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Osnovni namen magistrskega dela je bila karakterizacija 30 kDa aldehidnih reagentov
polietilen glikola (PEG) in preucevanje vpliva njihove kakovosti na kakovost proteinskih
konjugatov. Za pripravo proteinskih konjugatov smo izbrali protein filgrastim in tri razli¢ne 30
kDa linearne reagente z aldehidno funkcionalno skupino (PEG 1, PEG 2, PEG 3). Izvedli smo
mestno-specificno N-terminalno pegilacijo in pripravili tri konjugate (P1, P2, P3). Dodatno
smo dolocili lastnosti reagentom PEG razli¢nih velikosti in z razlicnimi funkcionalnimi
skupinami. Aldehidne reagente smo uspesno derivatizirali s PABA, medtem ko smo ugotovili,
da reagentov PEG s funkcionalnima skupinama NHS in MAL predhodno ni potrebno
derivatizirati, saj le-ti absorbirata v obmoc¢ju UV. Za karakterizacijo 30 kDa reagentov PEG in
njihovih proteinskih konjugatov smo uporabili slede¢e kromatografske metode: RP-HPLC z
detekcijo FLD/UV/Corona, SE-HPLC z detekcijo FLD/UV/MALS/RI, AE-HPLC z detekcijo
RI ter CE-HPLC z detekcijo FLD. Konjugatom smo dolocili Se vsebnost z UV-absorpcijsko
spektrofotometrijo in hidrodinamski radij z metodo DLS ter preverili njihovo stabilnost.. Z
metodo RP-HPLC smo dolo¢ili najvecjo Cistost reagentu PEG 1, zaporedno je sledila Cistost
PEG 2 in PEG 3. Sorazmerno se je kakovost reagentov PEG odrazala tudi v Cistosti reakcijskih
mesanic proteinskih konjugatov v procesu pegilacije. Na kromatogramih RP-HPLC je med
reagenti PEG viden tudi zamik v retenzijskih ¢asih, kar kaze na razlike v njihovi molekulski
masi. Enak trend je opazen na kromatogramih RP-HPLC konjugatov. Molekuli PEG 3 in P3
sta najbolj hidrofilni in molekuli PEG 1 in P1 najbolj hidrofobni. Na kromatogramih RP-HPLC
reagentov PEG so vidne tudi razlike v $irinah vrhov. Sirina vrhov PEG 1 in PEG 2 je
primerljiva, medtem ko je $irina vrha PEG 3 opazno ve&ja. Sirina vrhov je povezana s
polidisperznostjo reagentov PEG. Rezultati so pokazali, da ima PEG 3 vecjo polidisperznost v
primerjavi s PEG 1 in PEG 2. To se neposredno odraza tudi na polidisperznosti konjugatov, saj
so rezultati njihove polidisperznosti identi¢ni. Konjugati so stabilni pri temperaturi hranjenja
543 °C. Del razgradnje je mozno zaslediti ze pri temperaturi 25 °C, medtem ko je porast
razgradnih produktov bistveno vecja pri temperaturi 40 °C. Vsi konjugati so pokazali tudi
izrazito obcutljivost na oksidativni stres. Rezultati magistrskega dela potrjujejo temeljno
izhodno hipotezo, da kakovost reagentov polietilen glikola vpliva na kakovost proteinskih
konjugatov. Cistost, molekulska masa in polidisperznost reagentov PEG se neposredno
odrazajo na Cistosti, molekulski masi in polidisperznosti njihovih konjugatov. Nakazan je tudi
vpliv kakovosti reagentov PEG na stabilnost proteinskega konjugata, saj rezultati kazejo, da je
povecan delez oksidiranih oblik pri enem od konjugatov posledica necistot v reagentu PEG.
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The main purpose of the master study was to characterize 30 kDa aldehyde polyethylene glycol
reagents (PEG) and investigate the impact of their quality on the quality of the protein
conjugates. Protein filgrastim and three different 30 kDa linear PEG reagents with aldehyde
functional group (PEG 1, PEG 2, PEG 3) were used for the preparation of conjugates. Three
conjugates (P1, P2, P3) were prepared with site-specific N-terminal pegylation.
Characterization of PEG reagents of different sizes and functional groups was performed as
well. Aldehyde reagents were successfully derivatized with PABA, while the results showed
that prior analysis derivatization for NHS and MAL functional groups is not needed, since they
are UV absorbing. For the characterization of the 30 kDa aldehyde PEG reagents and their
conjugates the following methods were used: RP-HPLC with FLD/UV/Corona detection, SE-
HPLC with FLD/UV/MALS/RI detection, AE-HPLC with RI detection and CE-HPLC with
FLD detection. In addition content of conjugates by UV-spectrophotometry and their
hydrodinamic radius by DLS were determined and their stability tested. Results from RP-
HPLC analysis showed that the PEG 1 reagent has the highest purity, followed by the purity of
PEG 2 and PEG 3. Proportionally, the quality of PEG reagents was reflected in the purity of
the conjugates reaction mixtures in the pegylation process. The difference in the retention
times of PEG reagents on the RP-HPLC chromatograms was observed, showing differences in
their molecular weight. The same trend was also observed on the RP-HPLC chromatograms of
the corresponding conjugates. The molecules of PEG 3 and P3 are the most hydrophilic and the
molecules of PEG 1 and P1 are the most hydrophobic. In the RP-HPLC chromatograms the
differences in the peak width between PEG reagents were observed as well. The peak widths of
the PEG 1 and PEG 2 are comparable, while PEG 3 has a clearly wider peak width. Results
showed that PEG 3 has higher polydispersity in comparison to the PEG 1 and PEG 2. This is
directly reflected in the polydispersity of their conjugates as the results of their polydispersity
are identical. The conjugates are stable at temperature 543 °C. To some extent degradation can
already be detected at 25 °C, while the increase in degradation products is significantly higher
at 40 °C. All conjugates showed a distinct sensitivity to the oxidative stress. Results of this
study confirmed our core hypothesis that the quality of the protein conjugates is directly
affected by the quality of the PEG reagents. Purity, molecular weight and polydispersity of the
PEG reagents are directly reflected in the purity, molecular weight and polydispersity of their
conjugates. The impact of the PEG reagents quality on the protein conjugate stability is also
indicated, since the results have shown that impurities present in PEG reagent have caused the
increased proportion of oxidized variants in one of the conjugates.
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1 UVOD

Kakovost pegiliranih ucinkovin je odvisna od Stevilnih dejavnikov, kot so kakovost
uporabljenega proteina, kakovost reagentov, postopek pegilacije, postopek izolacije in
¢iS€enja proteinskih konjugatov. V pegiliranem proteinu predstavlja reagent polietilen
glikol znaten delez molekule, zato je njegova kvaliteta zelo pomembna. Potreba po
karakterizaciji reagentov polietilen glikola (PEG) je klju¢nega pomena za razvoj in
proizvodnjo kakovostne, varne in ucinkovite pegilrane ucinkovine. Uporaba reagentov
PEG, kot dobro uveljavljenih in preucenih polimerov, v terapevtske namene narasca.
Glavni namen pripetja reagenta PEG na protein je znatno podaljSanje razpolovnega ¢asa v
telesu, ki je predvsem posledica povecanja hidrodinamskega radija. Prav tako se izboljSata
topnost in zascCita pred fizikalno-kemijskimi vplivi, kar vpliva na stabilnost u¢inkovine
med hranjenjem. Pegilacija je dobro uveljavljena in zastopana tehnologija, ki hitro narasca.
Stevilne pegilirane udinkovine na trgu potrjujejo njihovo varnost in udinkovitost. V
zadnjem desetletju pa se je povecala tudi proizvodnja podobnih bioloskih zdravil . Znanje
ter razvoj na podrocju analitike reagentov PEG imata pri zagotavljanju primerljivosti z
originatorskim zdravilom izredno pomembno vlogo.

Za izvedbo dela smo kot modelni protein izbrali filgrastim (rthG-CSF), proizveden v
Sandozu, katerega Clan je tudi Lek. Lastnosti proteina so dobro znane. Protein rhG-CSF je
precej hidrofoben. Nagnjen je k agregaciji, zato je dober kandidat za pegilacijo. Poleg tega
vsebuje le stiri lizine, ki niso dovolj izpostavljeni, zato je idealen za pripetje reagenta PEG
na N-konec proteina. Pripetje reagenta PEG na N-konec proteina vodi v homogen produkt,
zaradi tega je tudi lazje oceniti zgolj vpliv lastnosti reagentov PEG na kakovost
konjugatov. Pripetje reagenta PEG na razli¢na mesta na proteinu lahko vpliva na razli¢no
obnasanje konjugatov. Reagent PEG po vezavi §Citi protein thG-CSF pred agregacijo. Prav
tako se proteinu znatno zviSa topnost. Pripetje dovolj dolgega reagenta PEG na protein
upocasni izloCanje skozi ledvice. 20 kDa linearen PEG velja za velikost, ki predstavlja
mejo za izlo¢anje skozi ledvice in posledi¢no znatno podaljSa razpolovni ¢as proteina v
telesu. Za proucevanje in pripravo konjugatov smo izbrali linearen reagent PEG velikosti
30 kDa, ki ga proizvedenega v skladu z dobro proizvodno prakso ponuja vec proizvajalcev.

Osnovni namen magistrskega dela je bila karakterizacija treh razlicnih 30 kDa aldehidnih
reagentov polietilen glikola in preucevanje vpliva njihove kakovosti na kakovost
proteinskih konjugatov.

