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Farmacevtska industrija v zadnjem ¢asu vse ve¢ rekombinantnih monoklonskih
protiteles (MAb) proizvaja v sesalskih celi¢nih linijah. Najpogosteje uporabljene
so celice ovarijev kitajskega hrécka (CHO). Ab so bistvenega pomena pri
protitelesnem imunskem odzivu. Preko variabilnega dela (Fab) se specifi¢no
vezejo na molekulo antigena (Ag), medtem ko se preko konstantnega dela (Fc),
vezejo na receptor Fcy na efektorski celici. Prav ta vezava uravnava pomembne
efektorske funkcije imunskega sistema, kot je od protiteles posredovana celi¢na
citotoksi¢nost (ADCC), izkoris¢amo pa jo tudi v primerih, ko mAb proizvajamo
kot zdravilne ucinkovine. Na efektorske funkcije in funkcionalnost mAb vpliva
tudi glikozilacija dela Fc, do katere pride pri sintezi mAb v celicah CHO. Namen
raziskovalne naloge je razviti metodo, s katero bi lahko natanéno dolog¢ili
parametre kinetike vezave mAb na receptor FcyRIIla. Kinetiko vezave smo
merili na aparaturi Octet RED96, ki deluje po principu interferometrije. lzkazalo
se je, da je mogoce iz parametrov vezave sklepati na aktivnost ADCC. Prav tako
je mogoce iz kinetike sklepati o nekaterih glikozilacijskih strukturah (bGx(-F))
mAb. V raziskavo smo vkljucili tudi vzorce mAb z dodanim Ag. Izkazalo se je,
da tudi dodatek Ag vpliva na kinetiko vezave.
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Production of recombinant monoclonal antibodies (mAbs) is progressively
shifting to mammalian cell lines. The most frequently used mammalian cells are
Chinese hamster ovary (CHO) cells. mAbs play an essential role in the antibody
immune response and can be structurally subdivided into two distinct functional
units: 1) the fragment of antigen binding (Fab), which enables antigen (AQ)
binding and confers Ag specificity and ii) the constant fragment (Fc), which
facilitates the interaction with 1gG receptors (FcgammaRs) on the effector cells.
Binding to the effector cells can initiate and regulate important immune
mechanisms, such as antibody-mediated cellular cytotoxicity (ADCC). This
mechanism is also utilized when mAbs are used as therapeutic agents.
Glycosylation of Fc, which occurs during the synthesis in CHO cells, affects
quality and functionality of mAb binding, which can in turn also alter the ADCC
activity. Our main aim was to assess how mAb — FcyRIlla binding kinetics
relates with glycosylation profile and consequently with ADCC. To this end, we
developed an accurate method to determine binding kinetics parameters of mAb—
FcyRlIlla binding. Measurements were obtained with Octet RED96 (forteBIO)
interferometer. Our results indicate a positive correlation between glycosylation
profiles and mAb’s affinity for FcyRIIla. Similarly, there is also a positive
correlation between glycosylation profiles and ADCC. Furthermore, we present
strong evidence that Ag binding to mAb increases it’s affinity for FcyRIIla.
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Variabilno podrocje lahke verige Ig



Golob A. Kinetika vezave rekombinantnih monoklonskih protiteles na receptor FcyRII]a.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

1 uvoD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Gojenje sesalskih celic, najpogosteje so to celice ovarijev kitajskega hréka (CHO), je
postal prevladujo¢ sistem za proizvodnjo rekombinantnih proteinov za klini¢no uporabo.
Sesalske celice omogocajo pravilno sestavljanje proteinov in post-translacijske
spremembe. Tako lahko doseZzemo dobro kakovost in funkcionalnost proteina, kar je
njihova glavna prednost pred drugimi ekspresijskimi sistemi, kot so bakterije, rastline in
kvasovke. Kljub velikim prednostim, pa najdemo tudi nekaj slabosti sesalskih celic: so
velike in pocasi rastoce, zelo obcutljive na strizne sile ter nizko produktivne. Tekom let so
prisle mnoge izboljsave v sestavi gojis¢ ter nadzoru postopka gojenja. Se vedno pa
obstajajo moznosti za nadaljnje izboljSave sistemov sesalskih celic, ki pa kljub temu
ostajajo vodilni sistem za proizvodnjo rekombinantnih glikoproteinov oziroma bioloskih
zdravil (Wurm, 2004).

V celicah CHO se proizvajajo tudi monoklonska protitelesa (mAb). Med procesom sinteze
mAb prihaja do post-translacijskih sprememb, ki so nujno potrebne za ustrezno biolosko
aktivnost. Ena glavnih post-translacijskih sprememb je glikozilacija, katera poteka v
zrnatem endoplazmatskem retikulumu (ER) in Golgijevem aparatu (GA). Glikozilacija
poteka na konstantnem delu (Fc), natanéneje med konstantnim podro¢jem 2 (CH2) in
konstantnim podro&jem 3 (CH3), kjer so glikani pritrjeni na asparagin 297 (Asn®").
Glikozilacija je neodvisna od podrazreda imunoglobulina razreda G (IgG). Fc del Ab in
rekombinantnih mAD je tudi del, s katerim se molekula veze na receptor FcyRIlIa, afiniteta
s katero se veze, pa je odvisna od vec¢ faktorjev. Eden izmed glavnih faktorjev je
glikozilacijski profil Ab. Glikozilacija torej vpliva na kinetiko vezave Ab na receptorje Fc
in posledi¢no tudi na efektorske funkcije Ab (od protiteles posredovana celi¢na
citotoksi¢nost (aktivnost ADCC), nizko imunogenost, od komplementa odvisno
citotoksi¢no (aktivnost CDC)) ter primeren razpolovni ¢as Ab Vv telesu pacienta.
Glikozilacijski profil 1gG, ki nastajajo v okviru imunske obrambe in vivo, se pri ljudeh
spreminja s starostjo, kar lahko predstavlja tezavo, saj so doloCene bolezni, kot so
revmatoidni artritis, psoriaza, osteoporoza, multipla skleroza in nekatere vrste rakavih
obolenj povezane prav z glikansko strukturo (npr. zmanjSanje galaktozilacije N-glikanov v
IgG) (Wuhrer in sod., 2007). Zato je pri in vitro gojenju celic, ki proizvajajo terapevtska
mADb, zelo pomembno, da nadzorujemo pogoje v bioreaktorju tako, da imajo proizvedena
mAb optimalne lastnosti oziroma efektorske funkcije, vkljuéno z glikozilacijo in
razpolovnim ¢asom Ab v telesu. Bioloski testi, s katerimi je mogoce meriti parametre, Ki
doloc¢ajo efektorsko funkcijo mAb, so precej dolgotrajni in cenovno neugodi. Zaradi
omenjenih pomanjkljivosti bioloskih testov smo zeleli razviti in preizkusiti novo metodo, s
katero bi lahko posredno ovrednotili efektorske funkcije mAb.
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Metodo bi lahko uporabili tudi za hitro vrednotenje efektorskih funkcij vzorcev mAb,
pridobljenih med bioprocesom. S tem bi lahko ucinkoviteje in hitreje optimirali proces
proizvodnje mADb. Prav tako bi resili problem, kako ¢im prej dologiti, kateri izmed zbirkov
(ang. »pool«) ali klonov izdeluje rekombinantna mAb z Zeljenimi efektorskimi funkcijami.

1.2 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE

Glavni cilj raziskovalne naloge je razvoj in optimizacija metod za merjenje kinetike vezave
IgG protiteles na receptor FcyRIlla. Optimizirana metoda bi omogocila hitro oceno
efektorskih funkcij mAb, s katero bi prihranili na Casu, saj bi se izgonili poSiljanju vzorcev
v tujino in analitskim metodam za merjenje glikanske mape ter aktivnosti ADCC.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

- Iz parametrov vezave protiteles IgG na receptor FcyRIlla je mogoce sklepati na
aktivnost ADCC protiteles.

- Vezava antigena spremeni kinetiko vezave protitelesa na receptor FcyRIlla.

- Vezava protiteles na receptor FcyRIIla je odvisna od glikozilacijskega profila.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 CELICNE LINIJE CHO

Celice ovarijev kitajskega hr¢ka so pridobljene z biopsijo ovarija kitajskega hrc¢ka in se
uporabljajo v bioloskih ter medicinskih raziskavah za proizvodnjo rekombinantnih
terapevtskih proteinov (Jayapal in sod., 2007).

Uporaba kitajskega hrc¢ka in njegovih celic v raziskavah se je zacela leta 1919, ko so jih
uporabljali namesto misi za tipizacijo pnevmokokov. Leta 1948 so v Zdruzenih drzavah
Amerike uvedli vzrejo kitajskih hr¢kov v raziskovalnih laboratorijih. Njihove lastnosti,
metabolizem in nacin vzreje so postali tekom let in raziskav dobro poznani, kar je
omogocilo, da so celice CHO postale dragoceno orodje za proizvodnjo rekombinantnih
proteinov (Tjio in Puck, 1958). Od leta 1957 je celi¢na linija CHO vodilna pri proizvodnji
rekombinantnih proteinov zaradi dobre poznanosti, svoje hitre rasti in robustnosti,
enostavnega vnosa tuje DNK, visokega donosa proteinov (3-10 g/L visoko kakovostnega
produkta) in predvsem varnosti (Wurm in Hacker, 2011).

Ime CHO zajema veliko Stevilo zelo razli¢nih celiénih linij. Nabrala se je obcutna
genomska heterogenost v ¢asu od prve izolacije teh celic leta 1956 do danes. Prvo celi¢no
linijo je pridobil Theodore Puck, in sicer s spontano populacijo fibroblastov iz gojenih
celic CHO. Naslednja pridobljena celi¢na linija je bila CHO-K1, katera izvira iz potomk
izvorne celi€ne linije, vendar vsebuje manjSo koli¢ino DNK, kot izvorna celi¢na linija
CHO. Pridobljena je bila s kloniranjem ene same celice celi¢ne linije CHO. 1z CHO-K1 so
nato s pomocjo kemijske mutageneze pridobili celi¢no linijo CHO-DXB11, za katero je
znacilno pomanjkanje dihidrofolat reduktazne (DHFR) aktivnosti. Te celice imajo delecijo
v enem izmed alelov DHFR in druga¢nosmiselno mutacijo na drugem alelu. Kasneje so
prolinsko odvisni sev CHO-pro3, drugi derivat orginalne celi¢ne linije CHO, s pomocjo
mutageneze pretvorili v celicno linijo CHO-DG44, za katero sta znadilni deleciji v obeh
alelih DHFR (Wurm in Hacker, 2011).

Genomska heterogenost (slika 1) se kaze med samimi celi¢nimi linijami, opazili pa so tudi
razlike znotraj klonske populacije. S pomocjo proganja po Giemsi so dokazali, da imajo
kitajski hrcki 22 kromosomov, medtem ko prednik celicne linije CHO-K1 kaZe drugacen
kariotip. Pojavi se le 8 kromosomov, ki so na pogled enaki kromosomom hréka, ostalih 13
kromosomov pa predstavlja tako imenovane Z-kromosome, ki vsebujejo delecije,
translokacije ali prerazporeditve segmentov kromosoma. Vecina celi¢nih linij vsebuje 20
kromosomov, pojavlja se tudi po 19, 21, 22 ali 44 kromosomov. Kariotip celi¢ne linije
CHO-DG44 je pokazal, da ima vecina celic 20 kromosomov, izmed katerih jih je 7
normalnih, 4 so Z-kromosomi, preostalih 9 je derivatov — kromosomi, ki so gensko



Golob A. Kinetika vezave rekombinantnih monoklonskih protiteles na receptor FcyRII]a.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

spremenjeni zaradi potreb industrije. Manj kot polovica klonov DG44 je ohranila omenjeni
kariotip, pri ostalih pa je prislo do prerazporeditev (Wurm in Hacker, 2011).

Kloni celicne linije, ki proizvajajo proteine z visoko viednostjo
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Slika 1: Genomska heterogenost pri celiéni liniji CHO (Wurm in Hacker, 2011)

S pomocjo citogenetskih Studij so v zadnjih 40-ih letih dokazali, da gre za izjemno
zapletenost in raznovrstnost genomov v rodu nesmrtnih celic. Vse celi¢ne linije so nenehno
podvrzene genetskim spremembam, za kar obstajajo dokazi, saj se spremembe odrazajo v
fenotipskih razlikah med linijami. Do razlik med fenotipi prihaja tudi zaradi
1zpostavljenosti razliénim okoljskim pogojem med gojenje celic v bioreaktorju (Wurm in
Hacker, 2011).

2.2 PROIZVODNA CELICNA LINIJA

Leta 1986 smo dobili prvi rekombinantni terapevtski protein iz sesalskih celic, medtem ko
je danes okoli 60 — 70% vseh rekombinantnih proteinov proizvedenih v sesalskih celicah
(Wurm, 2004). A kljub razpoloZljivosti Stevilnim drugim sesalskim celi¢nim linijam, kot
so ledvicne celice mladicka hrcka (BHK-21), miSje mielomske celice NSO in
transformirana celi¢na linija iz ¢loveskih embrionalnih ledvic HEK 293, se danes kar 70 %
vseh rekombinantih terapevtskih proteinov proizvede v celicah CHO (Kim in sod., 2011).

Razvoj proizvodne celi¢ne linije za produkcijo rekombinantnih mAb zahteva velik vliozek
Casa, denarja in ostalih virov. Ne samo to, izbira gostiteljskih celic za izraZanje proteinov
ima velik vpliv na lastnosti produkta in na doseganje donosa. Prav tako je potrebno
upostevati varnostni vidik pri izbiri gostiteljskih celic (Jayapal in sod., 2007).

K razvoju stabilne proizvodne celi¢ne linije je doprineslo tudi znanje, poznavanje in
povezovanje »omik«, med katerimi so klju¢ne genomika, proteomika, metabolomika in
transkriptomika (Lai in sod., 2013).
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Proizvodnja rekombinantnih proteinov temelji na gojenju gensko spremenjenih
gostiteljskih celic, ki imajo umetno vstavljene gene, ki nosijo zapise za Zelene proteine. Do
sedaj so imeli pomembno vlogo pri proizvodnji rekombinantnin mAb mikrobni sistemi,
predvsem bakterija Escherichia coli, vendar vse veéji pomen pridobivajo sesalske celice
zaradi svojih Stevilnih prednosti. Sesalske celice zaradi svoje prilagodljivosti omogocajo
rast v suspenzijski kulturi, kar je idealno za proizvodnjo v vecjih volumnih. So varne in
predstavljajo manjSe tveganje za prenos virusov, rastejo v serumu in v kemi¢no definiranih
medijih, kar zagotavlja ponovljivost med serijami ter omogocajo post-translacijske
spremembe. Kar je tudi zelo pomembno, obstaja veliko sistemov pomnozevanja
rekombinatnih genov. Ti sistemi so dobro razviti in temeljijo prav na genomski
nestabilnosti celic CHO. Vegje Stevilo genov za rekombinatni protein omogoca vecji donos
le tega. Pomembna je zmoznost pristne N- in O-vezane glikozilacije (Lai in sod., 2013). Da
dobimo aktivne proteine, jih moramo pridobiti v biolosko aktivni obliki, kar zahteva
pravilno zvijanje proteinov in post-translacijske spremembe. Oboje narekuje
farmakokineti¢éne in farmakodinamicne lastnosti produkta in s tem njihovo topnost,
stabilnost, biolosko aktivnost in razpolovni ¢as v ¢loveku (Jayapal in sod., 2007). Ne
smemo pozabiti tudi na nekatere pomanjkljivosti, kot so dolgotrajnost procesa od izbire
celi¢ne linije CHO do same proizvodnje zeljenih mAb, saj le-ta traja okoli 7 do 8 mesecev.
Gre za zelo intenziven proces in sesalske celice so zelo obcéutljive na mehanski stres. Rast
celic je pocasnejsa od mikrobnih celic in zaradi nizkega izkoristka ter visokih stroskov
procesa, je potreben velik vlozek kapitala (Lai in sod., 2013).

Razvoj produkcijske celi¢ne linije CHO poteka v ve¢ korakih, ki so prikazani na sliki
2Slika 2. Obicajno se uporablja strategija, ki omogoca visoko produkcijo celi¢ne linije
CHO, pridobljeno iz starSevskih linij, ki uporabljajo sistem DHFR. Gre za dolgotrajno in
tezavno proizvodnjo, ¢eprav je dobro uveljavljena. Prvi korak je vnos rekombinantne DNK
v jedro gostiteljske celice in integracija v kromosom. Obstaja ve¢ metod vnosa:
precipitacija s kalcijevim fosfatom, elektroporacija, lipofekcija in naklju¢no vkljucevanje
vektorja. Po uspesnem vnosu DNK, se naredi zbirek celic, ki stabilno izrazajo ko-
transfeciran encim DHFR, katerega zapis se nahaja na vektorju. Selekcija poteka s
pomocjo nizkih koncentracij metotraksata (MTX) ob tem, ko jih gojimo ob odsotnosti
glicina, hipoksantina in timidina. Lahko se uporablja tudi druge selekcijske agense, kot so
antibiotiki, le ¢e so ustrezni oznacevalci odpornosti vkljuceni v vektor. Na tej stopnji
vecina celic, ki nimajo uspesno vgrajene vektorske DNK, Ze propade. Sledi pomnoZevanje,
kar pomeni, da se prezivele celice izpostavi visoki koncentraciji MTX, kar drasti¢no
poveca selekcijski pritisk. Da bi celice prezivele, obicajno opravijo genomsko preureditev
in pomnozijo lokus vgrajene DNK. Naslednji korak je korak izolacije zbirka celic za
pridobitev klonov z visoko specificno produktivnostjo. Ta zbirek je zelo heterogen,
vsebuje celice z razliénimi mesti integracije DNK, z razliénim S$tevilom kopij in Zz
razliénimi specificnimi produktivnostmi. Potrebno je izolirat posamezne klone z najvis§jo
mozno produktivnostjo in stopnjo rasti ter najbolj$imi efektorskimi funkcijami proizvoda.
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To se doseze z nizom limitnih red¢itev v ve¢ vdolbinah na mikrotitrskih ploscah, tako da
lahko izoliramo posamezno kolonijo z enotno celi¢no populacijo. Izbrane klone se razsiri
preko veC pasaz in vsak klon se oceni na manjsi bioreaktorski skali pod pogoji, s katerimi
se bo kasneje srecal v proizvodnih obratih. Po oceni klju¢nih parametrov je nato izbrana
ena sama proizvodna celi¢na linija CHO, ki se shrani v posamezne viale. Viale se
zamrznejo in prenesejo v celi¢no banko do naslednje uporabe (Jayapal in sod., 2007).
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Slika 2: Razvoj celi¢ne linije CHO (Lai in sod., 2013)

2.3 REKOMBINANTNA MONOKLONSKA PROTITELESA

Biotehnologija je v zadnjem desetletju nedvomno ena najhitreje razvijajo€ih se podrocij.
Najvecji razcvet sodobne biotehnologije je dozivela farmacevtska biotehnologija z
razvojem tehnologije rekombinantne DNA in s proizvodnjo mAb. Monoklonska protitelesa
so eden od petih vecjih razredov bioloskih zdravil, kamor spadajo Se bioloska zdravila
pridobljena z izolacijo, bioloSka zdravila pridobljena s sintezo, genska zdravila in
rekombinantna bioloska zdravila (biotehnoloska zdravila) (Strukelj in Kos, 2007).

