ugotovili, da bi za nekatere od njih morali prilagoditi elucijski gradient. Vezava predela
Fc mAb na protein A je odvisna od ve¢ dejavnikov, med drugim tudi od komplementarnosti
vezavnih delov kompleksa protein A-Fc, ki je specifi¢na za vsako posamezno mAb. Razli¢na
mADb so raztopljena v razli¢nih formulacijskih pufrih, ki vsebujejo razlicne koncetracije soli
in imajo razli¢éne vrednosti pH, kar vpliva na omenjeno vezavo. Nasa nova metoda je

gradientna, kar pomeni, da s spreminjanjem gradienta ali pH elucijskega pufra vplivamo na
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vodikove in ionske interakcije med strukturno domeno Fc in proteinom A. Poleg tega vsa
mADb ne izkazujejo enakih interakcij s proteinom A, ker so lahko na nekaterih od njih prisotna
(npr. protitelesa iz ¢loveske genske druzine VH3) alternativna vezavna mesta za protein A.
Prav tako se metioninska ostanka oksidirata naklju¢no. Zaradi vsega navedenega je potrebno
kromatografske pogoje (npr. gradient, elucijski pH) prilagoditi razlicnim mAb, kar bi lahko
bila tema nadaljnjih raziskav. V nadaljnjih poskusih bi se lahko osredinili na vrednotenje
sprememb molekule mAb po oksidaciji Met360. V kolikor bi se metoda v rutinski praksi pri
doloc¢anju stopnje oksidiranosti terapevtskega mAb izkazala za ustrezno, bi jo bilo smiselno

validirati in nadomestiti za referencno metodo PepMap.
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6 SKLEPI

Razvili smo novo, hitro metodo ALC za detekcijo stopnje oksidiranosti terapevtskega
monoklonskega protitelesa. Zanimala nas je oksidacija dveh aminokislinskih ostankov, in
sicer Met254 in Met430, do katere prihaja med proizvodnjo in ima lahko negativne vplive
na stabilnost in posledi¢no varnost kon¢nega produkta. Ugotovili smo, da so za uspesno
lo¢evanje oksidiranih in neoksidiranih oblik mAb, ki temelji na spremenjenem retecijskem
Casu, potrebni naslednji pogoji: pretok 1 mL/min, nanos na kolono 100 pg in gradient
(Tabela XVII). Gradient ustvarimo z meSanjem mobilne faze A (PBS pufer) s pH 7,5 in
mobilne faze B s pH 2,8 (poglavje 3.2.1.). Uporabili smo kolono, v Kkateri je protein A
kovalentno vezan na povrsino hidrofilnega medija POROS (TSKgel Boronate-5PW,
dimenzij 7,5 mm ID x 7,5 cm (L). Vzorci so na 2-8 °C potrjeno stabilni 24h, lahko pa za
analizo uporabimo tudi predhodno zamrznjene. Temperaturo kolone ohranjamo pri sobni
temperaturi. Mobilna faza A (pH 7,4) sluzi za nanos vzorca na kolono, s kislo mobilno fazo
B (pH = 2,8) pa analit s kolone speremo. Pri integraciji rezultatov kromatogramov si
pomagamo s standardi (neoksidiran in popolnoma oksidiran vzorec mAb) in QCS vzorcem,
ki jih dodamo v vsako sekvenco. V primeru, da imamo protitelo drugega podrazreda (in ne

1gG2), bo verjetno potrebna prilagoditev gradienta.
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