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3) Predstavitev raziskovalnega projekta (izvedba)

Predlagan raziskovalni projekt spada v podrocje zdravie — medicina (podpodrocje biofarmacevtika),
osredotocen pa je na razvoj in vpeljavo naprednih analitskih pristopov, ki temeljijo na kvantitativni uporabi
kvantifikacijo primarnih
biofarmacevtskih ucinkovin (cilj 1) in za spremljanje kakovosti same ucinkovine (cilj 2). Cilja sta

masne spektrometrije  za znotrajcelicnth  metabolitov. med razvojem
interdisciplinarna ter medsebojno odvisna. Po koncanem razvoju in uspesni implementaciji bosta nova
analitska pristopa preizkusena v praksi, in sicer pri razvoju biofarmacevtske ucinkovine v gospodarski druzbi
Lek d.d., ki predstavlja pomemben del mednarodne farmacevtske druzbe Novartis. Ocenjujemo, da je ravno

ta faza velika dodana vrednost projekta.

Uporaba naprednih analitskih pristopov (cilj 1 in 2) bo korenito pripomogla k pospesitvi razvoja
biofarmacevtskih ucinkovin in s tem hitrejsi prihod ucinkovin na trg. Posledicno bo omogocena
hitrejSa dostopnost zdravil za paciente, v primeru biolosko podobnih zdravil bo to pomenilo tudi znatno
zniZanje stroSkov zdravljenja. Rezultati samega raziskovalnega dela bodo zanimivi za domaco kot tudi za




tujo strokovno javnost, ki se ukvarja z razvojem bioprocesov ter karatkerizacijo biofarmacevtskih ucinkovin
in drugih proteinov. Sam projekt je plod dosedanjega intenzivnega sodelovanja med Fakulteto za farmacijo
(FFA) in gospodarsko druzbo Lek d.d., po njegovem zakljucku pa pricakujemo Se veéje sinergije in uspesno
sodelovanje med obema institucijama. Poleg tega bo skozi raziskovalni projekt FFA dobila podroben
vpogled v to, kako poteka zgodniji razvoj biofarmacevtskih u¢inkovin v praksi ter bo izsledke in izkusnje
vkljucila v $tudijski program.

PREDSTAVITEV PROBLEMA

V gospodarski druzbi Lek d.d. razvijajo in proizvajajo biofarmacevtske ucinkovine (razli¢ne proteine za
terapevtsko uporabo). Biofarmacevtske ucinkovine so kompleksni, multimerni glikozilirani proteini, za
katere je klju¢no, da so terapevtsko ucinkoviti ter hkrati niso imunogeni za paciente. Da lahko zagotovimo
obe lastnosti, je potrebno izbrati optimalen produkcijski sistem in razviti primerne pogoje gojenja.

Cilj razvoja biofarmacevtskih ucinkovin je izbira ustrezne celicne linije ter razviti biotehnoloski proces
(bioproces), ki bo proizvajal biofarmacevtsko ucinkovino z ustrezno kvaliteto, ucinkovitostjo in varnostjo
za paciente. Bioproces pa mora biti tudi tehnolosko izvedljiv, robusten ter stroskovno ucinkovit. Oba vidika
sta neposredno povezana s primarnim metabolizmom celi¢ne linije, ta je odgovoren za rast samih celic, kot
tudi za kakovost bioloskega zdravila. Analitski pristopi za spremljanje nivoja celicnih metabolitov so razli¢ni,
vecinoma pa ne omogocajo spremljanja ve¢jega nabora metabolitov hkrati.

Za spremljanje kriticnih atributov biofarmacevtskih aktivnih ucinkovin (t. razlicne posttranslacijske
modifikacije, sekven¢ne variante, ...) se v farmacevtski industriji uporabljajo tradicionalni analitski pristopi.
Za vsak posamezen atribut se uporablja specificna analitska metoda, doloc¢anje atributov pa poteka
dvostopenjsko. Za kvantitativho doloc¢anje posameznega atributa se uporabljajo vecinoma kromatografske
in elektroforetske metode, identifikacija atributov ter morebitnih neznanih kromatografskih vrhov pa
poteka s pomoc¢jo masne spektrometrije (MS) (Preglednica 1).

Preglednica 1: Analitski pristopi med razvojem biofarmacevtskih uc¢inkovin. V preglednici so navedene
analitske metode za kvantitativnho doloc¢anje najpomembnejsih atributov ter metode, ki se uporabljajo za
njihovo identifikacijo.