2.3.1 Zgradba protiteles

Protitelesa (Ab) ali imunoglobulini so del protitelesnega imunskega sistema sesalcev. So
glikozilirani globularni proteini iz naddruzine imonoglobulinov z molekulsko maso, vecjo
od 150 kDa. Prisotni so v krvi, tkivnih tekoc¢inah in telesnih izlo¢kih, kot so sluz, solze,
slina, urin ali mleko dojece matere. Molekule protiteles se razlikujejo po zgradbi, lastnostih
in zaSCitni vlogi pri obrambi organizma. Imajo simetri¢no strukturo in so sestavljene iz
dveh enakih tezkih polipeptidnih verig, oznacenih z grSkimi ¢rkami vy, y, a, 9, €, ter dveh
enakih lahkih polipeptidnih verig k in A, povezanih z disulfidnimi vezmi, kar je prikazano
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na sliki 3. Protitelesa glede na vrsto tezke verige razdelimo na pet razredov: G, M, A, D in
E, ki se glede na strukturne razlike v tezki verigi dodatno delijo na podrazrede. Pri ljudeh
poznamo $tiri podrazrede IgG (IgG1, IgG2, IgG3 in IgG4) in dva podrazreda IgA (IgAl in
IgA2). Tezke in lahke polipeptidne verige se sintetizirajo in sestavijo v molekule protiteles
v ER. V GA pride do glikozilacije in drugih post-translacijskih sprememb protiteles, ki
vplivajo na njihovo bioloSko aktivnost in s tem tudi na u¢inkovitost nekaterih terapevtskih
protiteles. Zrela protitelesa se izlo¢ajo iz aktiviranih limfocitov B (Strukelj in Kos, 2007).
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Slika 3: Zgradba molekule protitelesa IgG (Absolute antibody, 2015)

Tezko in lahko polipeptidno verigo sestavljajo konstantna in variabilna podrocja, ki se
razlikujejo v stopnji ohranjenosti aminokislinske sestave med razli¢nimi protitelesi iste
vrste. Konstantna podro¢ja imajo podobno aminokislinsko sestavo, razlike pa dolocata
razred in podrazred protiteles. Pri 1gG lahko verigo sestavlja eno konstantno podrocje
(CL1), tezko pa tri (CHI1, CH2 in CH3). Konstantna podro¢ja tezkih verig, predvsem CH2
in CH3, tvorijo regijo Fc, ki je pomembna za interakcije protiteles z ostalimi elementi
imunskega sistema, kot sta aktivacija komplementarnega sistema in vezava receptorjev na
membrani obrambnih celic, s katerimi omogocajo eliminacijo antigena (Ag) in druge
efektorske funkcije (CDC ali ADCC). Vecja raznolikost aminokislinskega zaporedja je v
variabilnem podrocju protiteles na N-koncu lahke verige (VL) in tezke (VH) polipeptidne
verige, ki doloCa specificnost protitelesa za antigen. Strukturno skladnost z epitopi na
antigenu doloca Sest krajSih segmentov variabilnega podrocja, po trije v tezki in lahki
verigi (slika 3). Ta hipervariabilna podro¢ja ali komplementarnost dolo¢ujoc¢a podrocja
(CDR) imajo najvecjo idiotipsko variabilnost med protitelesi, ki je osnova imunskega
odziva (Strukelj in Kos, 2007).
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2.3.2 Aktivhost ADCC in CDC

Glavni mehanizmi delovanja terapevtskih mAb so steri¢no oviranje in blokada delovanja
tarCnega antigena (Ag), citotoksicno delovanje na tar¢no celico z izrazenim tar¢nim Ag
zaradi aktivacije komplementa, aktivacije citotoksicnega delovanja obrambnih celic ali
spremenjenega prenosa znotrajcelicnih signalov ali ciljanje drugih efektorskih molekul na
mesta delovanja. Protitelesa, vezana na taréni Ag, lahko odstranijo tarce z aktiviranjem
telesu lastnih efektorskih mehanizmov, kot je aktivacija komplementa s CDC, ter drugimi z
receptorjem Fc posredovanimi odzivi, kot je ADCC (slika 4) (Strukelj in Kos, 2007).

Pri testu ADCC se Ab preko variabilnega dela (Fab) veze na Ag na tar¢ni celici in preko
dela Fc na receptor Fcy na efektorski celici (npr. celici ubijalki ali nevtrofilcu). Zaradi te
interakcije pride do lize celic in efektorska celica sprosti citokine in citotoksi¢ne granule,
ki napadejo tar¢no celico in povzroc¢ijo njeno apoptozo (Jimenez in sod., 2012).

Po testu CDC lahko delujejo samo nekateri razredi in podrazredi Ab, in sicer tisti, ki s
svojim delom Fc lahko veZejo komponente komplementa. Pri tem mehanizmu gre za
vezavo Ab preko Fab na Ag na taréni celici, z Fc delom pa se veze na komponento
komplementa C1q, kar sprozi celo kaskado komplementa. Kon¢ni rezultat kaskade je
oblikovanje liticnega kompleksa MAC (ang. »membrane attack complex«), ki poskoduje
taréno celico tako, da nastanejo v membrani pore, s ¢asoma lahko pride do popolnega
razpada membrane taréne celice (Jimenez in sod., 2012).
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>~—> @I Efektorska celica
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o Artigen ubijalka, nevtrofile
ADCC
. —:-

Liza

Tarcna celica

Slika 4: Aktivnost ADCC in CDC (Jimenez in sod., 2012)
2.4  POVISANA PROIZVODNJA REKOMBINANTNEGA mAb

Za razvoj postopka izdelave rekombinantnih proteinov v sesalskih celicah je potrebna
izdelava dobre proizvodne sheme (Wurm, 2004). Pomembno je, da so vse stopnje razvoja
natancno kvalitativno in kvantitativno nadzorovane s predpisanimi standardnimi
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operacijskimi postopki (SOP), vsi parametri, od tehnik, aparatur, sistemov in
produkcijskega okolja pa morajo biti natan¢no validirani (Strukelj in Kos, 2007). Ko je
proizvodna shema izpopolnjena, sledi vprasanje, kako povecati raven proizvodnje
rekombinantnih proteinov. Poznamo dva nacina, in sicer s poveCanjem specifi¢ne
produktivnosti ter s povecanjem izkoristka celic v procesu.

Prvi nacin je s povecanjem specificne produktivnosti, kar dosezemo z zdruzevanjem gena s
selekcijskim genom. Najbolj poznana selekcijska gena sta dihidrofolat reduktaza (DHFR)
in glutamin sintetaza (GS). V obeh primerih se pojavi selekcija v odsotnosti ustreznega
metabolita, ki preprecuje rast netransformirane celice. Pri sistemu DHFR je ta metabolit
hipoksantin ali timidin, medtem ko je pri sistemu GS to glutamin. S sistemom
DHFR/MTX, ki je prikazan na sliki 5, lahko izrazanje rekombinantnega proteina
dopolnjujemo z izpostavitvijo celic MTX-u, ki je substanca, ki zavira aktivnost DHFR. Po
dveh do treh tednih izpostavljenosti, vecina celic propade, le majhno Stevilo celic, Ki
proizvaja ve¢ DHFR pa ta selekcijski pritisk prezivi. S tem pride do povisanja
koncentracije produkta in tako do izboljSane specifi¢éne produktivnosti od 10 do 20 krat.
Sistem GS/MSX je podoben sistemu DHFR/MTX, vendar encim GS katalizira produkcijo
glutamina iz glutamata in amonijaka, kar nam kaze slika 6. Metionin sulfoksamin (MSX)
veze encim GS in tako prepreci nastajanje glutamina. Pomnozevanje genov se zgodi, ko so
celice izpostavljene povecani koncentraciji MSX-a (Camire, 2000).

DHFR DHFR

folat ——> dihirofolat —> tetrahyrofolat

FH4 —— —— — purin
pirimidin

glicin

Slika 5: Sistem DHFR/MTX (Camire, 2000)
Glutamin sintetaza

Glutamat + NH3 ——> Glutamin

7N

ATP AMP + PPi

Slika 6: Sistem GS/MSX (Camire, 2000)

Drugi nacin za povecano produkcijo rekombinantnih proteinov pa je, povecanje izkoristka
celic v procesu. To je mo& doseéi z razvojem procesa in razvojem gojiséa. Ce uspemo
povecati Stevilo celic na volumen na dan, se lahko proizvaja ve¢ izdelka (Camire, 2000).
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Pogoji gojenja sesalskih celic so odvisni od vrste celic. Rast celic CHO navadno poteka pri
temperaturi 37 °C in pri 5 % CO;. Gojisca se razlikujejo v vrednosti pH, koncentraciji
glukoze in drugih hranil. Zaradi moznosti kontaminacije bioloskih zdravil z virusi in prioni
se razvijajo gojis€a z zmanjSano vsebnostjo oziroma odsotnostjo seruma. Ko imamo
izbrano proizvodno linijo, sledi optimizacija goji$¢a in dohranjevanja na majhni skali. Ob
uspesnem zakljucku se proces prenese na vecjo skalo, to so bioreaktorji od 3,5 L — 10 L.
Osnovne zahteve pri oblikovanju bioreaktorjev za gojenje celic CHO so: visoka stopnja
sterilnosti bioprocesa, temperaturna regulacija in prenos kisika ter nizko strizno polje ob
mesanju. Osnovna nacina gojenja sta Sarzno gojenje in SarZzno gojenje z napajanjem
substrata. Ko se pogoji vzpostavijo se proces prenese na pilotni nivo, kjer preverijo
ustreznost bioprocesa. Sele nato sledijo predklini¢ne $tudije in sam prenos na industrijski
nivo (Strukelj in Kos, 2007).

2.5 GLIKOZILACIA

Glikozilacija je ena najpomembnejSih in zato tudi bolj proucevanih oblik post-
translacijskih sprememb. Gre za zelo raznolike post-translacijske spremembe, ki jih je
mozno najti v skoraj vseh zivih organizmih, od bakterij do evkariontov. Med nacini
glikozilacije se pojavljajo podobnosti, prav tako pa je opaziti tudi dolocene razlike (Easton,
2011). Glavni proces med glikozilacijo je dodajanje sladkorjev na proteine oziroma na
toéno dolo¢ene aminokisline (AK). Do sedaj poznamo Stevilne razlicne povezave med
ogljikovimi hidrati in proteini, ob ¢emer protein postane glikoprotein. Pri povezavi
sodeluje 13 ogljikovih hidratov in 8 aminokislin, tako da obstaja vsaj 31 kombinacij vezav
sladkor-aminokislina. Ce so znane tudi anomerne konfiguracije glikozidne vezi, $tevilo
kombinacij naraste na najmanj 37 (Spiro, 2002). Priblizno polovica vseh proteinov,
izrazenih v celici, je post-translacijsko spremenjenih, kar vkljucuje kovalentno dodajanje
sladkornih ostankov na specifi¢ne aminokisline (A Thermo Fisher..., 2015).

Pri rekombinantnih mAb je glikozilacija klju¢na za terapevtsko ucinkovitost in varnost.
Glikozilacija rekombinantnih IgG se razlikuje od serije do serije v proizvodnih sistemih, te
spremembe pa pogosto prizadenejo biolosko aktivnost terapevtskih Ab (Raju, 2003).
Glikozilacija delov Fc vpliva na vezavo komplementa, glikozilacija v bliZini mesta vezave
Ag ima velik vpliv na afiniteto; zaradi nepravilne glikozilacije pa je lahko terapevtska
u¢inkovina tudi imunogena (Strukelj in Kos, 2007).

Vrste glikozilacije so razvrscene glede na atom AK, ki se veze na verigo ogljikovega
hidrata. Poznamo N-, O- in C-vezano glikozilacijo ter glikacijo in fosfoglikozilacijo, ki so
na kratko predstavljene v preglednicil in prikazene na sliki 7. N-vezana glikozilacija je
napogostejsa vrsta glikozilacije, kar 90 % vseh glikoproteinov je N-vezanih. Sledi O-
vezana glikozilacija, ostali trije tipi pa so prisotni v nekoliko manj$em $tevilu (A Thermo
Fisher..., 2015).



11

Golob A. Kinetika vezave rekombinantnih monoklonskih protiteles na receptor FcyRII]a.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

Preglednica 1: Tipi glikozilacije (A Thermo Fisher ..., 2015)

Tip Opis
N-vezana Glikani se vezejo na amino skupino asparagina v ER
Glikani se veZejo na hidroksilne skupine serina ali treonina v ER, GA in v
O-vezana .
jedru
C-vezana Manoza se veze na indolni obro¢ triptofana
Glikacija Glikansko jedro povezuje fosfolipid in protein na celi¢ni membrani

Fosfoglikozilacija | Glikan se veze na serin preko fosfodiestrske vezi

N-glikozilacija

O-glikozilacija

Glikacija

C-glikozilacija

Fosfoglikozilacija
Slika 7: Tipi glikozilacije (A Thermo Fisher ..., 2015)
2.5.1 N-vezana glikozilacija

N-vezana glikozilacija se nanaSa na povezanost oligosaharidov, natan¢neje N-
acetilglukozamina (GIcNAc), z dusikovim atomom iz aminokisline, ponavadi je to NH
ostanek asparagina. Pojavi se pri izlocenih in membransko vezanih proteinih, predvsem pri
evkariontih in arhejah, vecina bakterij te spremembe ne izvaja (A Thermo Fisher..., 2015).
Biosinteza se za¢ne v zrnatem ER z dodatkom predoblikovanega razvejanega glikana
(slika 8), ki vsebuje 14 sladkornih ostankov: 3 glukoze (Glc), 2 GIcNAc in 9 manoz (Man).
Molekulo lahko zapisemo kot GlcsMang(GICNAC),. Struktura tega prekurzorja je enaka v
rastlinah, zivalih in enoceli¢nih evkariontih. Prekurzor je povezan z ostankom pirofosforila
na dolichol, ki je dolga veriga (75 — 95 C-atomov) iz veCinoma nenasi¢enih organskih
spojin, ki so sestavljene iz izoprenskih enot in je trdno zasidran v ER membrano ter deluje
kot nosilec za glikane. Dolichol pirofosforil glikan se oblikuje na ER membrano v
kompleksnem nizu reakcij, kataliziranih z encimi, ki so prisotni v citosolu in lumnu
zrnatega ER. Kon¢ni dolichol pirofosforil glikan je orientiran tako, da glikanski del gleda v
notranjost ER lumna, kar lahko vidimo na sliki 9 (Lodish in sod., 2000).
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Slika 8: Prekurzor N-vezanih glikanov (GlcsMang(GIcNAC),) (A Thermo Fisher..., 2015)
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Slika 9: Biosinteza prekurzorja N-vezanih glikanov na dolichol pirofosforil (Lodish in sod., 2000 )

Celotni glikan GlcsMang(GIcNAC), se prenese v enem kosu iz dolichol nosilca do
asparaginskega ostanka na nastajajoCem polipeptidu. Reakcijo prenosa katalizira
oligosaharid-proteinska transferaza. Substrat za to transferazo so samo asparaginski ostanki
v tripeptidnem zaporedju Asn-X-Ser ali Asn-X-Thr, kjer je X katera koli AK razen prolina.
Takoj ko je glikan prenesen na nastajajo¢ polipeptid, se postopoma s pomocjo razli¢nih
encimov odcepijo vsi trije glukozni ostanki in eden manozni, kar prikazuje slika 10. V
lumnu ER so prisotne tudi glukoziltransferaze, ki delujejo ravno obratno, in sicer dodajo
nazaj en glukozni ostanek na protein Man;.g(GIcNAC),. Sledi prenos novo izdelanega
proteina v GA (Lodish in sod., 2000).
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Slika 10: Prenos celotnega oligosaharida GlcsMang(GIcNAC), na asparaginski ostanek in za¢etna predelava
N-vezanih glikanov v zrnatem endoplazemskem retikulumu (Lodish in sod., 2000)

GA je sestavljen iz treh delov, in sicer membranskih veziklov, ki oblikujejo cis, medialni
in trans predel. Vsak predel vsebuje razlicne sklope encimov, ki uvajajo razli¢ne
spremembe izloCenih in membransko vezanih proteinov. Po tem opisu, bi lahko rekli, da
vsak predel deluje kot poseben organel, ¢eprav v biologiji obravnavajo GA kot enoten
organel. Na poti skozi vse predele proti zunanjosti celice (trans regija) potekajo zaporedne
reakcije dodajanja in odstranjevanja specificnih sladkornih ostankov, kar omogoci
nastanek tipi¢nega N-vezanega kompleksnega glikana. Vse reakcije v GA so shematsko
prikazane na sliki 11 (Lodish in sod., 2000).