V okviru magisterske naloge smo izvedli tudi karakterizacijo reagentov PEG razli¢nih
velikosti in z razliénimi funkcionalnimi skupinami. Osredotocili smo se predvsem na
reagente PEG z aldehidno, NHS in maleimidno (MAL) funkcionalno skupino. Reagente
PEG smo modificirali s procesom derivatizacije ter le-te analizirali z metodama reverzno
fazna tekoCinska kromatografija visoke locljivosti (RP-HPLC) in gelska kromatografija
(SE-HPLC). Derivatizacija poleg preucevanja razli¢nih funkcionalnih skupin omogoca tudi
karakterizacijo reagentov PEG =z obiCajnimi kromatografskimi metodami, ki jih
uporabljamo za analitiko proteinov, tj. uporaba detekcije ultravijolicne (UV) in
fluorescencne svetlobe (FLD). Hkrati smo reagente PEG analizirali tudi z metodama SE-
HPLC z detekcijo sipanja svetlobe pri razlicnih kotih (MALS) in lomnega koli¢nika (RI)
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ter z RP-HPLC z detektorjem Corona, ki omogoca detekcijo reagentov PEG brez
predhodne derivatizacije.

Lastnosti treh aldehidnih 30 kDa reagentov PEG razli¢nih proizvajalcev smo ovrednotili na
podlagi rezultatov sledeCih analitskih metod: reverzno fazna tekocinska kromatografija
visoke locljivosti (detekcija UV, Corona), gelska kromatografija (detekcija UV, MALS,
RI) in anionsko izmenjevalna kromatografija (detekcija RI). Reagenti PEG niso vidni v
obmoc¢ju UV. Za namen detekcije v obmocju UV (reverzno fazna tekocinska
kromatografija visoke locljivosti in gelska kromatografija) smo reagente PEG predhodno
oznacili s para-aminobenzojsko kislino.

Z namenom preucevanja vpliva lastnosti reagentov PEG na kakovost pripravljenih
proteinskih konjugatov smo pripravili proteinske konjugate. Na N-konec modelnega
proteina filgrastim (rhG-CSF) smo vezali 30 kDa linearni aldehidni reagent PEG. Izbrali
smo trzno dosegljive reagente PEG treh razli¢nih proizvajalcev, ki ponujajo reagente PEG
proizvedene s standardi dobre proizvodne prakse. Taksni reagenti PEG so primerni za
proizvodnjo pegiliranih bioloSkih zdravil. Pripravili smo tri proteinske konjugate, ki smo
jih dodatno izpostavili Se razlicnim pogojem hranjenja, kot tudi procesu oksidacije. S
testom stabilnosti smo namre¢ Zeleli oceniti tudi njihovo stabilnost. Karakterizacijo
proteinskih konjugatov (30 kDa PEG-G-CSF) smo izvedli z uporabo sledecih analitskih
metod: reverzno fazna tekocinska kromatografija visoke locljivosti (detekcija FLD), gelska
kromatografija (detekcija UV, MALS, RI, FLD), kationsko izmenjevalna kromatografija
(detekcija FLD), UV- spektrofotometrija in dinami¢no sipanje svetlobe.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 REAGENTI POLIETILEN GLIKOLA IN PEGILACIJA

Reagenti polietilen glikola (PEG) so amfifilni polimeri sestavljeni iz n-kratnika podenot
etilen oksida. Njihova splosna strukturna oblika je HO-(CH>CH,O)n-CH,CH,-OH. So
inertne in netoksicne molekule, ki vsebujejo dve kemijsko aktivni terminalni hidroksilni
skupini. Z namenom proizvodnje reagentov PEG z eno funkcionalno skupino se ena od
njiju pretvori v metoksi ali v alkoksi skupino (Bailon in Berthold, 1998; Roberts in sod.,
2002). Najbolj uporabni za modifikacijo polipeptidov so monometoksi reagenti PEG
(mPEG) s strukturo CH3;O0-(CH,CH,0)n-CH,CH,-OH, ki jim omogoca kovalentno vezavo
z doloceno funkcionalno skupino proteina. Poleg linearnih reagentov PEG se uporabljajo
tudi razvejani reagent PEG (Bailon in Berthold, 1998; Roberts in sod., 2002; Cegnar in
sod., 2007).

Prvi polimerni konjugati s proteinskimi uc¢inkovinami so prav pegilirani proteini. Zacetki
kovalentne vezave polimera PEG na protein segajo ze v leto 1970 (Abuchowski in sod.,
1977a, 1977b). Prva generacija reagentov PEG je tekom razvoja napredovala v drugo
generacijo. Druga generacija reagentov PEG je bila oblikovana z namenom odpraviti
pomanjkljivosti prve (prisotnost necistot, uporaba linearnih reagentov PEG z manjSo
molekulsko maso (< 12 kDa), stranski uc¢inki, nestabilna vez s konjugatom in pomanjkljiva
selektivnost pri modifikaciji) (Roberts in sod., 2002).

Komercialno dostopne reagente PEG razliénih velikosti, oblik in kemijskih struktur
proizvajajo razlicni proizvajalci Sirom sveta (NOF Corporation - Japonska, SunBio —Juzna
Koreja, Chirotech Technology oziroma Dr. Reddy’s — Velika Britanija, BioVectra —
Kanada, itd.) (JevSevar in sod., 2010).

Zaradi povecane uporabe peptidov in proteinov kot bioloskih u¢inkovin je zelo pomembna
njihova modifikacija. Ena izmed njih je konjugacija z naravnimi in sinteti¢nimi polimeri,
ki se je izkazala kot uspesSna pri izboljSanju razpolovnega Casa, topnosti, stabilnosti in
znizanju imunogenosti (Roberts in sod., 2002; Pasut in Veronese, 2007). Med njimi je
najuspesnej$a metoda povecanja hidrodinamskega radija s kovalentno povezavo proteina s
polimerom. Za konjugacijo se najpogosteje uporablja polimer PEG, zaradi
biokompatibilnosti, neimunogenosti, netoksic¢nosti in topnosti v vodi in organskih topilih
(Pasut in Veronese, 2007; Harris in Chess, 2003). Procesu kovalentne vezave ene ali vec
polimernih molekul reagenta PEG s proteinom pravimo pegilacija. Pegilacija je uveljavljen
proces hitrega razvoja, ki zagotavlja varna in u€inkovita zdravila (JevSevar in sod., 2010).

S pegilacijo se proteinu izboljSajo farmakoloske in bioloske lastnosti. Poveca se njegova
bioloska uporaba, zmanjSa imunogenost in proteolizna razgradnja ter obenem poveca
stabilnost in topnost (Cegnar in sod., 2007; JevSevar in sod., 2010; Roberts in sod., 2002).
Pegilacija lahko spremeni tudi fizikalno-kemijske lastnosti proteina. Spremembe so lahko
v elektrostatskih interakcijah in hidrofobnosti (Bailon in Berthold, 1998; Kusterle in sod.,
2008).
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Glavna pomankljivost pegilacije je obi¢ajno zmanjSana bioloSka u¢inkovitost in vitro, ki pa
se in vivo kompenzira s podaljSanim zadrzevanjem v telesu (Bailon in Berthold, 1998;
Bailon in sod., 2001; Veronese in Pasut, 2005; Fishburn, 2008; Hamidi in sod., 2008;
Caserman in sod., 2009).

Prav tako pa se s pegilacijo spremeni oziroma poveca tudi celotna velikost proteina, ki
zmanjSa izloCanje skozi ledvice in spremeni biolosko porazdelitev. Reagenti PEG niso
biorazgradljivi in se iz telesa izlocajo le s filtracijo skozi ledvice. Posledi¢no je zelo
pomembna njihova molekulska masa, ki za tovrstno izlo¢anje ne sme presegati velikosti 20
kDa, Stevilo verig pripetega reagenta PEG, mesto vezave na proteinu in nacin vezave
(Roberts in sod., 2002; JevSevar in sod., 2010). Proteinski konjugati z vecjimi reagenti
PEG pa se iz telesa odstranijo skozi jetra, preko poti imunskega sistema in proteolizo
proteinskega dela konjugata. Navedeni primeri so tudi predstavniki naravnih mehanizmov
odstranjevanja vecjih proteinskih molekul z molekulsko maso nad 70 kDa (Caliceti in sod,
2003).

Vzroki za pegilacijo peptidov in proteinov so torej Stevilni. Po odobritvi prve pegilirane
proteinske ucinkovine s strani FDA leta 1990 se je njihovo Stevilo do leta 2010 povecalo
na 9 (JevSevar in sod., 2010). Trenutno je trzno dostopnih 11 pegiliranih zdravil, katerih
pregled je prikazan v preglednici 1.