Identifikacija atributov
Atribut Kvantitativno dolocanje Detekcija
(detekcija z MS)
Glikozilacija Odcqntev in fluor. oznacevanje, HILIC FLD HILIC-MS analiza
analiza
Sialilacija Odgepmev in fluor. oznacevanje, RPC FLD RPCMS analiza
analiza
Deamidacija IEC ali IEF Uv ﬁglacl]a kislih IEC frakcij, identifikacija z RPC-
Glikacija IEC ali IEF Uv ﬁglacua kislih IEC frakcij, identifikacija z RPC-
Oksidacija Encimska razgradnja, RPC analiza uv Encimska razgradnja, RPC-MS analiza
N-term. variante . .
(trunkacije, CE-SDS / Encimska razgradnja, RPC uv Encimska razgradnja, RPC-MS analiza
.. analiza
elongacije)




C-term. variante . Ly T . .
IEC ali IEF Uv %{zg?c&;{as bazi¢nih IEC frakcij, identifikacija z

(lizini, prolinamid) ;

Sekvend&ne variante |/ / Encimska razgradnja, RPC-MS analiza

HILIC: kromatografija, ki temelji na hidrofilnih interakcijah, IEC: ionsko izmenjevalna kromatografija, RPC: kromatografija z
reverzno fazo, IEF: izoelektri¢no fokusiranje, CE-SDS: kapilarna elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata. MS: masna
spektrometrija.

Pri trenutnem analitskem pristopu za analitiko biofarmacevtskih u¢inkovin obstajata dve glavni
pomanjkljivosti:

1. Dolgotrajen razvoj ter optimizacija metod za vsako biofarmacevtsko ucinkovino. Pred zacetkom
razvoja nove ucinkovine je potrebno najprej razviti nove projektno specificne analitske metode, ali pa

obstojece metode prilagoditi in optimirati za novo u¢inkovino. Ta zacetna faza razvoja metod je dokaj
zamudna in vkljucuje pa delo razlicnih analitskih ekspertov. Ko je koncna metoda razvita, je potrebno
vse neznane kromatografske vrhove dodatno potrditi Se z MS.

2. Trenutne metode ne omogocajo zanesljivega dolocanja nekaterih atributov. Tako na primer ne moremo
natanéno dolocati deamidacije ter razlicnih C-terminalnih variant, saj se te oblike eluirajo v skupnem
kromatografskem vrhu z ostalimi kislimi oz. bazi¢nimi oblikami proteina. Prav tako trenutne metode
ne omogocajo zanesljivega dolocanje sekvencnih variant (napake med translacijo - uporaba napacne
aminokisline), ki so pogost pojav pri intenzivnih bioprocesih z visoko produktivnostjo [1].

CILJI PREDLAGANEGA PROJEKTA
CILJ 1: ANALITIKA PRIMARNIH METABOLITOV - METABOLOMIKA

Edini pristop, ki omogoca profiliranje Sirokega nabora primarnih metabolitov je LC-MS (tekocinska
kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo) [2]. Instrumenti visoke locljivosti, HRMS (ang. High
Resolution Mass Spectrometry) nam omogocajo meritve monoizotopskih mas. Na tak nacin lahko
ugotovimo elementarno sestavo, kar nam pomaga pri identifikaciji molekule. Dokonc¢no identiteto molekule
potrdimo s fragmentacijo MS/MS. Poleg identifikacije nam MS omogoc¢a kvantifikacijo molekul metabolita.
Testiranje razlicnih pristopov za identifikacijo in kvantifikacijo metabolitov, razvoj same LC-MS metode in
MS/MS fragmentacije bodo preizkuseni v okviru cilja 1. Testirali bomo standarde metabolitov v MS nacinu
ionizacije, sledila bo fragmentacija standardov v MS/MS nacinu in testiranje metode na celicnih ekstraktih.