Transport
veziklov iz ER
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(Man)s(GlcNAc),

Izhod
Trans u DP<= CMP
w = GlcNAc ° = Gal
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a = Glc ¢ = N-acetilnevramitna kislina

Slika 11: Obdelava proteinov v cis-, medialnih- in trans-Golgijevih predelih do kompleksnih N-vezanih
glikanov (Lodish in sod., 2000)

Razlike v strukturah N-vezanih glikanov se pojavijo kot posledica razlik v pridelavi
glikanov v ER in GA. V nekaterih primerih lahko pride do nepopolne reakcije, na primer,
da se reakcija 1 in 2 iz slike 11 ne izvrsita, ker ni dostopnih potrebnih encimov, zato se tudi
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vse nadaljnje reakcije ne bodo zgodile, ker ne bo dostopnega substrata za naslednji encim.
Tako se bodo izloc¢ali glikani Mang(GIcNAC), ali Mans(GIcNAc),, namesto kompleksnih
glikanov (Lodish in sod., 2000). N-vezani glikani so zelo heterogeni, razlike med
posameznimi IgG vkljuCujejo pritrditev galaktoze in/ali siali¢ne kisline na eni ali obeh
terminalnih GIcNAc, kot je razvidno iz slike 12. Mozna je tudi vezava tretje GIcNAc
rocice (Niwa in sod., 2005). Ta heterogenost ¢loveskega IgG domnevno vpliva na bioloske
oziroma efektorske funkcije, kot sta aktivnost ADCC in CDC (Raju, 2003).

Fuc
Gal=Gne=M |

G2 SMM—GneGn—
Gal— Gn—M"
Fuc
G1 GaI_Gn—M\ |
al.6 M= GNee GN =
’ Gn—M*
Fuc
Gne=M
6(11 3 \M—GH—GH—
2 Galem Gn—M7
G M Fl;c
N —
GO SM—=Gn—=Gn—
Gn—M/

Slika 12: Heterogenost N-vezanih glikanov na terminalni GIcNAc (Raju, 2003)
2.5.2 0O-vezana glikozilacija

O-vezana glikozilacija membransko vezanih proteinov je post-translacijska sprememba, Ki
poteka v cis-Golgijevem predelu po N-glikozilaciji in zvijanju proteinov. Nanasa se na
povezavo glikanov s hidroksilno skupino na serin (Ser) in treonin (Thr), v manj$i meri pa
tudi na hidroksiprolin ter hidroksilizin preko N-acetilgalaktozamina (GlaNAc). Pojavi pa
se tudi GIcNAc-B-Ser/Thr vez, ki je Siroko razsirjena med evkarionti, od prazivali do visjih
sesalcev. Pri ostalih Zivalih pa se pojavljajo Se druge vezi preko galaktoze, manoze, fukoze
in glukoze (UniProt, 2015).

O-vezani oligosaharidi so v glavnem kratki, vsebujejo 1-4 sladkorne ostanke, ki so dodani
zaporedno in vsak prenos sladkorja je kataliziran z razli¢no glikoziltransferazo (Lodish in
sod., 2000). Kljub temu, da je N-glikozilacija najpomembnejsa oblika, imajo O-vezani
glikani pomembno vlogo pri lokalizaciji in topnosti proteinov, antigenosti ter pri
interakcijah med celicami (UniProt, 2015).

2.6 FcyRllla

Efektorske celice, kot so trombociti, monociti, granulociti, makrofagi, naravne celice
ubijalke in Se nekatere druge, imajo na svoji povrsini pripete receptorje za Fc del
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imunoglobulinskih molekul. Gre za membranske glikoproteine z molekulsko maso 50 kDa,
ki prispevajo k zascitni vlogi imunskega sistema oziroma zagotavljajo povezavo med
protitelesnim in celi¢nim imunskim odzivom. Njihova imena izhajajo iz njihove specifi¢ne
vezave na Fc del Ab, ki je pritrjen na Ag na tar¢ni celici (Allhorn in sod., 2008). Vezava
kompleksa Ag-Ab na FcyR aktivira efektorske celice, kar sprozi kaskado signalov in
privede do aktivnosti ADCC in CDC, fagocitoze, endocitoze ali spros¢anja citokinov
(Radaev in Sun, 2001). Poznamo S$tevilne receptorje Fc, ki se razlikujejo po tem, katere
razrede Ig vezejo (v imenu receptorja je tip tezke verige) in kaks$ne ucinke ima vezava na
receptor.

Receptorji Fcy pripadajo superdruzini Ig in so najpomembne;jsi receptorji FC za indukcijo
fagocitoze. Poznamo tri druzine teh receptorjev, ki se med seboj razlikujejo v strukturi,
funkeciji in specificnem prepoznavnem mestu v regiji CH2. DruZine receptorjev so: FcyRI
(CD64), FcyRII (CD32) in FeyRIIl (CD16). Clani druzine FeyRI veZejo IgG z veliko
afiniteto, medtem ko ¢lani druzine FcyRII in FecyRIII z manjSo afiniteto. Druzine FcyR
lahko delimo tudi na aktivacijske receptorje, med katere spada FcyRIlla, ki je prikazan na
sliki 13 in na zaviralne receptorje. Znotraj FcyR obstaja pomembna heterogenost, ki izhaja
iz polimorfizmov v celi¢ni domeni. Poznamo dve polimorfni varianti receptorja FcyRIlla, S
fenilalaninskim (Phe) ali valinskim (Val) ostankom v zunajceli¢ni regiji na mestu 158
(Phel58 / Val158). Varianto Phel58 povezujejo z avtoimunskimi boleznimi, kot sta lupus
in revmatoidni artritis (Hayes in sod., 2014).
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Slika 13: FcyRIIIa in molekulska zasnova IgG Fe-FcyR kompleksa. A: Sled alfa ogljikovega atoma v obliki
konjske podkve Fc. Funkcionalne skupine ogljikovih hidratov so prikazane v sferah s kisikom, ki je obarvan
rdece; B: struktura ¢loveskega FcyRIII, prikazana v obliki trakov; C: Struktura v obliki trakov prikazauje Fc-
FcyRIII kompleks. FcyRIII je rumene barve in Fc del IgG modre barve; D: Vmesna povrsina Fc- FcyRIIT
kompleksa. Aminokisline, ki so vkljucene, so prikazane v obliki pali¢ic. Barve so enake kot v primeru A do
C (Siberil in sod., 2006)
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2.7 VPLIV GLIKOZILACIJE PROTITELES NA KINETIKO VEZAVE IN
AKTIVNOST CDC TER ADCC

Interakcija med receptorji Fcy in domeno Fc 1gG je odvisna od glikozilacijskega profila
IgG (Allhorn in sod. 2008), kar pomeni, da je glikozilacija tista, ki ima vpliv na kinetiko
vezave (Hayes in sod., 2014). N-vezani glikani, izraZeni v Fc domeni na mestu Asn®®’
(slika 14), so biantenarne oblike z mikroheterogenostjo in imajo pomemben ucinek na
efektorske funkcije 19G. Zato odstranitev N-vezanih glikanov na Asn®’ v tezki verigi IgG
povzroci izgubo strukturne celovitosti in tako zmanjSa zmoznost vezave z receptorji Fcy.
Ni potrebna odstranitev celotnega N-vezanega glikana, saj ima ucinek na kinetiko vezave
ze sama odstranitev dolocenih sladkornih ostankov. Med sladkornimi ostanki ima najvecji
vpliv odstranitev fukoze (Mizushima in sod., 2011).

g Fab fragment
Antigen vezavna domena l

Asn297-vezan
oligosahand

Slika 14: Vezavno mesto N-vezanih glikanov (Niwa in sod., 2005)

S pomocjo gliko-modifikacij Ab, lahko manipuliramo z njihovim karbohidratnim delom v
Fc domeni (Ferrara in sod., 2006). Fukoza je z a-1,6-vezjo pritrjena na prvi GICNACc tik ob
Asn®® in ima najvecji vpliv na kinetiko vezave (Ferrara in sod., 2011). Za potrditev te
hipoteze so Niwa R. in sod. (2005) ustvarili zbirko himernih Ab, ki imajo ujemajoci set
podrazredov ¢loveskih tezkih verig, z razliénim delezem fukoze v njihovih glikanih. To so
izvedli z uporabo celic CHO, ki so jim izbili gen za fukoziltransferazo, kar jim omogoca
trajno proizvajanje nefukoziliranih Ab. Primerjava med izvornim Ab, ki vsebuje osnovne
glikane in Ab brez fukoze, je pokazala v kinetiki vezave na receptor FcyRIlla velike
razlike. Studija je potrdila, da odstranitev fukoze iz glikana do 50x zvisa afiniteto vezave
Ab na receptor FcyRIlla. Visja afiniteta vezave do receptorja se kaze v spremenjenih
efektorskih funkcijah, kot je aktivnost ADCC (Niwa in sod., 2005). Povisano afiniteto IgG
na receptor FcyRlIlla je pokazal tudi ze prej omenjeni alelni polimorfizem. Nadomestitev
AK fenilalanina z valinom, pove¢a zmoznost vezave IgG na receptor (Siberil in sod.,
2006).
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Popolna N-deglikozilacija 1gG privede do otezene vezave IgG na receptor FcyRlIlla, kar
kaze na to, da so glikani vklju¢eni v vezavo IgG na receptorje (Okazaki in sod., 2004).
Glikanske verige Fc dela mAb vplivajo na razmik in orientacijo obeh domen CH2 in s tem
stabilizirajo odprto konformacijo molekule. Torej deglikozilacija povzroc¢i konformacijsko
spremembo dela Fc in tako prehod iz odprte v zaprto konformacijo, kar prepreci oziroma
zmanjSa vezavo IgG na receptor FcyRIlla. To se kaze kot sprememba v efektorskih
funkcijah Ab (Siberil in sod., 2006).

Tekom raziskav so ugotovili, da je vpliv glikozilacije na kinetiko vezave Ab na receptor
FcyRIIla tesno povezan z aktivnostjo ADCC. Torej med glikozilacijo, natanéneje med
vsebnostjo glikanske strukture bGO(-F) in aktivnostjo ADCC obstaja korelacija.
Nefukozilirani 1gG se z visjo afiniteto vezejo na receptor FcyRIIla in imajo tudi visjo
aktivnost ADCC. Nefukozilirani IgG, ki posredujejo visjo aktivnost ADCC in obdrzijo
druge znadilne lastnosti vsakega podrazreda, $irijo terapevtske moznosti rekombinantnih
mAb (Niwa in sod., 2005).

Pomemben je Se eden efektorski mehanizem, in sicer aktivnost CDC. Vezava Ab na Clq je
prvi korak v klasi¢ni poti aktivacije komplementa. Narava ogljikovih hidratov v IgG vpliva
na njegovo interakcijo s Clq. Vendar pomanjkanje fukoze ne vpliva na zmoznost
interakcije med IgG in C1q (Shields in sod., 2002). C1q vezava vsakega podrazreda 1gG je
pokazala, da sovpada z aktivnostjo ADCC. To pomeni, da je vezava C1q z IgG1 in 1gG3
mnogo mocnejSa, kot z 1gG2 in 1gG4, prav tako kot je z vezavo na receptor FcyRIlla
(Niwa in sod., 2005).

2.8 INTERFEROMETRIJA Z BIOLOSKIMI PLASTMI

Druzina instrumentov Octet (slika 15) temelji na interferometriji z bioloskimi plastmi (ang.
»Bio-Layer Interferometry«, BLI), ki meri vezavo molekul vzorca na povrsino biosenzorja
v realnem casu brez predhodnega oznacevanja molekul. BLI omogo¢a visoko zmogljivost,
specifi¢nost, fleksibilnost in enostavno uporabo. Je hitra metoda, ki porabi minimalno
koli¢ino vzorca (Tobias in sod., 2014).
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Optika

8-kanalna roka z biosenzorji

Crna ploéca s 96 vdolbinicami za
vzorce

Pladenj z biosenzorji

Orbitalni stresalnik

Predalcek za odpadke
Slika 15: Aparatura Octet in sestavni deli ( Octet System Data ..., 2011)

BLI je opti¢na analitska metoda, ki meri interferenco vzorcev med valovi svetlobe. Bela
svetloba je usmerjena navzdol po opti¢nih vlaknih biosenzorja. Na biosenzorski konici je

biokompatibilni sloj (imobiliziran protein), znotraj pa je referenéna plast, kar lahko vidimo
na slikil6 (Tobias in Kumaraswamy, 2013).

Opticni sloj _
Biokompatibilni
I l l l matriks

Imobilizirane molekule

BLI biosenzor

Slika 16: BLI biosenzor (Tobias in Kumaraswamy, 2013)

Ko konico biosenzorja pomoc¢imo v vzorec, se ciljne molekule vezejo na 2-dimenzionalno
povr§ino. Ob vezavi ciljnih molekul na povrSino biosenzorja, se povecuje njegova
debelina. Ko se debelina poveca, se tudi efektivna razdalja med obema slojema poveca in
ustvari se premik (AA) v zdruZzenem vzorcu odbite svetlobe (slika 17). Premik je
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neposredno merilo za spremembo debeline bioloskega sloja. Spektralni vzorci odbite
svetlobe se spremenijo v odvisnosti od opti¢ne debeline molekularne plasti (Stevilo
molekul vezanih na povr$ino biosenzorja). Ta spektralni premik spremlja detektor in
dobimo senzogram — sprememba valovne dolzine (nm), ki se odraza kot odziv.
Spremljanje zdruzenega vzorca v realnem cCasu zagotavlja kinetiCne parametre o0
molekularnih interakcijah (Kp, ka in Kg) (Tobias in Kumaraswamy, 2013).

1.0
A
Procesiranje BLI ! !
signala 08F 1 4
Vpadna bela b
svetloba E
& B
£ 0.6
o
Biokompatibilna ,»E
ovréina =
! P T 04
i ____ Vezane molekule
0.2F
O © Nevezane :
(@) @) O molekule nimajo Valovna dol¥ina (nm)
vpliva

Slika 17: BLI je opti¢na analitska metoda, ki analizira zdruzene vzorce bele svetlobe, ki se odbijajo od dveh
povrsin. Sprememba v Stevilu molekul, vezanih na biosenzorju oziroma debelina sloja, ki ga formirajo
vezane molekule, povzro¢i premik v zdruzenem vzorcu, ki se meri v realnem ¢asu (Tobias in Kumaraswamy,
2013)

K, je odvisna od frekvence trkov med proteini in se lahko izboljsa z vkljuéitvijo ostankov v
blizini vezavnega vmesnika. Medtem ko je k4 odvisna od nastanka molekulskih interakcij
kratkega dosega v vezavi vmesnika. Kp je razmerje med kq in K, katerega kaze tudi enacba
1 (Tobias in sod., 2014).

Kp = [M] - (1)
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI
3.1.1 Celi¢ne linije in rekombinantna monoklonska protitelesa

Za produkcijo rekombinantnih monoklonskih protiteles smo uporabili razlicne celi¢ne
linije CHO, katere imajo razli¢ne starSevske celi¢ne linije. Vsaka od celi¢nih linij CHO
proizvaja svoje rekombinantno mAb, ki je prav tako kot same celi¢ne linije, last
farmacevtske druzbe Lek d.d.. Zaradi tega jih bomo v magistrski nalogi poimenovali zgolj
s ¢rkami, in sicer A, B, C in D.

3.1.2 Gojis¢a in hranila za gojenje celi¢nih linij

Vsaka celi¢na linija ima svoje zahteve glede gojis¢a in dodatkov. Za namnozevanje celi¢ne
kulture do Zelene koncentracije smo uporabili specificna rastna gojisca, katerih receptura je
poslovna tajnost, saj gre za last farmacevtske druzbe Lek d.d. Gojis¢a smo pripravili v
steklenih ¢aSah na magnetnih mesSalnikih s trikrat destilirano vodo. Vse zahtevane
kemikalije in dodatke smo zatehtali po recepturi na predhodno skalibrirani tehtnici, izpise
smo ustrezno shranili. Ustreznost gojis¢a smo nato preverili s pH metrom in osmomatom,
katerih izpise rezultatov smo prav tako shranili. Ko je bilo gojis¢e dobro premesano in sta
pomerjena pH ter osmolarnost ustrezala, smo ga s pomo¢jo vakuumske érpalke prefiltrirali
skozi 0,22 um filter ter pripravljeno gojis¢e prenesli v hladilnik na 4 °C do uporabe. Rok
uporabnosti goji§€a je omejen na tri mesece, zato je potrebno pred samo uporabo biti
pozoren na uporabnost gojisca.

Ce Zelimo povecati produktivnost Zelenega mAb, se v nadaljevanju poskusa oziroma
tekom bioprocesa z dohranjevanjem celice prenese v produkcijsko gojisce, ki je prav tako
specificno za vsako celicno linijo. Produkcijsko gojiS¢e se pripravi na enak nacin kot
rastno, prav tako tudi specificna hranila, ki jih dodajamo za rast celic med bioprocesom z
dohranjevanjem.

3.1.3 Kemikalije in ostali pripomoc¢ki

Za razvoj metode smo potrebovali dolo¢ene kemikalije, ki so nujno potrebne za izvedbo
meritev. Dolocene kemikalije je bilo predhodno potrebno pripravit, kar je potekalo v
skladu s proizvajalcevimi navodili. Same kemikalije in njihovi namen so predstavljene v
preglednici 2.
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Preglednica 2: Kemikalije in njihov namen

Kemikalija Proizvajalec Kataloska Stevilka | Namen kemikalije

a-L-fukozidaza Sigma Aldrich F5884 Encim za deglikozilacijo
a- manozidaza Sigma Aldrich M7257 Encim za deglikozilacijo
B-N-acetilglukozaminidaza | Sigma Aldrich A2264 Encim za deglikozilacijo
B(1-4)-galaktozidaza Roche 10 105 031 001 Encim za deglikozilacijo

Za biotinilacijo receptorja

Biotin Thermo scientific 21327 FcyRlIlla pri uporabi SA
biosenzorjev
BSA Sigma Aldrich AT7906 Dodatek PBS pufru
Endoglikozidaza F2 Sigma Aldrich E0639 Encim za deglikozilacijo
. Receptor na katerega se veze
FcyRlIlla MyBioSource MBS553215 mAb preko dela Fc
Glicin Merck 1.04201 Za regeneracijo biosenzorjev
Hel Merck 1.00312 Uraynavanje pH pri pripravi
glicina
Reagent, ki ga dodamo pufru
Kineti¢ni reagent ForteBio 18-5032 PBS za minimiziranje
nespecifi¢nih reakcij
. New England . I
Nevraminidaza . #P0720L Encim za deglikozilacijo
BioLabs
Za bazno linijo, disociacijo,
PBS Gibco 21600-069 redCenje proteina in

receptorja, namakanje
biosenzorjev

Poleg kemikalij smo potrebovali Se razlicne biosenzorje (streptavidinske (SA) in
biosenzorje proti variabilnemu delu mAb (FAB)), katere smo kupili pri Fortebio, ki je tudi
proizvajalec naprave Octet RED96.