Preglednica 1: Pregled pegiliranih zdravil na trgu (Kang in sod., 2009; Jevsevar in sod., 2010; Ivens in sod.,
2015; Biopharma ..., 2002)

Trzno ime (INN) / Protein PEG / pegilacija Indikacije
Proizvajalec /
Leto odobritve
Adagen®/ Enzon / 1990 Goveja adenozin 5kDa PEG/ Huda kombinirana
(ZDA) deamidaza naklju¢na imunska pomanjkljivost
(SCID)
Oncaspar®/ Enzon / 1994 Asparaginaza 5kDa PEG/ Akutna limfoblastna
(ZDA, EU) naklju¢na levkemija (ALL)
Pegintron® / Schering- Interferon-alfa-2b 12 kDa PEG / Kroni¢ni hepatitis C
Plough /2000 (EU), 2001 naklju¢na
(ZDA)
Pegasys® / Hoffmann-La Interferon alfa-2a ~ Razvejani 40 kDa Kroni¢ni hepatitis C
Roche /2002 (ZDA, EU) PEG z dvema
linearnima 20 kDa
PEG / naklju¢na
Neulasta® / Amgen / 2002 Granulocitne 20 kDa PEG / mestno  Nevtropenija
(ZDA), 2003 (EU) kolonije specifi¢na
spodbujajoci
dejavnik
Somavert® / Pharmacia Antagonist 4-6 x 5 kDa PEG / Akromegalija
Corporation / 2002 (EU), rastnega hormona  naklju¢na
2003 (ZDA)
Macugen® / OSI/Pfizer / Vazoaktivni Razvejani 40 kDa Neovaskularna makularna
2004 (ZDA), 2006 (EU) endotelijskirastni ~ PEG in 2x20 kDa degeneracija
faktor linearni PEG /
specificna

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 1: Pregled pegiliranih zdravil na trgu (Kang in sod., 2009; Jevsevar in sod., 2010;
Ivens in sod., 2015; Biopharma ..., 2002)

Trzno ime (INN) / Protein PEG / pegilacija Indikacije
Proizvajalec /
Leto odobritve

Mircera®/ Roche / 2007 Epoetin beta 30 kDa PEG / Anemija, povezana z

(EU, ZDA) naklju¢na ledvi¢no odpovedjo

Cimzia® / UCB /2008 Fragment Fab 40 kDa PEG / mestno ~ Chronova bolezen

(ZDA) protitelesa proti specifi¢na Revmatoidni artritis
TNF

Krystexxa ® / Savient/ 2010  Urat oksidaza ~40x10 kDa PEG / Protin

(ZDA), 2013 (EU) naklju¢na

Plegridy ® / Biogen / 2014 Interferon beta-1a 20 kDa PEG / mestno  Multipla skleroza

(EU, ZDA) specificna

Na voljo so reagenti PEG z razli¢nimi funkcionalnimi skupinami (aldehidna, maleimidna,
NHS, itd.), ki omogoc€ajo mestno specificne in nespecificne konjugacije. Funkcionalno
skupino reagenta PEG izberemo glede na razpoloZljivo aktivno skupino proteina. Tipi¢ne
amino kisline proteinov primerne za vezavo so lizin, cistein, histidin, arginin, asparaginska
kislina, glutaminska kislina, serin, treonin, tirozin, N-terminalna amino skupina in C-
terminalna karboksilna kislina. Sprva je prevladovala uporaba naklju¢ne pegilacije (npr.
pegilacija reagenta PEG s funkcionalno skupino NHS na lizin), Ze nekaj ¢asa pa je trend
uporaba reagentov PEG, ki omogo&ajo mestno specifi¢no konjugacijo. SirSe uveljavljeni
mestno specificni pegilaciji sta pegilacija amino kisline cistein z reagentom PEG z
maleimidno funkcionalno skupino in amino skupine N-konca z reagentom PEG z
aldehidno funkcionalno skupino. N-terminalna pegilacija je dvostopenjski proces pri
katerem se reagent PEG-aldehid (PEG-CHO) veze na amino skupino N-konca. V prvi
stopnji gre za nukleofilno adicijo, v drugi stopnji pa za redukcijo imina do sekundarnega
amina. Za redukcijo se najveckrat uporablja NaCNBH; (Roberts in sod., 2002; Kinstler in
sod., 2002; Bailon in Berthold, 1998; Means in Feeney, 1995). Reakcija reduktivnega
alkiliranja je prikazana na sliki 1. Selektivnost konjugacije je poleg uporabe reagentov
PEG z eno aktivno skupino lahko izboljSana Se z reakcijskimi pogoji kot so pH, molarno
razmerje med reagentom in proteinom, temperatura in Cas reakcije (Bailon in Berthold,
1998).

P Kondenzacija ﬂ,l_R
i
mPEG-OCH,CH,CH + H,N-R =——  mPEG-OCH,CH,CH + 1,0
Eﬂ“‘R Redukcija
mFEG-0CH,CH,CH —_— mPEG—0CH,CH,CH;NH-R

R - protein

Slika 1: Reakcija N-terminalne pegilacije (Roberts in sod., 2002: 465)
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Prvi primer terapevtskega proteina, ki je pripravljen z mestno specificno pegilacijo amino
skupine N-konca, je Neulasta®. Uginkovina je N-terminalno mono-pegiliran filgrastim (G-
CSF) z 20 kDa linearnim reagentom PEG (Kinstler in sod., 2002; Molineux, 2004). Na
trgu je od leta 2002 in zanjo Ze obstajajo razliCice bioloSko podobih zdravil, ki so
predstavljene v preglednici 2.

Odobrene razlicice biolosko podobih zdravil so zaenkrat na voljo le v Indiji, medtem ko so
le-te za visoko regulirane trge Se v fazi vloge registracijske dokumentacije oziroma v fazah
klini¢nega razvoja.

Preglednica 2: Pregled podobnih bioloskih zdravil pegfilgrastim v razli¢nih fazah razvoja kon¢nega produkta
(Generics and biosimilar initiative ..., 2015)

Podjetje / Drzava Ime izdelka Faza razvoja zdravila

Apotex, Kanada - Pros$nja za odobritev v ZDA vlozena decembra
2014

Dr Reddy’s Laboratories, Peg-grafeel Podobno biolosko zdravilo odobreno v Indiji maja

Indija 2010

Intas Biopharmaceuticals, Neupeg Podobno biolosko zdravilo odobreno v Indiji

Indija avgusta 2007

Gennova Biopharmaceuticals Pegex Podobno biolosko zdravilo odobreno v Indiji

(Emcure), Indija januarja 2010

Lupin, Indija Peg-filgrastim Podobno biolosko zdravilo odobreno v Indiji
septembra 2013

Merck, ZDA MK-6302 V klini¢nem razvoju za namen zdravljenja
nevtropenije od leta 2011

Sandoz, Svica LA-EP2006 Registracijska dokumentacija vlozena v EU in
ZDA.

2.2 G-CSF, FILGRASTIM, PEGFILGRASTIM

Granulocitne kolonije stimulirajo¢i dejavnik (G-CSF, granulocyte colony stimulating
fator) je naravno prisoten v Cloveskem telesu in ga uvr§¢amo med citokine. Citokini so
skupina proteinov z majhno molekulsko maso, ki delujejo kot kemi¢ni prenasalci med
celicami. G-CSF je hematopoetski rastni dejavnik, ki je nujen za zorenje krvnih celic.
Spodbuja nastajanje nevtrofilcev, ki imajo zelo pomembno vlogo pri zasciti telesa pred
okuzbami (Doljak, 2007; Wang in sod, 2001; Touw in sod., 2007).

Endogeni G-CSF je glikoprotein, ki ga proizvajajo monociti, fibroblasti in endotelijske
celice. Glikozilacija ne vpliva na biolosko aktivnost in vitro in in vivo, izboljSa pa fizikalno
stabilnost proteina in vitro, izboljSa topnost in zmanjSa proteolitsko razgradnjo in vivo
(Bonig in sod., 2001; Fujii in sod., 1997). Molekula G-CSF je hidrofobna, saj je skoraj
polovica aminokislinskih ostankov hidrofobnih aminokislin. Vecina se jih nahaja v
notranjosti molekule in imajo pomembno vlogo pri stabilizaciji proteina (Bonig in sod.,
2001; Fujii in sod., 1997; Podobnik in sod., 2007).

Primarno zgradbo G-CSF sestavlja 174 aminokislin. Tridimenzionalna zgradba uvrsca G-
CSF med tipi¢ne proteine z zgradbo Stirih vijacnic, ki jih povezujejo zanke. Molekula
vsebuje skupno pet cisteinov in dva disulfidna mosticka, ki stabilizirata molekulo. Prvi se
nahaja v notranjosti molekule in drugi na njeni povrSini. Pri nizjih vrednostih pH je
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stabilnost molekule Se dodatno povecana zaradi prisotnosti prostega cisteina, ki se nahaja v
hidrofobnem zepu tik pod povrsino in prepre¢i dimerizacijo (Arakawa in sod., 1993; Hill
in sod., 1993; Podobnik in sod., 2007).

N-konec je oznacen z rdeco, prosti cistein z rumeno in glikozilacijsko mesto z modro. Prikazani so tudi
cisteini dveh disulfidnih vezi, ki sta ozna¢eni z rumeno, rdeco, modro in belo barvo. Struktura hG-CSF je bila
pripravljena s programom SWIS-Pdb Viewer 3.7, z uporabo koordinat 3D-strukture s kodo PDB IGNC.

Slika 2: Zgradba hG-CSF (Zink in sod., 1994)

Filgrastim (rh-G-CSF) je genericno ime za rekombinantno obliko G-CSF. Molekula je
sestavljena iz 175 aminokislin in jo pridobivajo z rekombinantno bakterijo E. coli.
Molekula filgrastima ni glikozilirana in se od naravnega cloveskega G-CSF razlikuje po
dodatni aminokislini, to je metioninu na N-koncu molekule ( Podobnik in sod., 2007), sicer
pa ima enako aminokislinsko zaporedje. Dodatna aminokislina je posledica sinteze v
bakteriji, kjer se sinteza proteinov vedno za¢ne s formil-metioninom. Rekombinantni
proteini, proizvedeni v bakterijskih celicah, imajo zato na prvem mestu dodatno
aminokislino metionin (Madigan in sod., 2000).

Posledi¢no ima filgrastim v primerjavi s ¢loveskim G-CSF za vse aminokisline vis§jo
zaporedno Stevilko. Tako je prosti cistein na mestu Cys;s in mesto, kjer ima ¢loveski G-
CSF pripeto sladkorno enoto, je Thr;s4. Zaradi odstotnosti sladkorne enote je fizikalna in
kemijska stabilnost filgrastima nekoliko slabsa v primerjavi s hG-CSF (Ono, 1994;
Podobnik in sod., 2007). Molekulska masa filgrastima je 18,8 kDa in njegova izoelektri¢na
tocka (pl) 5,65 (DrugBank ..., 2015). Aminokislinsko zaporedje prikazuje slika 3.