CILJ 2: RAZVOJ IN IMPLEMENTACIJA MULTIATRIBUTNE METODE (MAM) ZA ANALITIKO
BIOFARMACEVTSKIH UCINKOVIN

Resitev za izzive, s katerimi se srecujemo tekom spremljanja kakovosti biofarmacevtskih ucinkovin,
predstavlja implementacija enotne metode, s katero bi lahko atribute hkrati identificirali in kvantitativno
dolocali. V znanstveni literaturi je opisana kot "multiatributna" metoda (MAM) [3]. MAM je v osnovi
peptidno kartiranje, pri katerem protein s proteazami razgradimo na manjse peptide. Peptide potem lo¢imo
z RPC ter z MS/MS razbijemo na fragmente. S pomocjo razliénih algoritmov ter mas fragmentov
identificiramo peptide ter razlicne posttranslacijske modifikacije (PTM). Relativho kvantifikacijo
posameznih PTM izvedemo z MS tako, da upostevamo pojavnost izvornih peptidov. Oba procesa potekata
vzporedno, za analizo pa je potreben masni spektrometer visoke locljivosti. Tak nacin detekcije je izredno
obcutljiv ter omogoca detekcijo in kvantifikacijo peptidov, ki kromatografsko niso loc¢eni, omogoca pa tudi
detekcijo novih (nepri¢akovanih) postranslacijskih modifikacij ter sekvencnih variant [4]; Slika 1.
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Slika 1: Princip MAM.

MAM je zelo zmogljiva analitska metoda, ki predstavlja alternativo klasicnim analitskim metodam, vendar
pa predstavlja njen razvoj ter implementacija zaradi same kompleksnosti velik izziv. V prvi fazi
raziskovalnega dela projekta bomo v oviru cilja 2 testirali razlicne pristope priprave vzorcev, ki bodo
uporabni za sirok nabor biofarmacevtskih ucinkovin. Za analizo bomo uporabili masni spektrometer visoke
lo¢ljivosti. V naslednji fazi bo sledil razvoj MAM, ki bo obsegal obsezno testiranje robustnosti parametrov
priprave vzorcev, kromatografskih pogojev ter procesirnih nastavitev. Pomemben del razvoja MAM bo
tudi vzpostavitev ¢imbolj enostavnega in hitrega delovnega procesa. V tej fazi bo zelo pomembna predvsem
avtomatizacija priprave vzorca (robotska priprava) ter avtomatizacija procesiranja rezultatov (uporaba
programa Genedata Expressionist). V zadniji fazi bomo razvito MAM uporabili pilotno za analitiko nove
biofarmacevtske ucinkovine v zgodnjih fazah razvoja.
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METODE DELA

Projekt zajema Siroko znanstveno podrodje, zato bo pristop k resevanju problematike

interdisciplinaren. V projekt so posredno ali neposredno vkljucene razlicne veje razvoja bioloskih zdravil —
celi¢na in molekularna biologija, razvoj bioprocesa, razvoj separacij in razvojna analitika. Glavne metode, ki
se bodo uporabile tekom projekta vkljucujejo separacijske tehnike, sklopljene z razlicnimi detektorji. V
ospredju bo uporaba tekocinske kromatografije, sklopljene z masno spektrometrijo visoke locljivosti in z
detektorjem z nizom fotodiod.

RELEVANTNOST IN POTENCIALNI VPLIV REZULTATOV

Rezultat raziskovalnega projekta bosta dva nova analitska pristopa za:
. Kvantifikacijo primarnih znotrajcelicnih metabolitov — cilj 1.




. Spremljanje kakovosti biofarmacevtskih ucinkovin med razvojem celicne linije in procesa — cilj 2.

Novi analitski pristopi bodo omogocili farmacevtski industriji ucinkovitejse spremljanje metabolizma celic
ter posledi¢no boljso kontrolo bioprocesa. Hkrati pa bo podjetje ze med samim bioprocesom spremljalo
kvaliteto produkta. Vpeljava novih pristopov bo farmacevtski industriji prinesla ¢asovne in stroskovne
prihranke, saj bo skrajsala cas, potreben za razvoj in zmanjsala Stevilo potrebnih korakov.

Izsledki in izkusnje bodo dragoceni tudi za domaco in tujo zainteresirano strokovno javnost. Razvite MS
metode bodo uporabne tako v gospodarstvu (farmacevtska in biotehnoloska podjetja), kot tudi v javnih
raziskovalnih ustanovah, kjer se ukvarjajo s karakterizacijo kompleksnih proteinov.

GLAVNI ME]JNIKI PROJEKTA (PATENTI, CLANKI, KONFERENCE)

Najpomembnejsi rezultati bodo objavljeni v uglednih mednarodnih znanstvenih revijah z SCI faktorjem
vpliva. Vodja projekta oz. raziskovalec bo rezultate raziskav znanstveni javnosti predstavljal tudi na
ustreznih konferencah, na katerih bo izsledke podal v obliki predavanj ali posterjev. Zanimivosti povezane
s projektom bodo predstavljene tudi $irsi laicni javnosti, in sicer preko internetnih strani Univerze v
Ljubljani in poljudnih ¢lankov.