3.1.4 Laboratorijska oprema

Pri izvedbi magistrske naloge je bila uporabljena laboratorijska oprema, ki je predstavljena

v preglednici 3.

Preglednica 3: Laboratorijska oprema in njen namen

Oprema

Proizvajalec

Namen opreme

Analitska tehtnica

Mettler Toledo

Tehtanje kemikalij za pripravo gojis¢, priprava

pufra
Avtomatska pipeta Sartorius Priprava vzorcev
Biofotometer Eppendorf Merjenje koncentracije

Bioprofile® 400

Nova Biomedical

Merjenje koncentracije metabolitov

»se nadaljuje«
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»nadaljevanje preglednice 2: Laboratorijska oprema in njen namen«

Oprema Proizvajalec Namen opreme

Centrifuga Eppendorf Koncentriranje receptorja, menjava pufra
Stresalnik CO, Kiihner Inkubacija celi¢nih kultur

Hladilnik Angelatorri Shranjevanje vzorcev, goji§¢a, pufrov in proteinov
Krioposoda g;:ttg:: BloGenic Shranjevanje celi¢nih kultur

HPLC sistem GE Healtcare Glikansko mapiranje

Mikrobioloska komora Iskra P10 d.o.0. Aseptiéno delo

Octet ForteBio :\:?T]”:rl}ﬁ Jl;l:itrlcl)(\? vezave mAb na receptor FcyRIlla
Osmometer Gonotec Merjenje osmolarnosti gojisca

pH meter 780 Metrohm Merjenje pH gojisca

TECAN freedom Evo TECAN Cis¢enje vzorca

Termomikser Eppendorf Inkubacija vzorcev

Vi-Cell XR Beckmann Coulter | Merjenje koncentracije in deleza zivih celic
Vakuumska ¢rpalka Millipore Priprava gojis¢, pridobitev Zetve

Vodna kopel Kambi¢ Odmrzovanje celi¢nih kultur, gretje gojisé
Zmrzovalna skrinja — 80 °C | Angelatorri Shranjevanje proteinov

3.2 METODE
3.2.1 Gojenje celic za produkcijo mAb
3.2.1.1 Direktno odmrzovanje

Za produkcijo rekombinantnih humanih mAb je potrebno celice gojiti v ustreznem rastnem
gojis¢u pri ustreznih pogojih. Celice je potrebno odmrzniti, saj se nahajajo v krioposodi v
tekocem duSiku na -196 °C. Najprej smo iz hladilnika vzeli plastenko z rastnim gojis¢em
in jo postavili v predogreto vodno kopel (37 °C). Po pol ure ogrevanja na 37 °C je bilo
gojisCe ogreto. Prenesli smo ga v mikrobiolosko komoro in v vsako 250 mL sterilno
plasticno erlenmajerico za enkratno uporabo (ang. »shake flask«; SF) (proizvajalec
Corning) asepti¢no odpipetirali 59 mL ogretega rastnega gojis¢a. Nato smo iz krioposode
vzeli 2 viali z zamrznjenimi sesalskimi celicami in jih prenesli v vodno kopel (37 °C).
Posebej smo bili pozorni, da v vodo nismo potopili cele krioviale, ampak le do roba
pokrovcka, da ne bi prislo do okuzbe. Krioviali smo ob rahlem krozenju in pogostem
opazovanju namakali v vodni kopeli toliko ¢asa, da se je stopila skoraj celotna vsebina
viale in ju nato vzeli iz kopeli. Krioviali smo prebrisali s sterilnim 70 % izopropanolom in
ju prenesli v mikrobiolosko komoro. Ko se je izopropanol v celoti posusil smo odvili
pokrovcek krioviale in s 5 mL sterilno stripeto (proizvajalec Corning) asepti¢no prenesli
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vso vsebino krioviale v SF s predogretim rastnim gojis¢em. Iz nacepljene kulture smo
odvzeli vzorec, da smo pomerili koncentracijo in viabilnost celic na napravi Vi-Cell. Nato
smo SF zaprli in prenesli v CO; inkubator/stresalnik. Celice smo kultivirali v stresalniku na
37 °C, 10 % CO; in 200 rpm.

3.2.1.2 Pasaze

Ko celice porabijo hranila iz gojisca, je potrebno gojisc¢e zamenjati. Po stirih dneh gojenja
celic v prvi pasazi smo naredili drugo pasazo. Iz koncentracije celic in Zelenega kon¢nega
volumna, smo prerac¢unali volumen vcepka, ki ga moramo dodati svezemu gojiscu, da
dobimo Zzeljeno koncentracijo celic za pasazo 2. Izracun za volumen nam poda enacba 2.
Novo nacepljeni SF250 smo postavili nazaj v inkubator/stresalnik na iste pogoje za
nadaljnje 3 dni.

celic
mL

koncentracija zivih celic (

)x konc¢ni volumen celi¢ne kulture (mlL)
celic) (2)

mL

Zeljena koncentracija Zivih celic (

volumen vcepka (mL) =

Naredili smo tri pasaze. Med pasazami so si celice opomogle in njihov ¢as podvojevanja se
je ustrezno skrajsal. Dosegli smo ustrezno koncentracijo celic, ki bo zadostovala za zacetek
bioprocesa z dohranjevanjem.

3.2.1.3 Bioproces z dohranjevanjem

Po stirih dneh pasaze 3 smo nacepili celice za bioproces z dohranjevanjem. Nacepili smo
12 SF500, kjer je delovni volumen 125 mL. Za zaletek poskusa potrebujemo 0,4 x 10°
celic/mL v produkcijskem gojis¢u. S pomocjo enacbe 2 smo izracunali potrebni volumen
kulture in volumen gojis¢a, za zacetek poskusa. Gre za 14 dni dolg bioproces, kjer kulturo
dohranjujemo z razlicnimi hranili in med bioprocesom produkta ne odvajamo. Za
dohranjevanje smo uporabili dve razli¢ni hranili, ki smo ju generi¢no dodajali na razli¢ne
dneve. Protokol za dohranjevanje je specifi¢en za vsako celi¢no linijo, uporabili smo Ze
vpeljan protokol. Koncentracijo celic smo ponovno spremljali na napravi Vi-Cell,
metabolite gojis€a pa smo preverjali na napravi Bioprofile 400 ter produktivnost celic z
merjenjem titra na napravi Octet. Poskus smo vodili v dveh paralelkah, da bi v primeru
okuzbe imeli na voljo rezervno kulturo. Po 14 dneh oziroma po kon¢anem poskusu smo
pobrali zetve, kulturo pa ustrezno zavrgli. Sterilno zaprte zetve smo kasneje ocistili s
pomocjo robota TECAN Freedom Evo.
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3.2.2 Priprava materiala za merjenje kinetike vezave in glikansko mapiranje

Sterilno zaprte Zetve smo ocistili (odstranili necistoce, kot so proteini gostiteljskih celic,
encimi, DNA, RNA, itd.) s pomo¢jo robota TECAN freedom Evo. Freedom Evo je robot
za avtomatsko pipetiranje tekoCin razlicnih volumnov, ki ga Zenemo s programom
Freedom EVOware. S pomocjo racunalniskega programa lahko dolo¢imo zelo natancne
parametre, s katerimi lahko dosezemo uporabo Sirokega spektra razli¢nih aplikacij.

Tekodinski sistem vsebuje sistemsko tekoc¢ino (obicajno je to destilirana voda), ki se preko
brizgalk, ki imajo potisno mo¢, prenasa po cevkah. Glavna komponenta aparata je roka, ki
se imenuje LiHa (ang. »Liquid Handling Arm«). Sestavljena je iz sistema kanalov 8 plus 1,
kar pomeni, da lahko pipetiramo iz enega kanala ali iz osmih hkrati. Delovna povrSina je
razdeljena na 27 mest v smeri osi x in 3 mesta (A, B in C) v smeri osi y. Pred samo
uporabo preverimo ali sta material in oprema na delovni plos¢i postavljena na ustrezna
mesta.

Pred pipetiranjem vzorce nezno homogeniziramo in vizualno pregledamo. VVzorci morajo
biti brez vidnih skupkov, pene ali kapljic ob steni vsebnika. V' primeru vidnih delcev ali
motnosti vzorca le-tega filtriramo skozi 0,22 pum filter. Za ¢iS€enje vzorcev potrebujemo
kolone s proteinom A, na katere se bo vezalo naSe mAb, vse ostale komponente vzorca
bodo Sle skozi kolono. Z znizanjem vrednosti pH nato eluiramo tudi nase mAb in ga
zbiramo v mikrotitrski plos¢i. Eluatu na koncu popravimo pH na nevtralno obmodje, Saj
mAD pri nizkem pH-ju niso stabilna.

Del ocisc¢enih vzorcev (mAb) smo dali na merjenje glikanskega profila, preostanek smo
uporabili za merjenje titrov in kinetike vezave mAb na receptor.

3.2.3 Glikansko mapiranje
3.2.3.1 Priprava reagentov

Za izvedbo glikanske mape smo predhodno pripravili doloc¢ene reagente, kot so digestijski
pufer, encim N-glikanazo in 96% acetonitril. 25x digestijski pufer smo red¢li z MQ vodo v
razmerju 1:24. Volumen digestijskega pufera za 1 vzorec je 100 uL. Encim N-glikanazo
smo mesali z digestijskim pufrom v razmerju 1:3. Volumen encima za en vzorec je 10 pL.
96% acetonitril smo pripravili iz 100% acetonitrila, ki smo ga red¢ili z MQ vodo, v
razmerju 8:1. Volumen 96% acetonitrila za 1 vzorec je 200 pL.
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3.2.3.2 Priprava vzorcev za deglikozilacijo

Sledila je priprava vzorcev za deglikozilacijo (slika 18). Sama priprava je zelo zamudna,
porabimo priblizno 80 minut na vzorec. Zato je potrebno dobro organizirano in natan¢no
delo, saj je priprava vzorca zelo pomembna.

a"‘\/ = ag = l%:

PURIFIKACUA IMOBILIZACUA IN DIGESTUA OZNACEVANJE CISCENJE

(InstantAB™)

FLUORESCENCA ——

AZBO
” I‘” = JPL.C®-HILIC/FLR ‘

SPECIFICNA FLUORESCENCA
INTERPRETACIJA PODATKOV
FL/A,,

Slika 18: Glikansko mapiranje (Fuller in sod., 2015)

¢ Kondicioniranje RX kolon
Prvi korak je kondicioniranje RX kolon. Gre za kromatografske kolone z nepolarno
stacionarno fazo. Stacionarna faza je C18, kamor se vezejo vzorci oziroma mAb.
Odpipetirali smo 50 uL 100 % acetonitrila v vsako RX kolono in centrifugirali 3 minute
pri 300 g ter sobni temperaturi (22 °C). Nato smo odpipetirali 150 pL denaturacijskega
reagenta v vsako RX kolono, s katerim smo v naslednjem koraku denaturirali vzorce.
Sledilo je ponovno centrifugiranje, vendar pri 1000 g na sobni temperaturi 2 minuti.

e Nanos vzorcev na kolone

Ko so bile kolone pripravljene, smo le-te prestavili v naslednjo vrsto luknjic na mikrotitrski
ploséi, saj permeata, ki je nastal med kondicioniranjem, ne potrebujemo. Po premiku
kolon, smo nanje nanesli denaturirane vzorce mAb. Sledilo je centrifugiranje pri 200 g in
sobni temperaturi, dokler celoten volumen vzorcev ni presel skozi kolono (Cas
centrifugiranja je okoli 5 minut za volumne od 10 do 50 uL, ali okoli 10 minut za volumne
veéje od 100 uL). Tudi po tem koraku smo permeat zavrgli in kolone z vezanimi mAb
prestavili na naslednjo vrsto. V vsako RX kolono smo nanesli 50 puL zaustavitvenega
reagenta (»blocking reagenta«), ki blokira prosta vezna mesta v koloni. Centrifugirali smo
3 minute pri 300 g in sobni temperaturi.
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e Deglikozilacija

Po uspeSnem nanosu vzorcev na kolono, je sledila deglikozilacija, odstranjevanje
sladkorjev. V vsako RX kolono smo prvo dodali 50 pL digestijskega pufra in spet
centrifugirali pri 300 g in sobni temperaturi 3 minute. S tem smo dosegli, da potece vezava.
Tukaj smo permeat obdrzali, ker so se v njem nahajali glikani. Zato smo kolone pustili v
istih luknjicah. V vsak vzorec smo dodali po 10 pL encima in ponovno centrifugirali pri
300 g in sobni temperaturi 3 minute. Ta encim katalizira hidrolizo N(4)-(acetil-beta-D-
glukozaminila) asparaginskega ostanka na N-acetil-beta-D-glukosaminilamin in peptid, ki
vsebuje aspartatni ostanek (anion asparaginske kisline).

e Inkubacija
Sledila je inkubacija, in sicer na inkubacijskem bloku, ne ve¢ kot 60 minut, pri 50 °C.

e Elucija glikanov

Po inkubaciji smo vzorce vzeli iz inkubacijskega bloka in preverili ali se je nabralo kaj
kondenzata. Ce se je pojavil kondenzat, smo centrifugirali pri 300 g 3 minute, drugace ta
korak ni bil potreben. Dodali smo 15 pL zakljuénega reagenta (»finishing reagenta«) v
vsako RX kolono in centrifugirali pri 300 g in sobni temperaturi 3 minute. Zaklju¢ni
reagent pomaga, da se sperejo glikani iz kolone. Kolone RX smo odstranili in zavrgli
(eluirani glikani so v mikrotitrski plos¢i) in pokrito plosc¢o postavili na inkubacijski blok za
10 minut na 50°C.

e Koncentriranje vzorcev
Nato smo odkrito mikrotitrsko plosc¢o postavili v vakuumski koncentrator in koncentrirali
vzorce pri 45 °C, priblizno 45 minut. Vmes smo pripravili inkubacijski blok na 70 °C za 60
minut in iz skrinje s strupenimi kemikalijami vzeli 2AB reagent ter reducirajoco raztopino,
da se temperirata na sobno temperaturo. 2AB reagent je strupen, mutagen in obcutljiv na
svetlobo, zato je potrebno previdno rokovanje in zas¢ita pred svetlobo.

e Oznacevanje glikanov z 2-aminobenzamidom
Sledila je priprava 2AB reagenta, ki sluzi za oznacevanje glikanov z 2-aminobenzamidom.
Glikane oznac¢imo zaradi uporabe flourescen¢nega (FLR) detektorja. Za vsak vzorec smo
potrebovali 2.5 pL reducirajoce raztopine in 2.5 uL 2AB raztopine ter 20 % presezka (npr.
za 10 vzorcev rabimo 30 pL 2AB raztopine in 30 puL reducirajoCe raztopine). MeSanico
smo na hitro vorteksirali in centrifugirali. Nato smo dodali 5 uL 2AB reagenta v vsak
vzorec in ploséico pokrili z aluminijasto lepljivo folijo. Sledilo je centrifugiranje pri 1000 g
in sobni temperaturi 1 minuto. Po centrifugiranju smo vzorce z 2AB reagentom 1 uro
inkubirali v predhodno segretem inkubacijskem bloku na 70 °C. Po eni uri smo vzeli
plos¢ico iz bloka in jo pustili na sobni temperaturi, da se je ohladila, nato pa smo
centrifugirali pri 1000 g in sobni temperaturi 1 minuto.
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e Odstranjevanje odvecnega 2AB reagenta

Po inkubaciji je potrebno odstranit odve¢ni 2AB reagent. V vsak oznacen vzorec smo
dodali po 20 pL vode ter 180 pL 100 % acetonitrila. S tipsom smo na rahlo premesali vsak
vzorec ter jih prestavili iz mikrotitrske plos¢e v CU kolone (ang. »clean up«). Ponovno
smo centrifugirali, in sicer pri 50 g in sobni temperaturi 10 minut. Permeat smo zavrgli. V
vsako CU kolono smo dodali 200 puL 96% acetonitrila, ki omogoci spiranje iz kolone ter
centrifugirali pri 300 g in sobni temperaturi 3 minute. Permeat smo ponovno zavrgli. CU
kolono smo prestavili na naslednjo stolpec luknjic in dodali 25 uL vode v vsako CU
kolono. VVoda eluira glikane, ker so le-ti topni v vodi. Centrifugirali smo pri 300 g in sobni
temperaturi 3 minute. CU kolone smo odstranili in zavrgli ter iz CU plosée (ang. »Cleanup
Collection Plate«) vzorec prenesli v HPLC vialo.

3.2.3.3 HPLC sistem

Za meritev glikanskih struktur v vzorcih smo uporabili kromatografijo, ki temelji na
hidrofilnih interakcijah (ang. »Hydrophilic interaction chromatography«, HILIC). Gre za
normalno-fazno kromatografijo, ki vsebuje $e nekaj korakov drugih kromatografij, kot sta
ionsko-izmenjevalna ter reverzno-fazna kromatografija. HILIC uporablja polarno
stacionarno fazo v kombinaciji z mobilno fazo, ki vsebuje predvidljivo koli¢no vode,
kombinirano z deleZzem manj polarnega topila. Za mobilno fazo se ve¢inoma uporablja
acetonitril. Elucijo smo izvedli z veCanjem deleza pufra, ki je vseboval amonijev formiat.
Princip separacije je posledica polarnosti. Majhne molekule se eluirajo prej kot velike. Po
koncani lo¢itvi smo vzorce prenesli v viale in jih shranili v hladni sobi, na 4 °C, do
uporabe.

3.2.4 Biotinilacija

Vzorci, pridobljeni s prej opisano metodo c¢iS¢enja (poglavje 3.2.2), so primerni za
merjenje kinetike vezave. Ce Zelimo meriti kinetiko vezave s SA biosenzorji, kjer pride do
vezave biotina in streptavidina, je potrebna predhodna biotinilacija receptorja.