ITPLGPASSL POSFLLKCLE QOVRKIQGDGA ALQEKLCATY KLCHPEELVL
LGHSLGIPWA PLSSCPSQAL QLAGCLSQLH SGLFLYQGLL QALEGISPEL
GPTLDTLQLD VADFATTIWQ OMEELGMAPA LQPIQGAMPA FASAFQRRAG
GVLVASHLQOS FLEVSYRVLR HLAQP

Filgrastim: modra barva oznacuje Met;, rumena prosti cistein Cys;g, siva disulfidni mosti¢ek Cys;;-Cysgs,
zelena disulfidni mosticek Cysgs-Cysys in roza glikozilacijsko mesto Thrys4; modra siva, vijolicna in rumena
¢rta oznacujejo vijacnice A, B, C in D.

Slika 3: Aminokislinsko zaporedje filgrastima (DrugBank ..., 2015)
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Prvi filgrastim je proizvedlo podjetje Amgen in se pod trznim imenom Neupogen® prodaja
ze od leta 1991. Najpogostejsa indikacija za uporabo rhG-CSF je zdravljenje nevtropenije,
najveckrat za odpravljanje cikli¢ne nevtropenije med kemoterapijo s protitumorskimi ali
protivirusnimi u¢inkovinami pri onkoloskih bolnikih ali bolnikih, okuzenih z virusom HIV.
Eden glavnih stranskih ucinkov kemoterapije je zmanjSanje Stevila levkocitov oziroma
nevtrofilcev, saj ve€ina kemoterapevtikov neselektivno deluje na vse hitro delece se celice
ter poleg inhibicije rasti tumorjev vplivajo tudi na zmanjSano nastajanje le-teh. Soc¢asna
uporaba kemoterapevtika in filgrastima omogofa uporabo vi§jih odmerkov
kemoterapevtika in s tem bolj u¢inkovito zdravljenje, saj rhG-CSF med kemoterapijo zvisa
raven nevtrofilcev in skrajSa Cas trajanja nevtropenije. Druga najpogostej$a uporaba rhG-
CSF je pri presaditvi perifernih prekurzorskih celic, ki se danes uporablja namesto klasic¢ne
presaditve kostnega mozga. Zdravljenje z rhG-CSF ima malo nezeljenih stranskih u¢inkov
in ga v splosSnem bolniki dobro prenasajo. NajpogostejSi nezazeljen stranski ucinek je
bolecina kostne sredice, ki se pojavi pri 10 - 20% bolnikov (Doljak, 2007; Welte in sod.,
1996).

Predstavnik druge generacije zdravila je pegfilgrastim (Neulasta®), ki ga je prav tako
razvilo podjetje Amgen. Pegfilgrastim je filgrastim, ki ima na N-koncu kovalentno pripeto
verigo 20 kDa linearnega reagenta PEG, zaradi katere so izboljSane fizikalno-kemijske in
terapevtske lastnosti proteina (Kinstler in sod., 2002; Molineux, 2004). Velika molekula
reagenta PEG $¢iti molekulo filgrastim pred hitrim metabolizmom in zaradi upoc¢asnjenega
izlo€anja skozi ledvice podaljSa njegovo delovanje. Pegfilgrastim ima podobne
farmakodinamske in bioloSke ucinke na nevtrofilce kot filgrastim. Zaradi podaljSanega
razpolovnega Casa se odmerja samo enkrat na cikel kemoterapije. Prav tako je kot
filgrastim tudi pegfilgrastim indiciran za zdravljenje febrilne nevtropenije, ki je posledica
kemoterapije (Doljak, 2007; Van de Geijn in sod., 2003; Rofail in sod., 2012).
Pegfilgastim v primerjavi s filgrastimom bistveno zmanjSa pojav febrilne nevtropenije
(Rofail in sod., 2012; Cooper in sod., 2011).

Struktura PEG-G-CSF pripravljena s programom Swiss-PdbViewer 4.0.1, z uporabo koordinat strukture 3D s
kodo PDB ID: 1IGNC

Slika 4: Struktura pegfilgrastima (Zink in sod., 1994)
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2.3 KARAKTERIZACIJA

Za razvoj varnih pegiliranih u¢inkovin in u¢inkovitega pegilacijskega procesa so potrebne
ustrezne analitske metode za reagente PEG kot tudi za konjugate.

2.3.1 Karakterizacija reagentov polietilen glikola

Reagenti PEG predstavljajo kriticno surovino v procesu pegilacije, zato je njihova
karakterizacija kljuénega pomena za razvoj in proizvodnjo pegilirane u¢inkovine. Kvaliteta
reagentov PEG je odvisna od njihove molekulske mase, polidisperznosti, aktivnih in
neaktivnih necistot in stopnje aktivnih funkcionalnih skupin. Kakovost reagentov PEG
neposredno vpliva na kakovost proteinskih konjugatov. Zelo pomembna lastnost reagentov
PEG je terminalna aktivnost (TA) oziroma delez aktivnih funkcionalnih skupin v reagentu,
ki je obi¢ajno 70-90%. TA ima direkten vpliv na ucinkovitost pegilacijskega procesa.
Poznavanje njene vrednosti omogoca prilagoditev dodane koli¢ine reagenta PEG v
reakcijsko meSanico za doseganje ustreznega izkoristka oziroma stopnje pegilacije. Za
kvalitativno in kvantitativno dolocanje TA se pogosto uporablja nuklearna magnetna
resonanca (NMR). Alternativno pa so v uporabi tudi metode HPLC v povezavi s
predhodno modifikacijo (derivatizacijo) reagenta PEG. Derivatizacijske metode
omogocajo detekcijo reagentov PEG, saj so le-ti UV transparentni in ne flourescirajo. Ena
izmed metod za dolocanje aktivnih necistot reagenta je metoda RP-HPLC v kombinaciji z
derivatizacijo. Reagente PEG je mozno zaznati tudi brez predhodnega procesa
derivatizacije. Na primer z uporabo metode RP-HPLC ali SE-HPLC z detektorjem Corona,
ki omogoca detekcijo necistot na osnovi razlik v molekulski masi oziroma hidrofobnosti.
Ustrezno kontrolirana mora biti tudi molekulska masa reagenta PEG, saj predstavlja
polovico ali ve¢ kon¢nega konjugata kot tudi neposredno vpliva na njegovo
biorazpoloZljivost.

Natan¢no dolocanje molekulske mase omogoca metoda MALDI-TOF (Montaudo in sod.,
2006), medtem ko je povpre¢na molekulska masa obi¢ajno dolo¢ena z metodo SE-HPLC, s
katero se doloca tudi polidisperznost (JevSevar in sod., 2010). Regent PEG je kot vsi
polimeri tipi¢no polidisperzen. V primerjavi z ostalimi polimeri je njegova polidisperznost
(porazdelitev molekulske mase) relativno ozka (Roberts in sod., 2002). V preteklosti so
uporabljali reagente PEG z vec¢jo polidisperznostjo, medtem ko je danes za reagente
velikostnega razreda do 30 kDa sprejemljiv standardni indeks polisdisperznosti priblizno
1,05. Za vecje molekule (> 50 kDa) je sprejemljiva vrednost 1,1, vendar je tendenca po
ozanju. Polidisperznost polimera je eden izmed dejavnikov, ki poslabSa kon¢no
karakterizacijo proteinskih konjugatov in neposredno vpliva na polidisperznost konjugata
(JevSevar in sod., 2010). Polidisperznost sluzi kot pokazatelj kakovosti in konsistence
reagenta PEG in jo obi¢ajno merimo z metodo SE-HPLC v kombinaciji z detektoriji RI in
MALS. Potrebni so referencni standardi znanih molekulskih mas za kalibracijo sistema,
identifikacijo analita in izra¢un polidisperznosti s pomoc¢jo racunalniskega programa (Kou
in sod., 2009).
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2.3.2 Karakterizacija pegiliranih proteinov

Na splosno ni enostavno predvidevati karakteristik pegiliranih proteinov, saj so mo¢no
odvisne od fizikalno-kemijskih lastnosti proteina, polimera, strukture vezavnega mesta in
kon¢nega konjugata. Vezava molekule reagenta PEG, ki je inerten, nevtralen in hidrofilen
polimer, vpliva na lastnosti proteina. PEG §¢€iti protein in zmanjSuje njegove povrSinske
interakcije. Ob vezavi molekule PEG na protein se bistveno spremeni njegova molekulska
masa in velikost ter dodatno Se njegove povrSinske lastnosti (naboj, hidrifobnost).
Potencialne so tudi spremembe bioloSke aktivnosti. Izhodis¢a varnega in ucinkovitega
pegiliranega terapevtskega proteina so izhodni proteini visoke Cistosti, odstranitev vseh
stranskih produktov, ki nastanejo med pegilacijo in nezreagiranih reagentov, obseg
pegilacije (Stevilo molekul PEG na molekulo proteina) in pozicijske izomere (mesto
pripetja molekule PEG na molekuli proteina). Posledi¢no morajo biti pred uporabo
ustrezno ocisSceni in karakterizirani. Poznavanje fizikalno-kemijskih lastnosti pegilirane
molekule je bistvenega pomena za lo¢evanje taréne molekule od drugih tako v preparativi
kot analitiki. Molekulsko maso, velikost in obliko proteinskih konjugatov lahko dolo¢imo
z razlicnimi metodami kot so SE-HPLC, masna spektroskopija, metode sipanja svetlobe,
membrane, kapilarna in gelska elektroforeza. Zgradbo pegiliranih proteinov dolocamo s t.i.
cirkularnim dihroizmom. Na podlagi razlik v hidrofobnosti je mozno z metodo RP-HPLC
lociti pegilirane in ne-pegilirane komponente. Reagent PEG navadno obravnavamo kot
hidrofilno molekulo, ki veze Stevilne molekule vode. Pri€akovali bi, da se pegilirani
proteini eluirajo pred samim proteinom. V resnici pa imajo pegilirani proteini bistveno
daljSe retenzijske Case. Zadrzevanje na kolonah RP-HPLC se povecuje z naraScajoco
molekulsko maso reagenta PEG (Kusterle in sod., 2008), kar nakazuje delno hidrofilno
oziroma amfifilno naravo molekule PEG. Robustna metoda RP-HPLC omogoca tudi
dolocCanje vsebnosti, Cistosti in identifikacije pegiliranim proteinom. Elektrostati¢ni naboj
dolocamo z metodami CE-HPLC, AE-HPLC, izoelektricno fokusiranje, kapilarna
elektroforeza in gelska elektroforeza z izoelektricno tocko. Doloamo jim lahko tudi
imunokemijske lastnosti z metodami ELISA, Western blotting in SPR ter relativno topnost
z vodnimi dvofaznimi sistemi. Dodatne karakterizacijske lastnosti je mozno pridobiti tudi
iz analiz za dolocanje bioloske aktivnosti in farmakokinetike (Conan, 2009; Caserman in
sod., 2009; Jevsevar in sod., 2010).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Osnovna oprema