Strategija/nacrt dolgorotnega sodelovanja med raziskovalno organizacijo in gospodarskim
subjektom — strategija/nacrt, ki bo zagotavljal trajnost rezultatov in sodelovanja po zakljucku
operacije

Predlagan projekt je sestavni del vecletnega strateskega sodelovanja in sinergisticnega dopolnjevanja
raziskovalnih ter inovativnih kapacitet med Fakulteto za farmacijo Univerze v Ljubljani in gospodarsko
druzbo Lek d.d. Je del strategije za dvig raziskovalne intenzivnosti in kvalitete, ki se neposredno odraza v
povezovanju raziskovalnega dela raziskovalcev na zacetku kariere z gospodarstvom in hkrati tudi odgovarja
na potrebe slednjega. Delo v sklopu projekta bo dograjevalo in poglabljalo obstojeca znanja in hkrati
ustvarjalo nove znanstvene pristope. To je izjemnega pomena, saj je nujno, da slovenska znanstvena sfera
stopa v korak s svetovnim razvojem in raziskavami.

Rezultati, ki jih bo predlagan projekt generiral, so metode, ki jih lahko druzba Lek d.d. aplicira na druge
projekte, skrajsa in poceni razvoj novega zdravila ter tako omogoci vecjo dostopnost zdravil pacientom.
Tekom razvoja posameznega bioloskega zdravila se namre¢ uporabljajo podobne metode, zato naprednejsa
metodologija, ki jo nameravamo razviti tekom projekta, predstavlja veliko dodano vrednost in se bo
neposredno odrazala pri razvoju stevilnih novih zdravil. Ker pa gre pri bioloskih zdravilih za podrocje, ki
se izjemno razvija in spreminja, bo tudi v prihodnje obilo priloznosti za sodelovanje med FFA in druzbo
Lek d.d. Raziskovalni projekt, opisan v tej prijavi, bo smiselno integriran v ze vzpostavljeno delovno okolje.
Glavna dejavnost programske skupine 'P1-0208 Farmacevtska kemija: nacrtovanje, sinteza in vrednotenje
uc¢inkovin' je odkrivanje novih bioaktivnih molekul in razvoj analiznih metod za preskusanje kakovosti
ucinkovin in pomoznih snovi. Racionalni razvoj bioaktivhe molekule ni mogoc¢ brez ustrezne analitske
podpore, s katero je mogoce okarakterizirati tarco, vrednotiti interakcijo med tarco in molekulo ter
biokemijski odgovor, ki ga takSna interakcija sprozi. V preteklih letih je zato programska skupina veliko
vlozila v razvoj analitskega segmenta; z nakupom analitske opreme (Thermo Scientific Q-Exactive Plus v
vrednosti 400 k€), izgradnjo namenskih laboratorijev in vlaganjem v kadre, ki bodo koristili novo opremo.
Vse to z namenom, da lahko bolje okarakteriziramo tarce (proteine) in biokemijski odgovor (npr.
spremembe v metabolizmu, signalizaciji ...).

Skupna imenovalca druzbe Lek d.d. in programske skupine P1-0208 sta protein in biokemijske poti. Oboji
imamo podobna vprasanja in zato je obstojeca infrastruktura na FFA komplementarna z infrastrukturo




druzbe Lek d.d. Znanje, ki ga bomo pridobili tekom tega projekta, pa bo zelo koristno uporabljeno tudi na
drugih projektih raziskovalne skupine.

Javni razpis ga igbor operacyj delno financira Evropska unija, in sicer iz Evropskega sklada za regionalni razve
(ESRR). Javni razpis a izbor operacij se izvaja v okvirn Operativnega programa 3a ixvajanje evropske kohezijske
politike v obdobju 2014-2020, prednostne osi: 1. Mednarodna konkurencnost ragiskav, inovaciy in tebhnoloskega
razvoja v skladu s pametno specializacijo 3a vedjo konkureninost in oelenitev gospodarstva; prednostne nalogbe:
1.1. Krepitev infrastrukture 3a ragiskave in inovacije ter mogljivosti 3a razvoj odlicnosti na tem podrogiu, pa tudi
spodbujange pristojnih centrov, lasti taksnibh, ki so evropskega pomena; specificnega cifja: 1.1.1. Ulinkovita
uporaba raziskovalne infrastrukture ter razvoj 3nanja/ kompetenc 3a boljse nacionalno in mednarodno sodelovanje
v trikotnikn Inanja.



	CILJ 2: RAZVOJ IN IMPLEMENTACIJA MULTIATRIBUTNE METODE (MAM) ZA ANALITIKO BIOFARMACEVTSKIH UČINKOVIN