Biotinilacija je proces, pri katerem se molekula biotina, ki je vitamin z visoko afiniteto do
streptavidina, kovalentno veze na tar¢ne molekule. V epici se je nahajal 1 mg Sulfo-NHS-
LC-Biotin, kateremu smo dodali 180 pL pufra PBS, kot narekujejo proizvajal¢eva
navodila. Mesali smo toliko Casa, da se je biotin popolnoma raztopil. V drugo epico smo
pripravili 300 pL proteina oziroma receptorja FcyRIIla, katerega koncentracijo smo
poznali. Zeleli smo molsko razmerje 5:1 med biotinilacijskem reagentom in proteinom.
Najprej smo izra¢unali molarnost (n) biotinilacijskega reagenta po enacbi 3 in nato Se
volumen (V) biotinilacijskega reagenta, ki ga moramo dodati proteinu, po enacbi 4.

mg proteina mmol proteina 5 mmol biotina
9P X P [mmol] .. (3)

Npiotina = ML protina X
biotina p mL proteina mg proteina mmol proteina
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1000000 puL % L [,LLL] (4)

L 10 mmol

Viioting = mmol biotina X

Po pripravi je potrebno biotiniliranemu receptorju pomeriti absorbanco, ki omogoca
izracun koncentracije. V kiveto smo odpipetirali 100 uL vzorca, pomerili absorbanco na
biofotometru in izracunali koncentracijo po enacbi 5, kjer je ¢ koncentracija, ki jo
ratunamo, A prestavlja pomerjeno absorbanco vzorca, 1 je dolzina opti¢ne poti, Ki jo opravi
zarek in ¢ je ekstinkcijski koeficient proteina v vzorcu.

AXxl

c== [mol/L] .. (5

3.2.5 Deglikozilacija

Deglikozilacija je proces odstranjevanja glikanov iz glikoproteinov, v naSem primeru VvV
delu Fc mAb. Za izvedbo deglikozilacije se lahko uporabi ali kemijsko ali encimsko
metodo. Pri kemijski metodi, kot je B-eliminacija, lahko pride do nepopolne odstranitve
glikanov in razgradnje proteina, zato smo se odlocili za uporabo encimske metode. V
preglednici 4 so zbrani encimi, ki smo jih uporabili.

Preglednica 4: Uporabljeni encimi

Ime Proizvajalec Kataloska Stevilka
a-L- fukozidaza SIGMA F5884
Endoglikozidaza F2 SIGMA E0639
Nevraminidaza New England BioLabs #P0720L

B(1-4) galaktozidaza Roche 10 105 031 001
B-N- acetilglukozaminidaza SIGMA A2264
a-manozidaza SIGMA M7257

Glede na trditev, da na kinetiko vezave najbolj vpliva sladkor fukoza, smo pripravili
vzorce (R1 —R8), ki se razlikujejo v vsebnosti fukoze. Predstavljeni so v Preglednica 5.
Vzorci so pripravljeni v parih, in sicer enemu od para smo dodali encim fukozidazo (R1,
R3, R5 in R7), drugemu pa ne (R2, R4, R6 in R8). Najprej smo v 5 mL viale odpipetirali
preracunan volumen pufra, da bo kon¢ni volumen vseh vzorcev enak, in sicer 50 mM
natrijev acetat s pH=5,5. Nato smo dodali ustrezne koli¢ine razli¢nih encimov in na koncu
Se v vsako vialo enak volumen (200 pL) vzorca mAb D. Vzorcu smo predhodno pomerili
absorbanco, s pomocjo katere smo izra¢unali koncentracijo mAb, kot narekuje enacba 4.
Vzorce smo dobro premesali in inkubirali na termomikserju 66 ur na 37 °C in pri 350 rpm.
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Preglednica 5: Vzorci za deglikozilacijo

R stevilka | Encimi

R1
R3

B(1-4) galaktozidaza
R5

B(1-4) galaktozidaza
R7 B(1-4) galaktozidaza

Koli¢ina
(nL)

Dodatek
pufra (nL)

40
20

4740

40
30
300

4430

40
30
300
70

4360

40
30
300
70
300

4060

- Koli¢ina | Dodatek
R Stevilka | Encimi
(uL) pufra (uL)
R2 20 4780
R4 30 4470
B(1-4) galaktozidaza 300
30
R6 - 4400
B(1-4) galaktozidaza 300
70
30
R8 B(1-4) galaktozidaza 300 4100
70
300
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3.25.1 Encimi

Encimi so proteini, ki katalizirajo biokemic¢ne reakcije oziroma uravnavajo hitrost in smer
reakcij, sami pa se pri tem ne porabljajo in ne spremenijo. So specifi¢ni, kar pomeni, da
vsak od prej naStetih encimov deluje le na dolo¢en substrat oziroma specificno cepi
doloc¢eno vez. Na sliki 19 so predstavljena mesta, kjer cepijo izbrani encimi.

LEGENDA:
o-nevraminidaza i
o-L-fukozidaza <. = o-N-acetinevraminska kishina
i \V/

[-D-galaktoza

T “ = = B-D-N-acetilglukozamin

B(1-4) galaktozidaza \
T J b Fukoza
/T T Endoglikozidaza F2 A

-D-manoza

f-manozidaza

ﬁ/ o-manozidaza

|

B-N-acetilglukozaminidaza

Slika 19: Specificna mesta rezanja encimov (Sigma-Aldrich, 2015)
3.2.6 Vezava antigena na mAb

Ker nas je pri 2. hipotezi zanimalo, ali predhodna vezava antigena na mAb vpliva na
kinetiko vezave, smo pred meritvijo kinetike vezave na mAb vezali ustrezni antigen.
Potrebna je pravilna izbira Ag, saj se mAb specificno veze le na dolo¢en Ag. Vzeli smo
trikratni prebitek antigena, ker smo Zeleli, da se zapolnijo vsa vezavna mesta za antigen. Za
razlicne proteine smo uporabili razlicne Ag, in sicer pri mAb A smo uporabili Agl,
medtem ko pri mAb B in C pa Ag2. Vzporedno smo pripravili Se vzorce mAb brez
dodanega Ag, ki sluzijo kot negativna kontrola.

Koncentracijo biotiniliranega receptorja poznamo. Da smo dobili zeleno koncentracijo
receptorja, ki smo ga uporabili kot ligand, smo morali izracunati, kakSen volumen
receptorja potrebujemo in koliko mu moramo dodati pufra. Pri izraCunu tega volumna, nam
pomagata enacbi 6 in 7. Receptor smo uporabili isti za vzorce brez dodanega in z dodanim
Ag. Vzorcem smo naprej pomerili absorbanco, nato smo s pomocjo enacbe 4 izracunali
ustrezno koncentracijo proteina. Nato smo z uporabo enacbe 6 in 7 izracunali volumen
vzorca in volumen pufer, da smo dosegli Zeleno koncentracijo.
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Redtitveni faktor (RF) = C‘zejaﬂ ... (6)
Zelena
Vielen
Vproteina = RII, [mL] (7)

Pri vzorcih z dodanim Ag smo morali biti pozorni na 3 kratni pribitek Ag. Najprej smo po
enacbi 8 izraCunali kakSna je molarnost (M1) proteina, kjer smo morali poznati
koncentracijo in molsko maso (M). Ker zelimo 3 kratni prebitek Ag, smo M1 pomnozili s
3, kar smo nato uporabili pri izraunu volumna, kot kaZzeta enacbi 10 in 11. Enacbi sta
izpeljani iz enacbe 9, kjer V1 predstavlja volumen, ki ga raCunamo.

M1= %[mol/ﬂ .. (8)
M1yz0rca X Vieten = Cvzorca X V1 .. (9)
Voroteina = 1IN Gl . (10)
Vantigena — M1(antigena)xV (Zeleni) [mL] (11)

c(antigena)

3.2.7 Merjenje Kinetike vezave

Merjenje kinetike vezave je potekalo na aparaturi Octet RED96 krmiljenim s programom
Octet Data Acquisition. Merjenje je sestavljeno iz dveh delov, prvi del je imobilizacija
liganda na biosenzor, v drugem delu pa poteCe vezava proteina na ligand. V primeru SA
biosenzorjev smo kot ligand uporabili receptor FcyRIIIa, ki smo ga predhodno biotinilirali.
Biotin omogo¢a vezavo receptorja preko streptavidina na biosenzor. Medtem kot pri
uporabi FAB biosenzorjev kot ligand sluzi mAb, ki se preko variabilnega dela veza na
biosenzor. Ko je na biosenzor imobilizirana zadostna koli¢ina liganda, se za¢ne drugi del
metode, kjer ob vezavi proteina na ligand stece reakcija asociacije in nato Se disociacije,
kot je prikazano na sliki 20 in sliki 21.

N | Nalaganje - . N I B | [ __
| Ravnoteznje | | mb;uz;dja | Bazna linija | |A30c1ac1_|a Disociacija |

=

99900 0000 5005

Tovarnisko 9
imobiliziran proti- Fcy receptor s
0 Stovesia Fav-cm Protitelo € pis repkd

ligand
Slika 20: Potek merjenja kinetike vezave z FAB biosenzorji (Tobias in sod., 2014)
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Ravnoteije Nalaganje - Bazna linija Asociacija Disociacija
imobilizacija

LEGENDA &‘& %

ovarmskq imobiliziran ‘ Biotiniliran Fcy receptor % Protitelo
streptavidin L

Slika 21: Potek merjanje kinetike vezave s SA biosenzorji (povzeto po Tobias in sod., 2014)

Za merjenje smo pripravili dve mikrotitrski plos¢i s 96 luknjami, delovni volumen
posamezne luknje znaSa 200 uL. Na eni plo$¢i smo napolnili ustrezno Stevilo lukenj s
pufrom PBS, ki smo ga predhodno pripravili po proizvajal¢evih navodilih in mu nato
dodali $e kineti¢ni reagent (kPBS). Ta plosca sluzi za rehidracijo biosenzorjev, ki smo jih
namakali vsaj 10 minut pred zacetkom reakcije. Pufer kPBS smo uporabili tudi za red¢enje
in pripravo vzorcev, ki smo jih pripravili na drugi mikrotitrski plos¢i. Pripravili smo tudi
pufer in regeneracijski reagent. Primer pripravljene ploS¢e za enega od poskusov je
prikazan na sliki 22.

Imobilizacija stika vezave Regeneracija

1 2 .3 5

OOLOEG®O
OO
OOE®O
COO®EO®O
OO®EOE®OOOO®®
COE®OOOOOO®W®
COOEEOE®OOOOO®
OOOOOOOOOOONO

Slika 22: Plo§¢a s pripravljenimi vzorci in regeneracijskim reagentom. B oznacuje pufer, L imobilizacijo, R
regeneracijo, N nevtralizacijo, roza polja oznacujejo vzorce

@@
OO0

TOTMOOWD Y

3.2.7.1 Imobilizacija liganda na biosenzor

Imobilizacija je prvi del metode za merjenje kinetike vezave liganda na protein. Sprva
potopimo biosenzorje v pufer kPBS (stolpec 1) in spremljamo potek bazne linije. Sledi
imobilizacija liganda na biosenzor (stolpec 2). Ko dosezemo zZeleno S$tevilo vezanih
molekul na biosenzorju, ponovno posnamemo bazno linijo v svezem pufru (stolpec 3). Po
uspesni imobilizaciji liganda na biosenzor nadaljujemo z drugim delom metode, kjer
vezemo protein na imobiliziran ligand.
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3.2.7.2 Merjenje kinetike vezave mAb na receptor FcyRIIla

Vzorce smo prehodno pripravili v epice in jih nato po 200 puL prenesli na mikrotitrsko
plos¢o. Pred vezavo proteina na ligand, sledi snemanje bazne linije v svezem pufru, kjer iz
biosenzorja odstranimo vse nevezane ligande. Pomembno je, da se vzpostavi stabilna in
uravnotezena bazna linija z minimalnim Sumom. Ko biosenzorje namocimo v vzorce,
potece reakcija vezave, asociacija. Biosenzorji se pomaknejo v luknje s svezim puferom,
kjer poteCe disociacija molekul receptorja s povrSine biosenzorja. VVzporedno z vzorci,
merimo tudi odziv biosenzorja v slepem vzorcu, ki je brez proteina, vsebuje zgolj pufer.
Odziv biosenzorja v slepem vzorcu pred analizo odstejemo od odziva ostalih biosenzorjev.

Meritve smo izvajali pri 25 °C, kjer je vpliv izhlapevanja vzorcev zanemarljiv. Ostali
pogoji reakcije za posamezne korake so predstavljeni v preglednici 6. Podatki za pogoje so
bili izbrani na podlagi ve¢ predhodnih poskusov, s katerimi smo poskusali najti optimalne
pogoje. Ti pogoji drzijo zgolj za razvoj nase metode.

Preglednica 6: Pogoji reakcije za posamezne korake metode

Korak Cas [s] | Stresanje [rpm]
Bazna linija_imobilizacija 120 1000
Nalaganje 300 1000
Bazna linija 90 1000
Asociacija 30 1000
Disociacija 30 1000
Regeneracija 120 1000

3.2.8 Analiza podatkov

Analiza podatkov poteka s pomo¢jo programa Data Analysis. Ob zagonu programa smo
uvorzili zelene surove podatke ter oznacili referenc¢ne biosenzorje. V prvem koraku smo
vezavne krivulje poravnali po bazni liniji, nakar je sledila analiza na osnovi 1:1 modela
vezave. Rezultat analize sta konstanti kinetike asociacije (k) in disociacije (kq). Razmerje
kineti¢nih konstant vezave (kg/k,) predstavlja ravnotezno konstanto disociacije Kp, ki je
mera za jakost vezave (afiniteto).
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

4.1 GLIKOZILACNSKI PROFIL

V prvem delu raziskovalne naloge smo se osredoto¢ili na dobro poznano temo,
glikozilacijo. O glikozilaciji vemo ogromno, saj je ena izmed glavnih post-translacijskih
sprememb. Pri hipotezi 3 nas je zanimalo ali ima glikozilacija vpliv na kinetiko vezave
mAb na receptor FcyRIlla. Za preverjanje hipoteze, smo izvedli tri razlicne poskuse, za
katere smo uporabili dvoje razlicnih mAb (A in D). Uporabili smo 2 razlicna mAb A, Ki sta
vsak produkt razli¢nega klona, referenca mAb D ter tri mADb D, ki so produkt treh razli¢nih
zbirkov. Za merjenje smo uporabili FAB biosenzorje, kjer smo kot ligand vezali mAb in
nato je sledila vezava mAb na receptor FcyRIIIa (slika 20).

4.1.1 mAD A iz razli¢nih klonov z razli¢no vsebnostjo bGO(-F)

Za prvi poskus smo namnozili razline klone iste starSevske celi¢ne linije CHO. Po
kon¢anem bioprocesu z dohranjevanjem se je protein (MAD) nahajal v Zetvi. Zetev smo
ocistili s pomocjo robota TECAN freedom Evo in tako pridobili ¢isti protein v pufru.
Pomerili smo koncentracijo proteina in pripravili vzorce za merjenje glikanske mape.
Analiza glikanske mape nam poda odstotek posameznih glikanskih struktur v proteinu, ki
so prikazane na sliki 23. Zeleli smo pridobiti mAb A iz razliénih klonov, ki bi se
razlikovala v glikozilacijskem profilu. Predvsem smo Zeleli razlike v % vsebnosti bGO(-F).
Siberil in sod. (2006) so zapisali, da ogljikovi hidrati oziroma natan¢neje sladkor fukoza
vpliva na kot med CH2 in CH3 regijo v Fc delu mAb. Glede na to dejstvo smo
predvidevali, da je njegova prisotnost ali odsotnost bistvenega pomena za kinetiko vezave
na receptor. 1zmed vseh struktur, predstavljenih na sliki 23, bi lahko bila struktura bGO(-F)
tista, ki najbolj vplivala na kinetiko vezave.

Med vsemi vzorci mADb A smo izbrali tista dva, ki sta imela med seboj najvecji razpon v %
vsebnosti bGO(-F). Vzorci in njim pripadajoci % vsebnosti bGO(-F), so predstavljeni v

preglednici 7.

Preglednica 7: Vzorci mAb A in njim pripradajo¢ % vsebnosti bGO(-F)

Ime vzorca bGO(-F) (%0)
mAb A K29 3,70
mAb A K66 5,45
mAb A K76 5,12
mAb A K83 5,68
mAb A K90 4,31
mAb A K117 5,22
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Ref degly 1 degly 2 DS1 DS2 mAbA mAbA mAbA mAbA mAbA mAbA mAbA mAbA

K117 1 K1172 K90 1 K902

Ime vzorca

Slika 23: Glikanska mapa vzorcev mAb A pridobljenih iz razli¢nih klonov
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Za merjenje kinetike vezave smo pripravili vzorce v istih koncentracijah (0,2 g/L) ter
receptor FcyRIIla v treh razli¢nih koncentracijah (1600 nM, 800 nM in 400 nM). Meritve
smo izvajali v dveh ponovitvah. Zeleli smo poiskati povezavo med Kp in vsebnostjo bGO(-
F) ter preverit ponovljivost metode. Po kon¢ani meritvi smo dobljene krivulje analizirali po
postopku opisanem v poglavju 3.2.8. Rezultati meritev so predstavljeni v preglednici 8. V
preglednici imamo poleg konstant kinetike vezave podan Se podatek o odzivu ter Stevilo
ponovitev. Bistven podatek oziroma podatki, s katerimi upravljamo pri analizi, pa so Kp,
Ka in kg. Z modro barvo sta oznaceni dve ponovitvi meritve vzorca mAb A, pridobljenega
iz klona z oznako K83 in z zeleno barvo dve ponovitvi vzorca mAb A iz klona K29. Kot
eno ponovitev smo pri globalnem prileganju steli meritve enega klona pri vseh pomerjenih
koncentracijah receptorja.