Preglednica 3: Osnovna oprema
Table 3: General equipment

Oprema Proizvajalec, tip

Avtoklav Kambi¢, A-35/35-65/1

Centrifuga Eppendorf, 5810 R; Eppendorf, 5702 RH
Detektor UV Agilent, DAD Agilent 1200

Detektor FLD Agilent, FLD Agilent 1200

Detektor MALS Wyatt, MiniDawn TREOS

Detektor Corona ESA, Corona Ultra

Detektor RI Wyatt, Optilab ReX

Detektor dinami¢nega sipanja svetlobe
Hladna soba 2-8 °C

HPLC sistem, analitski

HPLC sistem, preparativni

Klima komora

Komora z laminarnim pretokom zraka
Magnetni meSalnik
pH meter

Sistem za ¢iS¢enje vode

Spektrofotometer

Susilnik

Tehtnica

Termoblok

Termomikser

Vakuumska ¢rpalka

Vibracijski stresalnik

Zamrzovalna omara -70 £10 °C

Agilent, RI Agilent 1200
Malvern, Zetasizer APS
LTH

Agilent, Agilent 1200

GE Healthcare, Akta Purifier

Kambié, 190CH
Binder KBF-240

Iskra PIO, LFU 9

Tehtnica, Rotamix 560MM
Metler Toledo, SevenEasy
Millipore, Milli-Q Advantage A10

Varian, Cary 5000; Hewlett Packard, Diode

Array Spectrofotometer, 8452 A
Kambi¢, SP-440C

Mettler Toledo, XP 205DR
Mettler Toledo, AX205DR
Mettler Toledo, XP56

Biosan, CH-100

Eppendorf, Thermomixer XX
Eppendorf, Comfort

Millipore, WP6122050

Tehtnica, Vibromix 10
Tehtnica, Vibromix 31

Angelantoni Industrie, Platinum 750V
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3.1.2 Dodatna oprema in potro$ni material

Preglednica 4: Dodatna oprema in potro$ni material

Table 4: Additional equipment and consumables

Tip opreme / potro$Snega materiala

Proizvajalec, kataloska Stevilka

Brizge 1 ml

Brizge 10 mL

Centrifugirke Amicon 10000 MWCO, 15 ml
Centrifugirke, 50 ml

Filter za pipetman ACCU-JET, 0,2 um

Filtri Costar SPIN-X, 0,22 um celuloza acetat
Filtri Millex-GV, 0,22 um PVDF

Injekcijske igle

Filtri za filtracijo raztopin 0,22 pm PES, 1000 ml
Filtri za filtracijo raztopin 0,22 pm PES, 250 ml
Filtri 0.2 pm Costar Spin-X

Filtri Millex-GV, 0,22 um PVDF

Kiveta za merjenje UV

Krioviale 1,0 ml

Mehanska pipeta, 0,5-10 uL

Mehanska pipeta, 2-20 uL

Mehanska pipeta, 10-100 uL

Mehanska pipeta, 20-200 uL

Mehanska pipeta, 100-1000 pL

Mikrotitrska plosc¢ica

Nastavki za pipete, 10 uL

Nastavki za pipete, 200 pL

Nastavki za pipete, 1000 uL

Nastavki za pipete, 5000 uL

Pipetman ACCU-JET

Pipeta, avtomatska

Polipropilenske viale za HPLC, 300 pL

Polipropilenske viale 0,5 ml
Polipropilenske viale 2,0 ml
Polipropilenske viale 1,5 ml

Polipropilenske centrifugirne enote, 15 ml
Razsoljevalne kolone PD-10

Sterilne pipete, 5 ml

Sterilne pipete, 10 ml

Viale za HPLC-pokrovcki

BD Plastipak, REF 300013
BD Plastipak, REF 302188
Millipore, UFC 901024
TPP, 91050

Brand, 26530

Corning, 8160

Millipore, SLGV033RS
BD Plastipak, REF 301155
Corning, 431098

Corning, 431096

Sigma, CLS8162
Millipore, SLGV033RS
Uvette, 952010069

Nunc, 375353

Eppendorf, 3111 000.122
Eppendorf, 3111 000.130
Eppendorf, 3111 000.149
Eppendorf, 3111 000.157
Eppendorf, 3111 000.165
Greiner bio-one, 675801
Eppendorf, 0030 000.811
Eppendorf, 0030077.555
Eppendorf, 022491253
Eppendorf,

Brand, 26400

Eppendorf,

Waters, 2639550640
Waters, 186002639
Eppendorf, 022431005
Eppendorf, 0030108.132
Eppendorf, 022431081
Eppendorf, 0030108.11
Sigma, CLS430791

GE Healthcare, 17-0851-01
TPP, 94005

TPP, 94010

Waters, 186 000305
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3.1.3 Kromatografske kolone in nosilci

Preglednica 5: Kromatografski nosilec za preparativno kromatografijo
Table 5: Chromatogrphic matrix for preparative chromatography

Kromatografski nosilec Vrsta kromatografije Proizvajalec, kataloSka Stevilka
Kromatografski nosilec SP Sepharose HP GE Healthcare, 17-1087-01
Kromatografska kolona XK 26/40 GE Healthcare, 28-9889-49

Preglednica 6: Kromatografske kolone za analitsko kromatografijo
Table 6: Chromatogrphic columns for analytical chromatography

Kromatografska kolona Vrsta kromatografije Proizvajalec, kataloska Stevilka
Asahipak ES-502N 7C AE-HPLC Shodex, 090311

YMC-Pack ODS-AQ RP-HPLC YMC, AQ20S03-1546WT
Discovery BIO Wide RP-HPLC Supelco Analytical, 567205-U
TSK-Gel G3000 SWXL SE-HPLC Tosoh Bioscience, 08541
TSK-Gel G4000 SWXL SE-HPLC Tosoh Bioscience, 08542
TSK-Gel SP-NPR CE-HPLC Tosoh Bioscience, 13076
Ultrahydrogel 500 SE-HPLC Waters, WAT 011530
Ultrahydrogel 250 SE-HPLC Waters, WAT 011525

3.1.4 Reagenti

Preglednica 7: Reagenti
Table 7: Reagents

Reagent Proizvajalec, kataloska Stevilka
Acetontril J.T.Baker, 8143

BSA Sigma, A-7906

CH;COOH Fluka, 45731

CH;COONa Sigma-Aldrich, S7670

CH;sNO, Fluka, 17843

DTNB, 5,5-dithiobis(2-nitro-benzoic acid),

Ellmanov reagent Sigma, D3130

DMSO Sigma, D8418
Etanol Sigma, 33209
Fluorescein SAMSA Invitrogen, A685
H,0, Sigma, H1009
HCl Merck, 100319
Izoaminofluorescein Aldrich, 201626
K,HPO, Sigma, P3786

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 7: Reagenti

Reagent Proizvajalec, kataloska stevilka

L-metionin

Metanol

MPA, Merkaptopropionska kislina

Merck, 1057070100
Merck, 106007
Aldrich, M5801

NaCNBH; Fluka, 71435

NaCl Sigma, S-9888
Na,HPO, Sigma, S-9763
NaH,PO, Sigma, S-9638
NaOH Sigma, S-5881
NH,OH Merck, 105432
PABA Sigma, A9878
Polietilen glikol 4 kDa Agilent, PL2070-7001
Polietilen glikol 13 kDa Agilent, PL2071-0001
Polietilen oksid 30 kDa Agilent, PL2083-2001
Polietilen oksid 70 kDa Agilent, PL2083-4001
Propilen glikol Sigma, 82280
Sorbitol Sigma, S-0900

6-aminofluorescein
TCEP, imobiliziran

TFA, Trifluoroocetna kislina

Fluka, 07985
Pierce, 0077712
Sigma, T6508

Tris Sigma, T-1503
Tween-80 Sigma-Aldrich, P1754
10 kDa linearni PEG CHO NOF, ME-100AL

20 kDa linearni PEG CHO NOF, ME-200AL

30 kDa linearni PEG CHO NOF, ME-300AL

40 kDa linearni PEG CHO Chirotech, 008-005
45 kDa razvejani PEG CHO NOF, GL3-400AL2
60 kDa linearni PEG CHO Chirotech, 008-037

5 kDa PEG NHS NOF, ME-050HS

20 kDa PEG NHS NOF, MEGC-20TS

20 kDa PEG MAL

NOF, ME-200HS
NOF, ME-200MA
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3.1.5 Raztopine in pufri

Preglednica 8: Raztopine in pufri
Tabela 8: Solutions and buffers

Raztopina / pufer

Sestava

Raztopine za oksidacijo in deamidacijo:

Rox 1
Rox 2
Rdeam

50 mg/ml L-metionin
3% H,0,
5 mM Tris

Raztopine za osnovno karakterizacijo reagentov PEG:

Pderivatizacija CHO/PABA

P gerivatizacija NHS/PABA
Pderivatizacija NHS/6-aminofluorescein
Pderivatizacija NHS/Izoaminofluorescein
P derivatizacija NHS/PABA_ DMSO

P derivatizacija MAL/DTNB

P derivatizacija MAL/Fluorescein SAMSA
MFAgpc |

MFBgec |

MFAgpc »

MFBgpc >

200 mM Na-fosfat pH 4,5
25 mM Na-fosfat pH 8

20 mM Na-fosfat pH 7,5

20 mM Borat, 140 mM NaCl pH 9

50 mM Na-fosfat, 150 mM NaCl pH 7
20 mM Na-fosfat pH 7

50% ACN

95% ACN

50% ACN, 0,1% TFA

95% ACN, 0,1% TFA

Raztopine in pufri za analitsko kromatografijo 30 kDa reagentov PEG:

Prpc pEG A
PrecpeG B
Ppar

Pra

Pra:
Pras

Pras

10% ACN, 0,1% TFA

90% ACN, 0,1% TFA

100 mM Na-acetat, pH 5,2

1,5 mM CH;sNO,, pH 8,0

0,1 M, CH;COOH/C,H3NaO,, pH 4,0
40 mg/ml PABA v metanolu

10 mg/ml NaBH;CN v precisceni vodi

Raztopine in pufri za analitsko kromatografijo konjugatov:

Pp1,p2, p3
P30 kpa-G-csF
Prec a
Precs
Pceca
Pcecs

Psec

Raztopina BSA

10 mM CH3COOH/NaOH, 5% sorbitol, pH 3,4
10 mM CH3COOH/NaOH, 5% sorbitol, pH 4,0

10% ACN, 0,1% TFA
90% ACN, 0,1% TFA
25 mM CH3COOH/NaOH, pH 4,5

25 mM CH3COOH/NaOH, 150 mM NacCl, pH 4,5
20 mM NaH,PO,/NaOH, 150 mM NacCl, 2%

ACN, 1% polietilenglikol, pH 6,4
10 mg/ml v Pggc
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3.1.6 Izhodni protein in reagenti polietilen glikol za pripravo konjugatov

Preglednica 9: 1zhodni protein za pripravo konjugatov
Table 9: Incoming protein for conjugation

. Koncentracija .
Protein [mg/mi] Opis
Humani rekombinantni G-CSF, proizveden v Dbakteriji
thG-CSF 41 Escherichia coli (E. coli). Priprava je opisana v referencah

(Menart in sod., 2004; JevSevar in sod., 2005, 2010; Gaberc in
Menart, 2009)

Preglednica 10: Reagenti PEG za pripravo konjugatov
Table 10: PEG reagents for conjugation

Reagent PEG  Velikost Proizvajalec

PEG 1 Proizvajalec 1

PEG 2 30 kDa Proizvajalec 2

PEG 3 Proizvajalec 3
3.2 METODE

3.2.1 Osnovna karakterizacija reagentov polietilen glikola

Derivatizacija aldehidnih reagentov (CHO) s PABA

Za derivatizacijo aldehidnih reagentov PEG s para-aminobenzojsko kislino (PABA) smo
prilagodili postopek opisan v Meyer in sod. (2001).

30 kDa aldehidni reagent PEG smo raztopili v pufru Pgerivatizaciia cHopaBa vV koncentraciji
100 mg/mL in ga v razmerju 1:1 zmesali z derivatizacijskim reagentom: 10 mg/mL
NaCNBHj3; 0,35 M PABA v pufru Pyerivatizacija cHopaBa, 50% ACN (v/v). Pripravili smo tudi
slepi in kontrolni vzorec. Za slepi vzorec smo namesto reagenta PEG derivatizacijskemu
reagentu dodali samo pufer Pyerivatizaciia cHo/paBA- Za kontrolni vzorec smo raztopini reagenta
PEG namesto derivatizacijskega reagenta dodali samo pufer Pgerivatizaciia cHopaBa, 50%
ACN (v/v). Vzorce smo inkubirali 1 uro na 60 °C v termobloku. Analizo smo izvedli pri
pogojih opisanih v poglavju 3.2.6.1.

Derivatizacija reagentov NHS s PABA
e NHS/PABA poskus #1

Za prvi poskus derivatizacije PEG-NHS s PABA smo prilagodili postopek derivatizacije
PEG-CHO s PABA.
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20 kDa reagent PEG-NHS smo raztopili v pufru Pgerivatizacija NHs/pABA V koncentraciji 100
mg/mL mL in ga v razmerju 1:1 zmeSali z derivatizacijskim reagentom: 0,35 M PABA v
P derivatizacija NHS/PABA, 50% ACN (v/v). Pripravili smo tudi slepi in kontrolni vzorec. Za slepi
vzorec smo namesto reagenta PEG derivatizacijskemu reagentu dodali samo pufer
Pdecrivatizacija NHSPABA. Za kontrolni vzorec smo raztopini reagenta PEG namesto
derivatizacijskega reagenta dodali samo samo pufer Pgcrivatizacija Nus/paBa, 50% ACN (V/v).
Vzorce smo inkubirali 1 uro in testirali razli¢cne temperature: sobno temperaturo, 40 °C in
60 °C. Za 40 °C in 60 °C smo vzorce inkubirali v termobloku. Pred analizo z RP-HPLC
smo vzorce 10x red¢ili z MFAgpc 1. Na kromatografsko kolono smo injicirali 50 pL. Na
detektorju UV smo spremljali absorbanco pri absorpcijskem vrhu PABA, 303 nm.

e NHS/PABA poskus #2

Za poskus optimizacije derivatizacije PEG-NHS s PABA smo uporabili krajsi reagent PEG
in derivatizacijo izvedli v DMSO.

7,5 mg 5 kDa reagenta PEG-NHS smo raztopili direktno v derivatizacijskem reagentu: 5
mg/mL PABA v DMSO. Del tako pripravljene derivatizacijske mesanice smo inkubirali
preko noci na stresalniku na sobni temperaturi. Drugemu delu derivatizacijske meSanice pa
smo pred inkubacijo dodali Se Peerivatizacia NHS/PABA DMso V razmerju 8:1 (800 pL
derivatizacijske meSanice + 100 pL boratnega pufra) in nato inkubirali preko noci na
stresalniku na sobni temperaturi. Pred analizo z RP-HPLC vzorcev nismo red¢ili. Na
kromatografsko kolono smo injicirali 2 pL. vzorcev. Na detektorju UV smo spremljali
absorbanco pri absorpcijskem vrhu PABA, 303 nm.

Derivatizacija reagentov NHS s 6-aminofluoresceinom

6-aminofluorescein smo raztopili v pufru Paerivatizacija NHS/6-aminofluorescein V' koncentraciji
priblizno 0,4 mg/mL in tako pripravljeni derivatizacijski reagent prefiltrirali skozi 0,2 pm
filter. 20 kDa reagent PEG-NHS smo raztopili direktno v derivatizacijskem reagentu v
kon¢ni koncentraciji 14 mg/mL. Kot kontrolni vzorec smo pripravili raztopino reagenta
PEG v pufru. Vzorce smo inkubirali 3 ure na sobni temperaturi in jih nato analizirali z RP-
HPLC. Na kolono smo nanesli 2 pL derivatizacijske meSanice. Spremljali smo
fluorescenco pri 495 / 520 nm in absorbanco pri 215 nm.

Derivatizacija reagentov NHS z izoaminofluoresceinom

Pripravili smo nasiCeno raztopino izoaminofluoresceina v  pufru  Pgerivatizacija
NHS/Izoaminofluorescein: 8 Mg 1zoaminofluoresceina smo raztopili v 2 mL pufra in neraztopljeni
del odfiltrirali s filtorm 0,22 pm. V tako pripravljen derivatizacijski reagent smo raztopili
20 kDa PEG-NHS v kon¢ni koncentraciji 10 mg/mL. Slepi vzorec je bila nasiena
raztopina derivatizacijskega reagenta. Kontrolni vzorec je bila raztopina PEG-NHS v
pufru. Vzorce smo inkubirali eno uro na sobni temperaturi s stresanjem. Po inkubaciji smo
vzorce analizirali z RP-HPLC, nanesli smo po 2 pL vzorcev. Spremljali smo fluorescenco
pri 495 / 520 nm in absorbanco pri 215 nm.
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Derivatizacija maleimidnih reagentov (MAL) z merkaptopropionsko Kkislino

20 kDa reagent PEG-MAL smo raztopili v vodi Milli-Q v koncentraciji 15 mg/mL. 400 uL
raztopljenega reagenta PEG smo dodali 2 pL merkaptopropionske kisline (MPA) ter
derivatizacijsko meSanico 4 ure stresali na sobni temperaturi. Za slepi vzorec smo 400 pL
vode Milli-Q dodali 2 pL. merkaptopropionske kisline. Za kontrolni vzorec smo pripravili
vodno raztopino reagenta PEG (15 mg/mL). Slepi in kontrolni vzorec smo inkubirali enako
kot derivatizacijsko meSanico. Vzorce smo analizirali z RP-HPLC. Pred analizo vzorcev
nismo redcili. Na kromatografsko kolono smo injicirali 2 pL vzorcev. Spremljali smo
fluorescenco pri 495 / 520 nm in absorbanco pri 215 nm.