Preglednica 8: Vpliv glikozilacijskega profila na kinetiko vezave na receptor FcyRIIla za vzorce mAb A

Ponovitev | Ime vzorca C()ndl\z/li;/ Kp (M) Ka(1/Ms) | kq(1/s) bCZ;SF)
1 mAb A K83 0,1040 4,37E-07 3,08E+05 | 1,35E-01 5,68
2 mAb A K83 0,1041 4,44E-07 3,15e+05 | 1,40E-01 5,68
1 mAb A 0,0870 6,39E-07 3,43E+05 | 2,19E-01 3,70
2 mAb A 0,0872 6,15E-07 3,43E+05 | 2,11E-01 3,70

Izris krivulj med samim merjenjem Kinetike vezave mAb na receptor nam pokaze bistvene
razlike med obema klonoma. Do razlik prihaja tako v odzivu (viSina krivulj) kot tudi v Kp
(oblika krivulj). 1z slike 24 je moc¢ razbrati, da ima vzorec mAb A K83 z visjo vsebnostjo
bGO(-F), bistveno visji odziv pri vseh treh merjenih koncentracijah receptorja, kot mAb A
K29. To potrjujejo tudi podatki o odzivu v preglednici 8. Prav tako prihaja do razlik v
konstanti vezave, ki so tezje vidne iz grafa, temu v prid pa govorijo podatki 0 Kp, Ki so
razvidni iz preglednice 8. Vecinski vpliv na Kp ima disociacija oziroma konstanta
disocacije, kar pomeni, da do razlik prihaja pri disociranju receptorja iz mAb, saj je jakost
vezave razli¢na.
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Slika 24: Krivulji asociacije in disociacije za vzorca mAb A z razli¢no vsebnostjo bGO(-F)

Za lazjo razlago, kje prihaja do razlik v kinetiki vezave med vzorcema, smo izrisali
afinitetni graf (slika 25). Graf prikazuje kg v odvisnosti od k,. 1z grafa je zelo lepo
razvidno, da prihaja do razlik pri disociaciji. Pri mAb A K83 je kq manjsa, kar pomeni, da
je disociacija receptorja iz proteina pocasnejSa, sej je bila jakost vezave nanj moc¢nejsa
(Niwa in sod., 2005), kot pri mAb A K29.

1
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Slika 25: Afinitetni graf kg v odvisnosti od k, za vzorce mAb A

Ker nas je zanimala povezava med glikansko strukturo bGO(-F) in Kp, smo zbrane podatke
iz preglednice 8 prenesli na graf, ki prikazuje Kp v odvisnosti od % vsebnosti bGO(-F)
(slika 26). Tocke paralelk se med seboj v celoti ne prekrivajo, kar lahko pripisemo napaki
meritve ali pa napaki pri pripravi vzorcev. Razlike med ponovitvami so majhne, znotraj 2
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%, kar pomeni, da lahko metodo oznac¢imo kot zelo dobro ponovljivo. Kot so porocali ze
pomeni, da je njegova vezava na receptor najmocnejsa. Pri nas se je to lepo pokazalo,
vzorec mAb A K83, ki ima najvisjo vrednost bGO(-F) (5,68 %) ima tudi najniZji Kp. Ce
podatke ubesedimo, lahko re¢emo, da prisotnost fukoze v Fc delu mAb vpliva na kinetiko
vezave na receptor. Manj kot je prisotne fukoze, torej visji kot je % vsebnosti bGO(-F),
mocnejsa je vezave mAb na receptor FcyRIlIa.

5,5

4,5
@ mAb A K83

bGO(-F) [%]

4 mAb A K29

3,5

3 T T T T T T 1
3,300E-07B,800E-0#4,300E-0A,800E-0%5,300E-0%5,800E-0%6,300E-0%,800E-07
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Slika 26: Graf korelacije med bGO(-F) in Kp za razli¢ne vzorce mAb A
4.1.2 Uporaba encimov za deglikozilacijo

Glikani so prisotni v Fc delu mAb in so pritrjeni na Asn®®’, ki se nahaja v regiji CH2. V
osnovi lahko s pomoc¢jo tehnologije rekombinantne DNK pridobimo vzorce iz klonov z
razli¢nimi glikanskimi profili, kot so ugotovili ze Niwa in sod. (2005). Sami pa smo zeleli
preizkusiti alternativni nacin priprave vzorcev z razlinimi vsebnostmi posameznih
glikanskih struktur.

Pripravili smo razli¢ne vzorce, kjer naj bi eden od para imel prisotno fukozo, drugi od para
pa ne (dodatek a-L-fukozidaze). Vzorci so predstavljeni v preglednici 5 v poglavju 3.2.5.1.
Encimi imajo specifi¢no mesto delovanja, kjer pride do cepitve vezi in s tem povzro¢ijo
odstranitev toéno dolo¢enega sladkornega ostanka. Zeleli smo preveriti, ali dodatek encima
k vzorcu res povzroci odcepitev sladkornih ostankov, kar naj bi se odrazalo v spremenjeni
kinetiki vezave. Ker vemo, da na kinetiko vezave mAb na receptor najbolj vpliva fukoza,
je bil glavni encim a-L-fukozidaza. Znano je tudi, da je fukozo mozno odstraniti le, ce
predhodno postopoma odstranimo vse ostale sladkorne ostanke iz glikana (Gates in sod.,
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2004). Poleg a-L-fukozidaze smo uporabili e druge encime (preglednica 4), ki naj bi nam
omogocili dostop do fukoze. Ker vemo, da popolna N-deglikozilacija 1gG privede do
otezene vezave mAb na receptor, kar trdijo Okazaki in sod. (2004), smo zeleli doseci le
doloc¢eno stopnjo deglikozilacije. Preveriti smo hoteli, ali je to mozno dose¢i z uporabo
razli¢nih encimov.

Proteinu v pufru smo dodali encime, kot je predstavljeno v preglednici 5 in nato vzorce
inkubirali. Po konc¢ani inkubaciji smo pomerili glikansko mapo (slika 27).
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Slika 27: Glikanska mapa vzorcev mAb D pridobljenih z deglikozilacij
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41.2.1 o-L-fukozidaza

Rezultati glikanske mape so nepri¢akovani. V osnovi nas je zanimal % vsebnosti bGO(-F).
Ce se osredoto¢imo samo na to glikansko strukturo, bi ob pogledu na rezultate lahko rekli,
da encim a-L-fukozidaza ni deloval oziroma ni priSlo do odcepitve fukoze. Vidimo, da je
% vsebnosti bGO(-F) v vseh vzorcih enak kot pri referenci. Zato smo naredili pregled nad
vsemi glikanskimi strukturami, ki vsebujejo (-F), torej bGx(-F), in jih med seboj sesteli.
Rezultat je predstavljen v preglednici 9.

Preglednica 9: Vsota glikanskih strukur, ki vsebujejo (-F) za vzorce mAb D

Vsota

Imevzorca | bGO-N-F | bGO-F | POt box(F)
(%)
Delovni Standard 0,1 2,1 0,5 2,7
R8 14 2,8 11 5,3
R7 1,3 2,8 11 5,2
R6 4,5 2,7 1,3 8,5
R5 4,0 2,7 1,3 8,0
R4 0,1 3,0 0,7 3,8
R3 0,1 31 0,6 3,8
R2 0,1 31 0,5 3,7
R1 0,1 2,9 0,5 3,5
Referenca 0,1 2,9 0,5 3,5

Na tem nivoju pa so vidne razlike med vzorci, ki bi lahko povzrocile razlike v Kp. Vendar
do razlik ne prihaja med sodimi in lihimi vzorci R, kjer bi razlike pricakovali, temve¢ med
vzorci, ki imajo dodane razli¢ne encime. Torej razlike v bGx(-F) niso posledica delovanja
encima a-L-fukozidaze, temve¢ postopnega dodajanja razlicnih encimov (Gates in sod.,
2004), ki povzro€ijo nastajanje teh glikanskih struktur. Razlag za neucinkovitost encima je
lahko vec, na primer prekratek inkubacijski ¢as, nedelujo¢ encim ali pa nedostopnost
fukoze.

4122 RlinR2

Kljub dejstvu, da pride do odcepitve fukoze zgolj ob postopnem rezanju sladkornih
ostankov, kot so porocali ze Gates in sod. (2004), smo pripravili dva vzorca, R1 in R2, kjer
smo dodali le encim endoglikozidazo F2 (vzorcu R1 tudi a-L-fukozidazo). Odcepil naj bi
celoten glikan, razen zadnjega B-D-N-acetilglukozamina, ki je vezan na Asn®" in na
katerem je pritrjena fukoza. Ob pogledu na rezultate lahko trdimo, da encim ni deloval, saj
je struktura popolnoma enaka kot pri referenci. Kljub temu, da gre za endoglikozidazo, je
bila cepitev glikozidne vezi med dvema [-D-N-acetilglukozaminoma neuspes$na. Pri
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ostalih vzorcih v nadaljevanju smo postopoma dodajali Se ostale encime in preverili
njihovo delovanje.

4123 R3inR4

Encim a-nevraminidaza odcepi a-L-acetilnevraminsko kislino, ki je konéni sladkorni
ostanek. O delovanju ali nedelovanju encima ne moremo popolnoma trditi, saj Ze v osnovi
nimamo pomerjenih glikanskih struktur, ki vsebujejo a-L-acetilnevraminsko kislino. Iz
glikanskih map ostalih mAb sklepamo, da teh struktur ni veliko, saj je prisotnost a-L-
acetilnevraminske kisline majhna, okoli 1 %. Cetudi bi encim deloval, bi bile razlike zelo
majhne, mogoce jih ne bi niti zaznali. Da pa lahko delujejo drugi encimi, ki so
eksoglikozidaze, mora biti delovanje a-nevraminidaze uspesno.

Sledi odcepitev naslednjega sladkornega ostanka iz glikana, in sicer -D-galaktoze s
pomocjo P(1,4)-galaktozidaze. Struktura bG2 (priloga A) predstavlja glikan s prisotno
galaktozo, kot zadnjim sladkornim ostankom. Ce encim deluje, bi se moral delez bG2
zmanjSati in na ta raun bi se moral povecati delez struktur brez prisotne galaktoze (bG1 in
bG0). Ob pogledu na rezultate v preglednici 9, vidimo, da temu ni tako. Recemo lahko, da
je bilo strukture bG2 v osnovi premalo, komaj okoli 2 %, da bi lahko sklepali na delovanje
encima. Ker gre za eksoglikozidazo, bi morala biti galaktoza zadnji sladkor v verigi, kar pa
ne vemo, saj nismo prepric¢ani v delovanje a-nevraminidaza. Delovanja encima ne moremo
niti potrditi niti ovreci.

Dodatek teh dveh encimov imajo vzorci od R3 do R8. Vzorca, ki vsebujeta zgolj ta
encima, sta R3 in R4, prvemu od obeh smo dodali tudi a-L-fukozidazo. 1z rezultatov
vidimo, da ni priSlo do nobenih razlik med vzorcema, niti v primerjavi z vzorcem
reference.

4124 R5inR6

Kljub neuspes$nim rezultatom iz prejSnjih reakcij, smo nadaljevali z analizo ostalih
vzorcev. Iz glikanske mape lahko vidimo, da referenca izmed vseh struktur, vsebuje najvec
bGO (priloga A). Ob dodatku encimov a-nevraminidaze in B(1,4)-galaktozidaze se delez
bG0 ne zmanjSa. Vzorcema R5 in R6 pa smo dodali Se dodaten encim, in sicer B-N-
acetilglukozaminidazo, ki odcepi P-D-N-acetilglukozamin. Tudi ¢e oba encima, a-
nevraminidaza in P(1,4)-galaktozidaza ne delujeta, kot bi lahko sklepali iz vzorcev R3 in
R4, bi se moral pokazati u¢inek f-N-acetilglukozaminidaze, saj gre za endoglikozidazo. To
pomeni, da bi encim razcepil vez med -D-N-acetilglukozaminom in manozo, kljub temu,
da je vez nekje v sredini strukture glikana. Ker v osnovi referenca vsebuje vecinski delez
bGO, bi se moral ob morebitnem delovanju B-N-acetilglukozaminidaze ta deleZ bistveno
zmanjSat in ob tem bi se moral povecat delez struktur, z enim ali nobenim [B-D-N-
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acetilglukozaminom vezanim na manozo. Zal iz glikanske mape ne moremo razbrati deleza
strukture M3 (priloga A), lahko pa zagotovo povemo in je tudi razvidno iz preglednice 9,
da se je delez bGO zmanjsal ter da sta se deleza bGO(-N) in bGO(-N-F) povisala. To potrdi
delovanje encima B-N-acetilglukozaminidaze.

4125 R7inR8

Zadnjima vzorcema pa smo poleg vseh do sedaj omenjenih encimov dodali tudi o-
manozidazo, katera odcepi iz glikana sladkor manozo, kot je prikazano na sliki 19. Ob
dodatku vseh Stirth encimov oziroma petih, ¢e Stejemo Se a-L-fukozidazo, bi morali na
koncu pridobiti strukturo M3-2M-F (priloga A), ki pa je prav tako kot M3 nimamo
pomerjene. Zaradi tega ne moremo potrditi delovanje ali nedelovanje encima, vendar pa ob
pogledu na rezultate lahko trdimo, da do nekaterih sprememb kljub temu pride. Ponovno se
poveca delez bGO in zmanjsata se deleza bGO(-N) in bGO(-N-F). Encim je aktiven, vendar
ne moremo zagotoviti, da se poveca Stevilo struktur M3-2M-F, katere bi morale nastati.

Ne glede na slabe rezultate delovanja encimov, smo se odlo¢ili pomeriti kinetiko vezave
vzorcev mAb D in reference mAb D na receptor FcyRlIlla. Pripravili smo vzorce v
koncentraciji 0,2 mg/mL ter receptor v istih koncentracijah kot pri prejSnjem poskusu
(1600 nM, 800 nM in 400 nM). Za meritev smo uporabili zgolj tri vzorce, in sicer z
najvecjim razponom Vv vsebnosti bGx(-F). Uporabili smo vzorce R5, R7 in referenco mAb
D. Naredili smo dve ponovitvi za vsak vzorec, in sicer pri vseh treh koncentracijah
receptorja. Analiza smo izvedli skladno s postopkom, opisanem v poglavju 3.2.8. Rezultati
analize so predstavljeni v preglednici 10 in prikazani na sliki 28.

Preglednica 10: Vpliv glikozilacijskega profila na kinetiko vezave na receptor FcyRIlIla za vzorce mAb D

0,1006 | 5,28E-07 | 5,68E+05 | 3,00E-01 8,0
0,1037 | 5,20E-07 | 5,57E+05 | 2,90E-01 8,0

Ponovitev Ime vzorca (():'\Z/:;/ Ko (M) | Ks(1/Ms) | ke(1/s) b(i;();l:)
1 Referenca mAb D 0,1176 6,48E-07 | 4,41E+05 | 2,85E-01 3,5
2 Referenca mAb D 0,1164 6,96E-07 | 4,29E+05 | 2,99E-01 3,5
1 R7 0,1059 6,45E-07 | 4,68E+05 | 3,02E-01 5,2
2 R7 0,0999 5,91E-07 | 4,83E+05 | 2,86E-01 5,2
1
2




44

Golob A. Kinetika vezave rekombinantnih monoklonskih protiteles na receptor FcyRII]a.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

8,5

7,5

6,5

5,5 ® Referenca

HR7

bGx(-F) [%]

4,5
RS

3,5 4 4

2,5 T T T T 1
5,000E-07 5,500E-07 6,000E-07 6,500E-07 7,000E-07 7,500E-07

Ko [M]

Slika 28: Graf korelacije med bGx(-F) in Kp za razli¢ne vzorce mAb D

Vzorci, ki smo jih izbrali in jim pomerili kinetiko vezave na receptor Fcyllla, kazejo isto
korelacijo med bGO(-F) oziroma bGx(-F) in Kp, kot jo kazejo tudi vzorci mAb A.
Ponovljivost je nekoliko slabsa, vendar Se vedno znotraj 5 %, kar kaze na dobro delovanje
metode. Vzorec R5, ki ima najvisjo vsebnost bGx(-F), ima tudi najnizji Kp, kar pomeni, da
je njegova vezave najmocnejsa (Ferrera in sod., 2011).

Deglikozilacija je bila le delno uspesna, saj sta prva dva para vzorcev identi¢na referenci.
Nedosezen cilj je mogoce posledica nepopolne slike glikanske mape, saj nismo razvijali
posebne metode merjenja glikanske mape, ki bi bila prilagojena prav za to mAb. Uporabili
smo metodo, ki je bila razvita za drugo mAb. Tako smo dobili podatke za samo dolo¢ene
strukture, s katerimi ne moremo natanc¢no opredeliti delovanja nasih encimov. Poskus bi
morali ponoviti in razviti metodo za merjenje glikanske mape, prilagojene za mAb D ter
nato na podlagi teh rezultatov preveriti uspesnost poskusa. Ce bi metoda delovala, kot je
potrebno, bi to bilo idealno za razvoj mAb z Zeljenim glikanskim profilom, saj ne bi bilo
potrebno posegati v protein ze v zgodnji fazi s tehnologijo rekombinantne DNK.

Poskus smo poenostavili in tako uporabili metodo za drug protein. To se je izkazalo za
neuspesno, vendar bi za razvoj nove metode morali vloziti ogromno ¢asa in denarja, kar pa
bi bilo v okviru magistrske naloge prevec in prezahtevno. RazmiSljanje je bilo dobro,
vendar na podlagi poskusa in rezultatov ne moremo metode oznaciti ne kot dobre ne kot
slabe oziroma neuspesne.
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4.1.3 mAD D iz razli¢nih zbirkov z razli¢no vsebnostjo bGO(-F)

Zbirek je genski sklad oziroma genski nabor, ki kaze obsezno gensko raznovrstnost.
Znotraj zbirka se nahaja ogromno Stevilo klonov. Ker smo ze na klonih dokazali korelacijo
med glikozilacijskim profilom in kinetiko vezave na receptor, smo se odlocili, da metodo
preizkusimo ze korak prej. Po vstavitvi vektorja za transfekcijo in po sami transfekciji (Lai
in sod., 2013) sledi selekcija zbirkov (ang. »pool selection«). Pri proizvodnji biolosko
podobnih zdravil zelimo izbrati zbirek, ki je po lastnostih in tudi po kinetiki vezave na
receptor najbolj podoben referenci. Ce bi se metoda izkazala kot uspe$na, bi jo lahko
uporabili v nadaljnjih teko¢ih projektih druzbe Lek d.d., pri izboru zbirka in kasneje klona.