Derivatizacija maleimidnih reagentov (MAL) z DTNB

20 kDa reagent PEG-MAL smo raztopili v pufru Peerivatizaciia MaL/pTNB V kOncentraciji 20
mg/mL. 250 uL suspenzije TCEP smo dvakrat sprali s pufrom in nato priblizno 125 pL
oborine dodali 500 puL pufra. Pripravili smo raztopino DTNB (Ellmanov reagent), 10
mg/mL, v meSanici pufer : ACN = 2:1. Nato smo suspenziji TCEP dodali 200 uL. DTNB,
mesSanica se je obarvala intenzivno rumeno. MeSanico TCEP/DTNB smo centrifugirali in
kot derivatizacijski reagent uporabili supernatant. Za derivatizacijo smo zmesSali 100 pL
raztopine PEG-MAL in 50 pL derivatizacijskega reagenta. Za kontrolni vzorec smo
zmeSali 100 pL raztpine PEG-MAL in 50 pL raztopine DTNB. Pripravili smo dva slepa
vzorca, kjer smo namesto raztopine PEG MAL zmesali 100 pL pufra in 50 pnL. DTNB
oziroma 50 pL derivatizacijskega reagenta. Vzorce smo inkubirali 30 minut na sobni
temperaturi in nato analizirali z RP-HPLC. Spremljali smo absorbanco pri 215 nm in
absorbanco pri absorbcijskem vrhu DTNB, 320 nm.

Derivatizacija maleimidnih reagentov (MAL) s fluoresceinom SAMSA

1,8 mg fluoresceina SAMSA smo raztopili v 180 pL 0,.1 M NaOH in raztapljali 15 minut.
Mesanico smo nato nevtralizirali z 2 uL 6 M HCI. Ob tem se je fluorescein oboril, kon¢ni
pH raztopine je bil priblizno 4. Reagent PEG-MAL smo raztopili v pufru Peerivatizacija
MAL/Fluorescein SAMsA V koncentraciji 10 mg/mL. 690 pL raztopine PEG smo zmesali s
celotnim volumnom raztopljenega derivatizacijskega reagenta. Kot kontrolni vzorec smo
pripravili raztopino PEG-MAL v pufru. Kot slepi vzorec smo pripravili raztopino
derivatizacijskega reagenta. Vzorce smo inkubirali 3 ure na sobni temperaturi in jih nato
analizirali z RP-HPLC. Na kolono smo nanesli 2 puLL vzorcev. Spremljali smo fluorescenco
pri 495 / 520 nm in absorbanco pri 215 nm.

3.2.1.1 Analize RP-HPLC derivatiziranih reagentov polietilen glikola

Analizo RP-HPLC derivatiziranih aldehidnih reagentov (CHO) s PABA smo izvedli pri
pogojih, opisanih v poglavju 3.2.6.1.

Analize RP-HPLC vseh ostalih derivatizacij smo izvedli na koloni YMC-Pack ODS-AQ z
mobilnima fazama MFARgrpc | in MFBgpc | (derivatizacija NHS/PABA) oziroma MFAgpc >
in MFBgpc > (vse ostale derivatizacije). Locitev je potekala s 30 minutnim gradientom
mobilnih faz pri pretoku 1 ml/min.
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Gradient je prikazan v preglednici 11. RedCenje vzorcev, nanos na kolono in valovne
dolZine detekcije so opisani pri opisu posamezne derivatizacije.

Preglednica 11: Gradient metode RP-HPLC za analize derivatiziranih vzorcev PEG
Table 11: RP-HPLC method gradient for the analysis of derivatized PEG samples

Cas Odstotek MFB
[min] [%]
0,0 8
4,0 8
19,0 28
19,1 100
21,0 100
21,1 8
30,0 8

3.2.1.2 Analize reagentov PEG razli¢nih velikosti

Linearne aldehidne reagente PEG velikosti 10 kDa, 20 kDa, 30 kDa, 40 kDa in 60 kDa ter
aldehidni razvejani reagent PEG velikosti 45 kDa smo raztopili v pufru Ppq; v koncentraciji
100 mg/mL. Pred analizani smo jih red¢ili 10 x v Ppg za analizo SE-HPLC z detektorjem
MALS oziroma v 10% ACN za analizo RP-HPLC z detektorjem Corona.

Analizo RP-HPLC z detektorjem Corona smo izvedli pri pogojih, opisanih v poglavju
3.2.6.1. Testirali smo 30 pg, 60 pg in 100 pg nanos na kolono.

Analizo SE-HPLC z detektorjem MALS smo izvedli pri pogojih, opisanih v poglavju
3.2.6.3., le da smo uporabili drugo mobilno fazo. Uporabili smo mobilno fazo Ppq.
Testirali smo 40 pg, 60 pg, 100 pg, 200 pg in 500 pg nanos na kolono.

3.2.2 Priprava konjugatov

V laboratorijskem merilu smo pripravili tri konjugate PEG-G-CSF (P1, P2 in P3) po
prilagojenem postopku Kinstler in sod. (1999) ter Molineux (2004). Izvedli smo N-
terminalno pegilacijo filgrastima (thG-CSF) s trem razlicnimi reagenti PEG velikosti 30
kDa. Reakcija je potekala v kislem pH preko noci s prebitkom reagenta PEG in pod
reducirajo¢imi pogoji, zaradi prisotnosti NaCNBHj3;. Po koncani inkubaciji smo
monopegiliran rhG-CSF izolirali s kationsko izmenjevalno kromatografijo. Uporabili smo
kolono z nosilcem SP Sepharose HP. Frakcije, ki so vsebovale monopegilirano obliko rhG-
CSF, smo zdruzili in nadaljevali pripravo konjugatov z zamenjavo pufra, koncentriranjem
in sterilno filtracijo. Koncentrirane vzorce smo sterilno filtrirali in jih v laminarju
alikvotirali v sterilne viale.

Vsebnost konjugatov smo dolocili spektrofotometri¢no po postopku opisanem v poglavju
3.2.7.1. Rezultati za vsebnost konjugatov so prikazani v preglednici 12.
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Preglednica 12: Vsebnost konjugatov 30 kDa PEG-G-CSF
Table 12: Content of 30 kDa PEG-G-CSF conjugates

Konjugat Vsebnost
(PEG-G-SCF) [mg/ml]
P1 16,6

P2 15,0

P3 14,1

3.2.3 Priprava kon¢nih vzorcev

Priprava kon¢nih vzorcev je potekala v komori z laminarnim pretokom zraka z uporabo
sterilne opreme oziroma pribora. Plasticne dele opreme, ki je prisla v stik z vzorci, smo
temeljito oprali, sprali z vodo Milli-Q in posusili v suSilniku pri 60 °C. Zapakirali smo jih
v sterilizacijske vrecke in avtoklavirali (15 minut, 121 °C).

Vzorce smo pripravili iz konjugatov 30 kDa PEG-G-CSF (poglavje 3.2.2), ki so bili do
priprave hranjeni na temperaturi 5+£3 °C. V 15 ml centrifugirnih enotah smo vzorce 30 kDa
PEG-G-CSF (P1, P2, P3) red¢ili s pufrom Pp; p2, p3, ki smo ga predhodno sterilno filtrirali,
na koncentracijo 5 mg/ml. Iz red¢ine vzorcev 30 kDa PEG-G-CSF smo nato pripravili
analitske alikvote. V 1 ml kriovialo smo razdelili po 250 pl vzorca P1, P2, P3. Alikvote
vzorcev smo do analiz hranili pri temperaturi -70£10 °C, z izjemo alikvotov, ki smo jih
namenili testu stabilnosti (poglavje 3.2.4). Po en alikvot vsakega konjugata smo hranili pri
temperaturi 5+3 °C.

3.2.4 Stabilnost

Vpliv temperature

Testirali smo temperaturno stabilnost pripravljenih konjugatov 30 kDa-PEG-G-CSF.
Stabilitetni plan je podrobneje opisan v preglednici 13 (pogoji hranjenja in tocke testiranja).

Kontrolni vzorec vzorcev P1, P2 in P3 predstavlja vzorec v tocki 0 testiranja (to), ki smo ga
takoj po pripravi hranili pri temperaturi -70+10 °C.

Preglednica 13: Pogoji hranjenja in tocke testiranja vzorcev P1, P2 in P3
Table 13: Storage conditions and stability testing points of samples P1, P2 and P3

ToCka Pogoji hranjenja

testiranja

[teden] -70+10 °C 543 °C 25+2 °C / 60+5 RH 40+2 °C / 75+5 RH
0 X n.a. n.a. n.a.

1 n.a. X X X

2 n.a. X X X

4 n.a. X X X

7 n.a. X X X

x ... izvedba tocke testiranja (odvzem s pogojev hranjenja); n.a. ... ni aplikativno
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Za vsako neodvisno tocko testiranja smo iz predvidenih pogojev hranjenja (Preglednica
13) odvzeli obe viali vzorcev P1, P2 in P3 in vzorce prenesli na temperaturo -70+£10 °C.
Vzorce, namenjene testu stabilnosti, smo do karakterizacijskih analiz hranili pri
temperaturi -70+10 °C. Za takSen pristop smo se odlo¢ili z namenom testiranja vseh
vzorcev znotraj iste analize in posledi¢no ucinkovitejSe primerjave rezultatov. Izjema so
vzorci odvzeti s pogojev hranjenja po sedmih tednih, saj smo le-te analizirali takoj, brez
predhodnega hranjenja pri temperaturi -70+10 °C.

Vpliv oksidacije

Filgrastim, rhG-CSF, vsebuje S§tiri aminokisline metionin (Metl, Metl122, Metl27 in
Met138). Tri so naravno prisotne, medtem ko je dodatna aminokislina metionin na N-
koncu (Metl) posledica izrazanja v bakteriji E.coli. Posledi¢no je protein obcutljiv na
oksidativni stres, ki vodi v razgradnjo proteina. Oksidacijo proteina povzroc¢i koncentracija
peroksida od 0,3 — 3% (Reubsaet J. L. E. in sod., 1998; Roge in sod., 2013; Briimmer,
2011).