Za na$ poskus to ni bistvenega pomena, saj zelimo zgolj dokazati vpliv glikanskih struktur
na kinetiko vezave za razlicne vzorce mAb D. Vzorci so bili pridobljeni iz razli¢nih
zbirkov. Iz mnozice teh zbirkov oziroma vzorcev mAb D smo izbrali 4 tiste, ki imajo
najvedji razpon v glikanski strukturi bGx(-F). Glikanska mapa vsakega vzorca je bila
pomerjena v eni ponovitvi in je prikazana na sliki 29. Meritve in analizo smo opravili kot
je bilo to opisano Ze v prej$njih poglavjih (poglavje 4.1.1 in 4.1.2). Rezultati Kinetike
vezave na receptor so predstavljeni v preglednici 11.

Preglednica 11: Vpliv glikozilacijskega profila na kinetiko vezave na receptor FcyRIlla za vzorce mAb D

Ponovitev Ime vzorca (()ndl\z/li;/ Ko (M) | Ka(1/Ms) |  kqy(1/s) b?;g;':)
1 Referenca 0,0628 | 6,30E-07 | 4,48E+05 | 2,82E-01 4,20
2 Referenca 0,1172 | 5,86E-07 | 4,08E+05 | 2,39E-01 4,20
1 mAb D MP59 0,1140 | 3,89E-07 | 3,53E+05 | 1,37E-01 8,13
2 mAb D MP59 0,1689 | 3,62E-07 | 3,39E+05 | 1,23E-01 8,13
1 mAb D MP77 0,0907 | 5,37E-07 | 4,01E+05 | 2,15E-01 5,19
2 mAb D MP77 0,1446 | 5,75E-07 | 3,29E+05 | 1,89E-01 5,19
1 mAb D 0,0787 | 5,85E-07 | 3,99E+05 | 2,33E-01 4,50
2 mAb D 0,1438 | 6,34E-07 | 3,22E+05 | 2,04E-01 4,50
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Slika 29: Glikanska mapa vzorcev mAb D pridobljenih iz razli¢nih zbirkov ter reference mAb D
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Uporabili smo isto metodo, ko pri prejsnjih dveh poskusih. Kljub majhnim razlikam v
vsebnosti bGx(-F) med vzorci dobimo vidne razlike v kinetiki vezave na receptor. VVsakega
od vzorcev smo pomerili dvakrat, pri treh razli¢nih koncentracijah receptorja (1600 nM,
800 nM in 400 nM), nato smo pri analizi izbrali globalno prileganje. Tako smo dobili
vrednosti, ki so zabelezene v preglednici 11. Pridobljene rezultate smo prenesli na graf, ki
je prikazan na sliki 30.

9

8 L 3K

7

X

= Referenca

L6

= @ MP59

2

5 * ¢ & MP77
MP88

4

3 T T T 1

3,000E-07  4,000E-07 5,000E-07  6,000E-07  7,000E-07

Ko [M]
Slika 30: Graf korelacije med bGx(-F) in Kp za razli¢ne vzorce mAb D

Izkazalo se je, da lahko metodo uporabimo tudi pri merjenju kinetike vezave na vzorcih
pridobljenih iz zbirkov in ne samo pri vzorcih klonov. Ponovljivost metode je dobra,
relativne napake v Kp med vzorci so manjse kot 7 %. Korelacija med vsebnostjo bGx(-F)

in Kp je pricakovana, vzorec z najvi§jo vrednostjo bGX(-F) ima najnizji Kp, torej se
najmocneje veze na receptor (Ferrera in sod., 2011). Razlike se pojavijo pri disociaciji

ey ee

e e

najpocasnejSo disociacijo (najnizji kg), kar prikazuje afinitetni graf na sliki 31.
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Slika 31: Afinitetni graf ky v odvisnosti od k, za vzorce mAb D z razli¢no vsebnostjo bGX(-F)

Dokazali smo, da je metoda zanesljiva in da obstaja korelacija med glikozilacijskim
profilom ter kinetiko vezave na receptor Fcyllla. Vzorec, ki ima najvisjo vsebnost bGx(-F)
ima tudi najmanj$i Kp. To pomeni, da se vzorec z najmanj§im Kp najmo¢neje veze na
receptor, kot so trdili ze Ferrera in sod. (2011). Nasi rezultati so skladni literaturnim
podatkom, ki govorijo o velikem vplivu fukoze na kinetiko vezave. Manj kot je prisotne
fukoze v glikanih, moc¢nejSa je vezava mAb na receptor.

4.1.3.1 Model za napovedovanje bGO(-F)

S pomocjo podatkov iz glikanske mape in izmerjene vrednosti Kp iz poglavja 4.1.3, ki so
predstavljeni v preglednici 11, smo sestavili model za napovedovanje vsebnosti bGO(-F) v
mAD. Na ta nacin prihranimo ¢as in zmanj$amo stroske analize, saj ni potrebna izvedba
meritev glikanske mape. Bolj ko lezijo tocke na premici, vecja je napovedna mo¢ modela.
Za izpeljavo modela moramo poznati spremenljivki k in n, ki nastopata v enacbi premice
(y = kx + n). To lahko naredimo s pomocjo izrisa grafa (slika 32) in vpeljave linearne
regresijske premice, ali pa s programom excel, kjer uporabimo funkciji naklona (ang.
»slope«) in zacetne vrednosti (ang. »intercept«).
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Ko smo pridobili vse potrebne podatke (n = 9,06, k = -10205218,63), smo zapisali funkcijo
modela (enacba 12). S pomocjo enatbe smo za dane S§tiri vzorce v dveh ponovitvah
napovedali vrednosti bGO(-F) (preglednica 12) in jih primerjali z vrednostmi iz glikanske
mape. Pojavijo se majhne razlike, ki jih v glavhem lahko zanemarimo, saj z modelom
zelimo pridobiti zgolj okvirne vrednosti. Razlike so lahko tudi napaka podatkov iz
glikanske mape, napaka merjenja aparature Octet RED96 ali napaka pipetiranja in priprave
vzorcev. Model drzi zgolj za vzorce mAb D. S pomocjo modela lahko na osnovi vzorca
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Slika 32: Graf za sestavljanje modela za napovedovanje bGO(-F) iz Kp za mAb A

7,000E-07

—— Linear (mAb D)

(zbirka) mAb D napovemo % vsebnosti bGO(-F), ne da bi pomerili glikansko mapo.

bGO(—F) napovedana = n + (k X KD)

(12)

Preglednica 12: Napovedane vrednosti bGO(-F) za vzorce mAb D

Ime vzorca KD _bGO(-F) iz bGO(-F) _Sta_r_ldardna
glikanske mape napovedana deviacija (SD) [%0]

Referenca 6,30E-07 2,96 2,63 0,23
Referenca 5,86E-07 2,96 3,08 0,08
MP59 3,89E-07 5,30 5,09 0,15
MP59 3,62E-07 5,30 5,37 0,05
MP77 5,37E-07 3,37 3,58 0,15
MP77 5,75E-07 3,37 3,19 0,13
5,85E-07 2,67 3,08 0,29

6,34E-07 2,67 2,59 0,06

Glede na uspesno opravljene poskuse lahko potrdimo 3. hipotezo, ki govori, da
glikozilacijski profil mAb vpliva na kinetiko vezave mAb na receptor FcyRIlla. Razvili
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smo metodo, s katero je mogoce zaznati ze majhne razlike v glikozilacijskih profilih. S
pomocjo metode oziroma podatka o kinetiki vezave lahko napovemo priblizni % vsebnosti
glikanske strukture bGO(-F) v vsakem vzorcu posebej. Z metodo prihranimo ogromno ¢asa
in lahko pridobimo podatke ze med bioprocesom, za meritve kinetike vezave namre¢ ne
potrebujemo ocis¢enih vzorcev.

4.2 NAPOVEDOVANJE AKTIVNOSTI ADCC I1Z PARAMETROV VEZAVE (Kp)
PROTITELESA 1gG NA RECEPTOR FcyRllla

V naslednjem delu magistrske naloge smo proucevali povezavo med aktivnostjo ADCC in
kineti¢cnim parametrom Kp. Aktivnost ADCC je efektorska funkcija, ki je izrednega
pomena pri obrambi telesa, saj sodeluje pri protitelesnem imunskem odzivu. Le-ta privede
do lize tar¢ne celice, ki je obdana z antigeni, na katera se vezejo protitelesa (slika 4).
Zacetek lize se zacne, ko pride do vezave protiteles na receptorje, ki se nahajajo na
efektorski celici. To privede do uni¢enja taréne celice oziroma tujka v telesu (Jimenez in
sod., 2012).

Pri izvedbi poskusa, smo uporabili vzorce mAb A, pridobljene iz razli¢nih klonov, za
katere smo imeli Ze podane vrednosti aktivnosti ADCC (preglednica 13). Vrednosti so bile
izmerjene v okviru rednega projekta podjetja Lek d.d., ker gre za iste vzorce kot pri
poskusu iz poglavja 4.1.1. Vzeli smo tudi iste podatke parametrov kinetike vezave na
receptor (preglednica 14). Za poskus smo uporabili FAB biosenzorje.

Sklepali smo, da lahko aktivnost ADCC napovemo s pomocjo konstante Kinetike vezave
Kp. Vzorcem z neznano aktivnostjo ADCC bi pomerili kinetiko vezave na receptor in iz
tega podatka napovedali aktivnost ADCC. Potrebno je bilo pripraviti vzorce istih
koncentraciji (0,2 mg/mL) in jih nato imobilizirati na biosenzor. Nato smo biosenzorje
pomocili v raztopine receptorja FcyRIIla v razli¢nih koncentracijah (1600 nM, 800 nM in
400 nM) in analizirali rezultate. Predvidevali smo, da bo ob visji aktivnosti ADCC tudi
vezava mAb na receptor mocnejsa, kar se odraza kot nizja Kp.

Preglednica 13: Vzorci mAb A in njim pripadajoca vrednost aktivnosti ADCC

Ime vzorca Aktivnost ADCC [%]
mAb A K29 30
mAb A K66 73
mAb A K76 79
mAb A K83 86
mAb A K90 61
mAb A K117 56
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Preglednica 14: Vpliv glikozilacijskega profila na kinetiko vezave na receptor FcyRIIla za vzorce mAb A

Ponovitev | Ime vzorca ?:I\ZAI;/ Kp (M) Ka(1/Ms) kq(1/s) :;géng;:)
1 mAb A K83 | 0,1040 | 4,37E-07 | 3,08E+05 | 1,35E-01 86
2 mAb A K83 | 0,1041 | 4,44E-07 3,15E+05 1,40E-01 86
1 mAb A 0,0870 | 6,39E-07 3,43E+05 2,19E-01 30
2 mAb A 0,0872 6,15E-07 3,43E+05 2,11E-01 30

Razlika v aktivnosti ADCC je med vzorcema velika, zato smo tudi pri¢akovali razliko v
Kp. Ce pogledamo rezultate v preglednici 14, lahko vidimo, da so razlike res opazne. Prav
tako kot vidimo korelacijo med glikozilacijskim profilom in Kp, se pojavi tudi med
aktivnostjo ADCC in Kp. Visja kot je aktivnost ADCC, manjsi je Kp, torej drzi trditev
Niwe in sod. (2005), ki govori, da mo¢ interakcije Ab z FcyRIlla korelira z aktivnostjo
ADCC. To pomeni, da se vzorec z visjo aktivnostjo ADCC mocneje veze na receptor
FcyRIIIa. Ponovljivost metode je zadovoljiva, saj so razlike med ponovitvami znotraj 2 %.
Podatki so prikazani na grafu (slika 33). Kot pri ostalih poskusih tudi tukaj prihaja do
razlik v Kp zaradi disociacije, saj mo¢neje vezan receptor pocasneje disocira iz mAb. S tem
smo potrdili tudi naso prvo hipotezo, ki govori, da lahko sklepamo na aktivnost ADCC, Ce
imamo podane parametre vezave mAb na receptor FcyRIlla.
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Slika 33: Graf korelacije med aktivhostjo ADCC in Kp za vzorce mAb A

Ze Ferrera in sod. (2011) so ugotovili, da med glikozilacijo in aktivnostjo ADCC obstaja
korelacija. Torej med obema do sedaj potrjenima hipotezama, hipotezo 1 in 3, obstaja
povezava (slika 34), saj lahko en parameter napovemo z drugim. Ce imamo podatke o
vsebnosti glikanske strukture bGO(-F) in pomerimo kinetiko vezave teh vzorcev, lahko s
pomocjo Kp napovemo, kaksno aktivnost ADCC bodo imeli ti vzorci (ali obratno). Seveda
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pa lahko oboje napovemo s pomocjo konstante kinetike vezave Kp. Za oceno korelacije
smo uporabili podatke vseh Sestih vzorcev mADb A, ki so predstavljeni v preglednici 15.
Korelacija med obema je visoka (slika 35), R?=0,74, kar pomeni, da je dejanska vrednost
koren te vrednosti in znasa 0,86. Sklepamo lahko, da je mo¢ napovedati vrednosti bGO(-F)
iz aktivnosti ADCC ali obratno.

Preglednica 15: Podatki bGO(-F) in aktivnosti ADCC za vzorce mAb A

Aktivnost
- 0,
Ime vzorca bGO(-F) [%0] ADCC [%6]
mAb A K29 3,7 30
mAb A K66 5,45 73
mAb A K76 5,12 79
mAb A K83 5,68 86
mAb A K90 4,31 61
mAb A K117 5,22 56
6 100
hd 90
5 [ |
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Slika 34: Povezava med korelacijama bGO(-F) in Kp ter aktivnostjo ADCC in Kp za vzorce mAb A
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Slika 35: Graf za sestavljanje modela za napovedovanje bGO(-F) ali aktivhosti ADCC za vzorce mAb A

4.3 VPLIV VEZAVE ANTIGENA NA REKOMOBINANTNO MONOKLONSKO
PROTITELO

V zadnjem sklopu naloge smo se osredoto¢ili na 2. hipotezo, ki govori o vplivu vezave Ag
na vezavo rekombinantnega mAb na receptor Fc. Imunski odziv sprozijo telesu tuje
molekule, imenovane Ag, ki jih na svoji povrSini izrazajo patogeni organizmi. Ab
prepoznajo in se vezejo na Ag s Fab delom, medtem ko se s Fc delom veZejo na receptorje
Fc, ki pa so izrazeni na povrsini efektorskih celic, ki Ag (oziroma kompleks Ag-Ab)
odstranijo. Ob vstopu tujka v telo je pomembno, da pride do kar se da hitrega imunskega
odziva in odstranitve Ag. Zeleli smo preveriti, ali predhodna vezava Ag na mAb vpliva na
kinetiko vezave mADb na receptor FcyRIIIa.

Vsako rekombinantno mAb se specificno veze le na doloéen Ag oziroma antigen
determinanto (epitop). Izbrali smo eno mAD, ki se specifi¢éno veze na Agl in dve mADb, ki
sta specifi¢ni za Ag2 (preglednica 16).

Preglednica 16: Uporabljena rekombinantna mAb in za njih specifi¢ni antigeni

Rekombinantno . Antigen
monoklonsko protitelo

mAb B Ag?
mAb C Ag?
mAb A Agl
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Da bi raziskali vpliv Ag pri kinetiki vezave mAb na receptor FcyRlIlla, smo pripravili
vzorce mAb in vzorce mAb, ki smo jim predhodno vezali za njih specificni Ag. Da smo
zapolnili vsa za Ag vezavna mesta, smo le-tega dodali v 3x prebitku.

4.3.1 Vezava na antigen Ag2

Uporabili smo dve razlicni mAb (mAb B in mAb C), ki se specificno vezeta na Ag2.
Obema mADb (B in C) smo spektrofotometricno pomerili absorbanco in na podlagi
absorbance in ekstinkcijskega koeficienta izracunali koncentracijo proteina (enacba 5). To
nam je omogocilo pripravo vzorcev z enakimi koncentracijami (0,02 mg/mL). Za vsako
mAb smo pripravili vzorce v parih, kjer smo na enega v paru vezali Ag, na drugega pa ne.
Kot pri prej$njih poskusih smo tudi tukaj uporabili FAB biosenzorje, kar pomeni, da je kot
ligand sluzilo mAb oziroma kompleks Ag-mAb, ki smo ga imobilizirali na biosenzor. Po
uspes$ni imobilizaciji je sledila vezava na receptor v treh koncentracijah (900 nM, 300 nM
in 100 nM) preko Fc dela in nato $e disociacija. Kljub temu, da smo pripravili vzorce z
istimi koncentracijami, smo pri imobilizaciji vzorcev s predhodno dodanim Ag naleteli na
tezavo. V istem Casovnem intervalu se je namre¢ na biosenzor imobiliziralo 3x manj
proteina (MAD), kar je razvidno iz slike 36. Sklepali smo, da je predhodna vezava Ag na
mADb zmanjsala sposobnost vezave mADb preko variabilnega dela na biosenzor. Mislimo, da
se pri vezavi mAb na Ag nekoliko spremeni konformacija Fab dela, kar se kaze v
spremenjeni hitrosti imobilizacije mAb na biosenzor.

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
cas [s]

mAb mAb mAb mAb mAb+Ag mAb + Ag mAb + Ag mAb +Ag

Slika 36: Neuspesna imobilizacija vzorca s predhodno dodanim Ag na FAB biosenzor

Poskus smo ponovili na SA biosenzorjih. Predhodno smo si pripravili biotiniliran receptor,
ki smo ga pripravili po navodilih proizvajalca, kot je opisano v poglavju 3.2.4. Na SA
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biosenzor smo najprej imobilizirali biotiniliran receptor FcyRIIla v koncentraciji 500 nM.
Nato smo na receptor vezali mAb (900 nM) preko dela Fc. Na SA biosenzorjih je bila
imobilizacija pri obeh vzorcih uspesna, saj smo na biosenzor vezali receptor, Ki pa je pri
vseh vzorcih enak in v enaki koncentraciji. Sledila je vezava vzorcev, Kjer nas je zanimalo,
ali bo zaradi dodatka Ag prislo do razlik pri kinetiki vezave. Vezava Ag na mAb namrec
spremeni konformacijo molekule mAb, ki vpliva na vezavo kompleksa na receptor
FcyRIlla. Ta sprememba bi se morala odrazati v K, in Kq, posledi¢no tudi v Kp, ki je
razmerje med kg in k, (enacba 1). Po zakljuceni reakciji, smo surove podatke odprli v
programu Octet Data Acquisition in rezultate obdelali z 1:1 modelno analizo. Rezultati so
predstavljeni v preglednici 17.

Preglednica 17: Vpliv vezave Ag na mAb na kinetiko vezave na receptor FeyRIII za vzorce mAb B in mAb C

Ime vzorca Ponovitev | Odziv (nM) Kp (M) ka(1/Ms) | kqy(1/s)
mAb B 1 0,1631 6,74E-08 | 1,49E+05 | 1,01E-02
mAb B 2 0,1586 6,66E-08 | 1,51E+05 | 1,01E-02

1 0,3896 1,75E-08 | 9,14E+04 | 1,60E-03
2 0,3781 1,77E-08 | 9,72E+04 | 1,72E-03
mAb C 1 0,2469 6,45E-08 | 1,19E+05 | 7,67E-03
mAb C 2 0,2345 6,60E-08 | 1,12E+05 | 7,40E-03
mAb C+Ag2 1 0,5137 9,66E-09 | 6,19E+04 | 5,97E-04
mAb C+Ag2 2 0,5020 9,34E-09 | 6,31E+04 | 5,90E-04

Med poskusom smo spremljali razliko med razlicnimi mAb in razliko med mAb z in brez
dodatka Ag. Spremljali smo razlike pri isti koncentraciji v dveh ponovitvah. Rezultati iz
preglednice 17, kazejo na razlike med mAb B in mAb C, se vecja razlika pa se je pojavila
med posameznim mAb, v odvisnosti od dodatka Ag. Glede na podatke v preglednici 17
lahko zaklju¢imo, da smo sklepali pravilno. Ob dodatku Ag se je povecal odziv. Prav tako
pa se je spremenila kinetika vezave na receptor, kar se kaze v spremenjeni obliki Krivulje
(slika 37). Pri vzorcih z dodanim Ag je disociacija bistveno pocasnejs$a kot pri vzorcih brez
Ag. Pri vzorcih brez dodatka Ag disociacija pade na izhodis¢no vrednost, medtem kot pri
vzorcih z dodatkom Ag ne. To pomeni, da se kompleks Ab-Ag mocneje veze preko Fc dela
na receptor kot samo mAb. Na sliki 38 lahko iz afinitetnega grafa lepo vidimo razlike v
disociaciji med vzorci mAD z in brez dodanega Ag. Poleg kinetike vezave nas je zanimala
tudi ponovljivost metode. Metoda se je izkazala za izredno ponovljivo, saj so si ponovitve
med seboj zelo podobne. Odstopanja so majhna (manjsa kot 2 %), zato lahko metodo
oznacimo kot dobro ponovljivo.
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Slika 37: Krivulji asociacije in disociacije za vzorce mAb B in mAb C z in brez dodatka antigena
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Slika 38: Afinitetni graf ky v odvisnosti od k, za mAb proti Ag2
4.3.2 Vezava na antigen Agl

Drugi del poskusa za potrditev 2. hipoteze smo izvedli z mAb, ki se specifi¢no veze na
Agl. Reakcijo smo izvedli na podoben nacin kot z mAb, specificnima za Ag2. VVzorce
mMADb smo pripravili v treh razli¢nih koncentracijah, in sicer 900 nM, 300 nM in 100 nM in
na njih v enem primeru vezali Ag, v drugem primeru pa ne. Pri poskusu brez dodanega Ag
smo uporabili receptor v koncentraciji 500 nM, pri poskusu z dodanim Ag pa 250 nM.
Zaradi tezav z FAB biosenzorji pri prejSnem poskusu, smo tudi tukaj uporabili SA
biosenzorje in biotiniliran receptor. Rezultati v preglednici 18 kazejo podobno kot podatki
iz prejSnjega poskusa z drugim Ag.
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Preglednica 18: Vpliv vezave Ag na mAb na kinetiko vezave na receptor FcyRIIla za vzorce mAb A

Ime vzorca Ponovitev ?ndl\z/;;/ Kp (M) Ka(1/Ms) kq(1/s)
mAb A 1 0,2086 1,73E-07 1,29E+05 2,23E-02
mAb A 2 0,1952 1,81E-07 1,24E+05 2,25E-02
mAb A + Agl 1 0,2064 4,56E-08 7,31E+04 | 3,33E-03
mAb A + Agl 2 0,1629 5,59E-08 7,85E+04 | 4,38E-03

Kinetika vezave na receptor pri vzorcih z dodatkom Ag se je spremenila v primerjavi z
vzorci brez dodanega Ag. Pri vzorcih z dodatkom Ag je priSlo do povisane afinitete za
receptor FcyRIlIla, kar se kaze kot nizji Kp. Nizji Kp pa je posledica pocasnejse disociacije,
kar je razvidno iz slike 39. O povisanem odzivu tukaj ne moremo govoriti, saj smo
uporabili razli¢ne koncentracije receptorja. Sklepamo pa lahko, da je prislo do povisanega
odziva pri vzorcih z dodanim Ag, saj je prislo pri pol manjsi koncentraciji receptorja do
enakega odziva, kot pri vzorcih brez dodatka Ag. Ponovljivost metode je slabsa kot pri
vzorcih mAb B in mAb C, vendar so relativne napake med vzorci se vedno okoli 10 %.
Kljub vedji relativni napaki bi metodo Se vedno lahko oznacili kot dobro ponovoljivo.
Najbolje bi bilo poskus ponoviti in uporabiti enake koncentracije receptorja ter tako Se
enkrat preverit ponovljivost metode. Ob morebitnem neuspehu bi bilo potrebno metodo
ponovno optimizirati.

0,1
*»
0,01
o |
2, [ ]
2 & mAb A
EmAb A + Agl
0,001
0,0001 |
3E+04 3E+05
Ky [Ms7]

Slika 39: Afinitetni graf ky v odvisnosti od k, za mAb proti Agl
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S poskusi smo dokazali, da je vezava kompleksa mAb-Ag na receptor mocnejsa od vezave
samega MAb. Zaradi povisane afinitete mAb v kompleksu mAb-Ag do receptorja je
disociacija po¢asnejsa in zato tukaj nastajajo razlike med vzorci z in brez dodatka Ag. S
temi rezultati smo potrdili hipotezo 2, ki govori, da predhodna vezava antigena na protitelo
spremeni Kinetiko vezave na receptor FcyRIIlIa.
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5 SKLEPI

V raziskovalni nalogi smo razvijali novo metodo za merjenje kinetike vezave na receptor
FcyRlIlla, s katero bi prihranili veliko ¢asa in denarja.

Testirali smo vpliv glikozilacijskega profila mAb na kinetiko vezave na receptor in
ugotovili, da ima glikozilacija v Fc delu mAb velik vpliv na kinetiko vezave. Gre za
glikanske strukture, ki so pritrjene na Asn®”’, ki se nahaja v CH2 regiji mAb. Prepricali
smo se tudi, da je fukoza tisti sladkorni ostanek, ki ima najvecji vpliv od vseh sladkorjev.
Povecana vsebnost strukture bGO(-F) oziroma bGx(-F) izboljsa afiniteto mAb do
receptorja. Kljub delno uspeSenem poskusu deglikozilacije z encimi menimo, da bi bila to
dobra metoda za odstranitev fukoze, saj ne bi bilo potrebno posegat v genom oziroma
uporabiti tehnologije rekombinantne DNK.

Razlog za pocasnejSo disociacijo oziroma visjo afiniteto MAb S povisano vsebnostjo
nefukoziliranih struktur ne ti¢i samo v strukturi mAb, temve¢ tudi v strukturi receptorja.
Receptor ima na mestu 162 (Asn'®) prisoten glikan, kateri se ob vezavi na mAb zasidra
ravno na mestu Asn®’. Ce je na tem mestu prisotna fukoza, se glikan iz receptorja ne more
tako moc¢no zasidrati, kar pomeni, da je vezava z mAb Sibkejsa. Kompleks ob spiranju prej
razpade in tako se mAb hitreje spere iz receptorja. Ce na glikanu na Asn®®’ ni prisotne
fukoze, se glikan iz receptorja lahko moc¢neje zasidra, saj mu je omogocena boljSa rotacija
in lazje prileganje za mo¢nejSo vezavo. To se nato kaze v poc€asnejsi disociaciji.

Poleg glikozilacije smo spremljali tudi vpliv kinetike vezave na aktivnosti ADCC oziroma
njuno medsebojno odvisnost. Zal sami nismo imeli moznosti merjenja aktivnosti ADCC,
zato smo uporabili podatke iz starih projektov druzbe Lek d.d.. Ugotovili smo, da je
aktivnost ADCC odvisna od kinetike, saj smo dobili lepo korelacijo med aktivnostjo
ADCC in Kp. Glede na rezultate lahko zanesljivo trdimo, da je aktivhost ADCC odvisha
od kinetike vezave mADb na FcyRlIlla in zato lahko iz kinetike vezave med delom Fc mAb
in receptorjem sklepamo na aktivnost ADCC.

Spoznali smo tudi povezavo med glikozilacijskim profilom in aktivnostjo ADCC. Glikan
vpliva na strukturo dela Fc, kar vpliva na kinetiko vezave mAb na receptor FcyRIIla. Ta
vezava pa vpliva na aktivnost ADCC. Iz aktivnosti ADCC lahko tako posredno ocenimo
kinetiko vezave v odvisnosti od glikanskih struktur, natanéneje bGO(-F). Poskus bi bilo
zanimivo ponoviti $e na drugi vrsti mAb, ki ima tudi aktivhost ADCC, vendar zaradi
omejenih moznosti tega nismo izvedli. S to metodo bi torej prihranili Cas, saj vzorcev ne bi
bilo potrebno posiljati v tujino in niti ne bi bilo potrebno meriti glikanske mape. Prihranili
bi tudi denar, saj je analiza aktivnosti ADCC precej draga.

Potrdili smo tudi hipotezo 2. Vezava Ag na mAb spremeni kinetiko vezave na receptor
FcyRIlla. Kompleks Ag-Ab se veze na receptor z bistveno visjo afiniteto kot samo mADb.
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Predvidevamo, da vezava Ag na mAb spremeni konformacijo dela Fc, kar vpliva na
vezavo na receptor. To pomeni, da se ob vstopu tujka v telo, ki sprozi nastanek Ab, prosta
Ab ne bodo vezala na receptor oziroma se bodo vezala z niZjo afiniteto kot kompleks Ag-
Ab. Zato samo kompleks Ag-Ab vodi v efektorsko funkcijo. Vezava prostih Ab na
receptorje bi lahko pripeljala do nezelenih u¢inkov in reakcij.
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6 POVZETEK

Ce v gostiteljsko celico vstavimo zapis za protein, ki je pod kontrolo promotorja, ki se v tej
celici lahko prepisuje, se bo v gostiteljski celici izrazil rekombinanten protein. Tako danes
pridobivamo kar ve¢ kot polovico vseh rekombinantnin mAb v sesalskih celicah.
Najpogosteje uporabljen sesalski sistem so celice CHO, katere lahko spremenimo s
pomoc¢jo tehnologije rekombinantne DNK, npr. z vstavitvijo gena za selektivno
proizvodnjo visokega nivoja rekombinantnih mAb. Kljub razvoju stevilnih orodij za
manipulacijo DNA, ki omogocajo izbolj$avo industrijskih celi¢nih linij in dobri poznanosti
metabolizma celic, so Se rezerve, ki bi pripomogle k optimizaciji proizvodnje
rekombinantnih mAb.

Rekombinantna mAb so topne glikoproteinske molekule imunoglobulini. Ab razvrs¢amo v
ve¢ razredov, med katerimi so najbolj zastopana protitelesa IgG. Znotraj 1gG poznamo pri
ljudeh Se stiri podrazrede, ki se razlikujejo v disulfidnih vezeh. Vsi izotopi pa imajo N-
vezane glikane, ki so prisotni v delu Fc in imajo velik vpliv na efektorske funkcije
(aktivnost ADCC) in glikozilacijo. Najvecji vpliv se pojavlja pri 1gG1, ostali trije izotopi
imajo manj efektorskih funkcij. Kinetika vezave na receptor FcyRlIlla je odvisna od
glikozilacije oziroma od prisotnosti N-vezanih glikanov. Le-ti so zelo heterogeni in se
razlikujejo med ekspresijskimi sistemi. Na heterogenost imajo velik vpliv pogoji v
proizvodnjih sistemih. Glikozilacija je vrstno specifi¢na in se razlikuje med celi¢nimi
linijami ter od serije do serije. Te spremembe lahko vplivajo na biolosko aktivnost
terapevtskih mAb, kar lahko privede do sprememb v jakosti uc¢inkovin. Ker je torej treba
glikozilacijo nadzorovati, poteka intenziven razvoj ustreznih analitskih orodij. Dokazali
smo, da glikozilacija oziroma prisotnost razlicnih N-vezanih glikanov vpliva na kinetiko
vezave mADb na receptor FcyRIIla. Bistvenega pomena je prisotnost ali odsotnost
sladkornega ostanka fukoze. Rekombinantna mAb, ki niso fukozilirana, kazejo veliko
vecjo afiniteto do receptorja FcyRIlla, kar vodi do izboljSanja od receptorja posredovane
efektorske funkcije in izboljsane bioloske aktivnosti. Aktivnost ADCC je odvisna od
Kinetike vezave na receptor, in sicer visja je afiniteta mADb do receptorja, vecja je aktivnost
ADCC. Potrdimo lahko tudi korelacijo med glikozilacijskim profilom in aktivnostjo
ADCC.

Na afiniteto vezave oziroma kinetiko vezave na receptor FcyRIIla vpliva tudi prisotnost
Ag. Ob vezavi kompleksa Ag-mAb na receptor pride do bistveno povisane afinitete kot ¢e
na receptor vezemo zgolj mAb. Ob vezavi Ag, pride do spremenjene konformacije mAD,
katera vpliva na vezavo na receptor.

Za merjenje Kinetike vezave raznih vzorcev smo uporabili metodo interferometrije z
bioloskimi plastmi (BLI), katero lahko ozna¢imo kot primerno. Optimizirana metoda
omogoca dokazovanje razlik v kinetiki vezave med vzorci, ki se razlikujejo v
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glikozilacijskem profilu in imajo zato razli¢no aktivnost ADCC. Ne samo to, s pomocjo
metode oziroma podatkov konstante kinetike vezave Kp lahko napovemo, kaksen
glikozilacijski profil ima mAb oziroma kaksna je njegova aktivnost ADCC.

Metodo je mozno uporabiti Se za druga aplikativna podroc¢ja, ki pa so preobSirna za
vklju¢itev v to magistrsko nalogo. Ena izmed najbolj perspektivnih je spremljanje
efektorskih funkcij med samim bioprocesom in sprotno spreminjanje glikanskega profila.
Prednost metode je, da ne potrebujemo o€is¢enih vzorcev in lahko analizo izvedemo na
vzorcu zetve. Zaklju¢imo lahko, da je metoda dobro optimizirana in primerna za SirSo
uporabo.
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PRILOGA A

Nomenklatura N-vezanih oligosaharidov

Simboli za monosaharide:
F: Fukoza A
G: Galaktoza O
M: Manoza .
N: N-acetil glukozamin .
SA:  N-acetil nevraminska kislina ’
SG:  N-glikozil nevraminska kislina ¢
Oznaka Struktura Ime
trimannosy! core, a(1,6)
M, 2AE core-fucosylated
M8 1 @ 248 Oligomannose 8
M8_2 Oligomannose 8
1,6 or 1,3 mono-N-
160r13 acetylneuraminic acidylated,
bG2S, ’* A di-B(1,4) galactosylated,

biantennary, o(1,6) core-
fucosylated
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M7 Q- - Oligomannose 7
1,6 or 1,3 tri-mannosylated,
160r13 246 22:32((112 I\g};alactosylaued,
+ ey
hGIMS5(+F) 1,4acetylglucosaminylated,
B(1,4)bisecting, hybrid-type
asialo-, di-p(1,4)
bG2 AR galactosylated biantennary,
o(1,6) core-fucosylated
asialo-, 1,6 or 1,3 mono-
160r1,3 O_ 945 B(1,4) galactosylated, B(1,4)
bNG1 bisecting, biantennary,
a(1,6) core-fucosylated
1,6 0r1,3;1,6o0r1,3 tetra-
160r1,3 ZAB mannosylated, mono-B(1,2)
hGOM®6(-F) N-acetylglucosaminylated,
hybrid-type
M6 b_-lQAB Oligomannose 6
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asialo-, 1,6 or 1,3 mono-
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fucosylated
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160r1,3 288 mono-B(1,2) N-
hGOM5 acetylglucosaminylated,
hybrid-type

asialo-, agalacto-, (1,4)
bNGO 2AB bisecting, biantennary,
a(1,6) core-fucosylated

asialo-, 1,6 or 1,3 mono-

B(1,4) galactosylated,

1,60r13 mono-B(1,2) N-

bG1-N O_._ 2AB acetylglucosaminylated
biantennary, a(1,6) core-
fucosylated

160r13 asialo-, 1,6 or 1,3 mono-

bél—F ’ G 248 B(1,4) galactosylated,
biantennary,

M5 AR Oligomannose 5

asialo-, agalacto-,
bGO AR biantennary, a(1,6) core-
fucosylated
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asialo-, 1,6 or 1,3 mono-
B(1,4) galactosylated,

160r1,3

bGLNF Ol 2AB mono-B(1,2) N-
acetylglucosaminylated,
biantennary

bGO-F AR a§|alo-, agalacto-,
biantennary
asialo-, agalacto-, 1,6 or 1,3

1,60r13 mono-p(1,2) N-

bGO-N .— AR acetylglucosaminylated
biantennary, a(1,6) core
fucosylated
asialo-, agalacto-, 1,6 or 1,3

160r1,3 mono-B(1,2) N-

-— :.—-—-—QAB

bGO-N-F ( acetylglucosaminylated
biantennary

M, ?._._.72 AR trimannosyl core

M3-2M-F .—.—.—QﬂﬂEi 4’-B-mannosyl chitobiose
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