Za preverjanje stabilnosti konjugatov 30 kDa PEG-G-CSF pri pogojih, ki povzrocajo
oksidacijo, smo uporabili 3% raztopino vodikovega peroksida (H,O,). Vzorce P1, P2 in P3
s koncentracijo 2 mg/ml smo red¢ili z raztopino H,O, v razmerju 15:1. Po koncani
inkubaciji (2 uri na sobni temperaturi) smo reakcijo oksidacije prekinili z raztopino
metionina. Vzorcem smo dodali isto koli¢ino raztopine metionina s koncentracijo 50
mg/ml kot smo dodali raztopine H,O,. Vzorce smo do analize z metodo RP-HPLC hranili
pri temperaturi 5£3 °C.

3.2.5 Princip delovanja uporabljenih analitskih metod

Za karakterizacijo 30 kDa reagentov PEG in njihovih proteinskih konjugatov smo
uporabili kromatografske separacijske metode, ki so nam omogocile locitev posameznih
komponent v vzorcu na osnovi razlik v fizikalno-kemijskih lastnostih. Analize smo izvedli
na sistemih HPLC Agilent z uporabo razli¢nih detektorjev (UV tipa DAD, FLD, Corona,
RI in MALS). Za vrednotenje rezultatov smo uporabili racunalniski program Empower 3
in Astra VI v primeru dolo¢anja molekulske mase. Rezultate za Cistost oziroma necistote
smo na podlagi posnetih kromatogramov vrednotili kot relativni povrSinski odstotek
(Enacba 1).

100 x Povrsina,,;,

rel.povrsinski % =

(1)

LPovrsin vsehvrhov

Proteinskim konjugatom smo spektrofotometricno izmerili vsebnost in hidrodinamski radij
z metodo dinami¢nega sipanja svetlobe.
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3.2.5.1 Reverzno fazna tekocCinska kromatografija visoke loCljivosti

Pri metodi RP-HPLC se komponente vzorca porazdelijo med stacionarno in mobilno fazo
na osnovi razlik v hidrofobnosti. Stacionarno fazo predstavlja organosiloksanska porozna
povrsina, kot mobilna faza pa se uporablja meSanica vode ali vodnega pufra in organskega
topila, najpogosteje metanola, acetonitrila ali tetrahidrofurana. 1z kolone se prej eluirajo
bolj hidrofilne (polarne) molekule in nato bolj hidrofobne, saj so manj polarne se boj
intenzivno porazdelijo v stacionarno fazo. RP-HPLC metodo lahko uporabljamo za
doloCanje prisotnih sorodnih snovi in necistot, za analizo peptidnih fragmentov, za
potrjevanje istovetnosti ter doloCanje vsebnosti (Kocevar in sod., 2007).

3.2.5.2 Gelska kromatografija

Gelska ali izkljucitvena kromatografija (SE-HPLC), pri kateri uporabljamo organske
mobilne faze, lo¢uje molekule na osnovi njihove velikosti in/ali obliki. Kromatografska
kolona je napolnjena s stacionarno fazo, ki je zamrezen polimer v obliki gela s to¢no
definirano velikostjo por, ponavadi dekstran, agaroza, poliakrilamid ali polistiren. Velikost
por kolone definira obmocje velikosti delcev, ki se bodo locevali. Najvecje molekule ne
morejo prehajati v pore nosilca, zato tudi potujejo hitreje. ManjSe molekule pa vstopajo v
inertne pore nosilca in se zato eluirajo kasneje kot vecje molekule. Izkljucitveno
kromatografijo uporabljamo za lo¢evanje molekul razlicnih velikosti, razsoljevanje
vzorcev, dolocanje molekulske mase in doloCanje porazdelitve velikosti molekul analita
(Herron in sod., 1995; Holthuis in Driebergen, 1995; Kocevar in sod., 2007).

Detekcija MALS se ve€inoma uporablja v kombinaciji z metodo SE-HPLC za dolo¢anje
molekulske mase. Njena glavna prednost je, da je metoda absolutna in posledi¢no ne
potrebuje kalibracijskih standardov. MALS je metoda staticnega sipanja svetlobe, kjer
vzorec presvetimo s primarnim zarkom svetlobe in z detektorjem detektiramo kotno
odvisnost intenzitete svetlobe. Je najbolj razSirjena metoda za ugotavljanje absolutne
porazdelitve molekulske mase ter za ugotavljanje povpre¢ne molekulske mase polimerov
in proteinov. Visoka obcutljivost detektorja omogoca dolocanje molekulske mase
agregatom z nizko koncentracijo. Za izvedbo analize potrebujemo sistem HPLC in dva
zaporedno vezana detektorja. MALS in RI. Detektor MALS zazna stati¢no sipanje svetlobe
pri razli¢nih kotih in meri razliko v intenziteti vpadane in sipane svetlobe. Za topljence v
raztopini s staticnim sipanjem svetlobe lahko dolo¢imo absolutno molekulsko maso,
premer molekule in drugi virialni koeficient, ki opisuje topnost molekule v raztopini.
Detektor RI pa zazna razliko v lomnem koli¢niku med referencno celico, napolnjeno z
mobilno fazo in merilno celico skozi katero potuje vzorec. Ko je svetloba v interakciji s
snovjo, povzro¢i polarizacijo nabojev. Vec€ je prostih elektronov, vecje je sipanje svetlobe
in bolj polarizabilna molekula bolj sipa svetlobo. Polarizabilnost je povezana z lomnim
koli¢nikom in je za topljence izraZzena kot povecanje specificnega lomnega koli¢nika dn/dc
(n=lomni koli¢nik, c=koncentracija). Koli¢nik dn/dc je konstanten za posamezne razrede
molekul, spreminja pa se v razli¢nih raztopinah. 1z odziva RI dobimo koncentracijo vzorca.
Na podlagi intenzitete sipanja in koncentracije vzorca racunalniSki program izra¢una
molekulsko maso vzorca ob poznavanju vrednosti. Konstantna vrednost dn/dc za proteine
je 0,185 in za reagente PEG 0,140 (Cerki¢, 2012).
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Sipanje je odvisno od velikosti molekul. Molekule, ve¢je od 10 nm, svetlobo sipajo
anizotropno, sipanje je pri razli¢nih kotih razli¢cno. Molekule manjse od 10 nm pa svetlobo
sipajo izotropno, enakomerno v vse smeri. Posledi¢no je doloCanje premera molekule
mozno v razponu velikosti topljencev od 10 do 50 nm. Pod 10 nm premera ne moremo
meriti, Se vedno pa lahko dolo¢imo absolutno molekulsko maso.

Metoda SE-HPLC se lahko poleg detektorja MALS uporablja tudi v kombinaciji z
detektorjem RI. TakSen princip delovanja se na primer uporablja za dolocanje indeksa
polidisperznosti. Indeks polidisperznosti se uporablja za doloCanje Sirine porazdelitve
molekulskih mas in je definiran kot:

par =Mv ()

Mn
Mw utezna molekulska masa; Mn $teviléna molekulska masa

Vecji kot je PdI, SirSa je porazdelitev molekulskih mas in obratno. Polidisperznost 1
pomeni, da imajo vse molekule v vzorcu identi¢no velikost in da je vzorec monodisperzen.

3.2.5.3 Tlonsko izmenjevalna kromatografija

Locevanje molekul z ionsko izmenjevalno kromatografijo temelji na elektrostatskih
interacijah med molekulami z nasprotnimi naboji. Stacionarno fazo predstavlja osnovni
matriks (agaroza, celuloza, dekstran) na katerega so kovalentno vezani ionski izmenjevalci
(anionski, kationski), ki na svoji povrSini nosijo skupine z nabojem. Glede na vrsto
ionskega izmenjevalca lo¢imo tudi anionsko (AE-HPLC) in kationsko kromatografijo (CE-
HPLC). Na negativno nabite skupine kationsko-izmenjevalnega matriksa se vezejo proteini
s pozitivnim celokupnim nabojem. Na pozitivnho nabite skupine anionskega-izmenjevalca
se vezejo proteini z negativnim celokupnim nabojem. Celokupni naboj proteinov je
odvisen od vrednosti pH. V kislem pride do protoniranja amino skupine, v bazi¢nem pa do
disociacije karboksilne skupine. Pri vrednosti pH, kjer je celokupni naboj ni¢, ima protein
izoelektri¢no tocko (pl). Protein ima negativni celokupni naboj pri pH vrednostih pufra
vi$jih od pl in pozitivni celokupni naboj pri pH vrednostih pufra nizjih od pl (Holthuis in
Driebergen, 1995; Kocevar in sod., 2007).

3.2.5.4 UV-absorpcijska spektrofotometrija

Pri absorpcijski spektrofotometriji merimo absorbanco pri razlicnih valovnih dolzinah
ultravijolicnega (UV) spektra (380-10 nm) (Kocevar in sod., 2007). Absorbanca pri 280
nm je specifi¢na za proteine. V blizini te valovne dolzine so absorpcijski vrhovi aromatskih
aminokislin tirozin (274 nm) in triptofan (278 nm), prispevek fenilalanina je manjsi zaradi
nizkega ekstinkcijskega koeficienta in bolj oddaljenega absorpcijskega vrha (258 nm).
Absorbanca je sorazmerna koncentraciji in ob upoStevanju ekstinkcijskega koeficienta
molekule, ki jo merimo, lahko izra¢unamo koncentracijo proteina.
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3.2.5.5 Dinamic¢no sipanje svetlobe

Z metodo dinami¢nega sipanja svetlobe (DLS) preucujemo dinamicne lastnosti delcev v
raztopini. Metodo imenujemo tudi fotonska korelacijska spektroskopija (ang. PCS, Photon
Correlation Spectroscopy) ali kvazi-elasti¢no sipanje svetlobe (ang. QFELS, Quasi-Elastic
Light Scattering). Z metodo DLS smo proteinskim konjugatom dolocili hidrodinamski
radij ter polidisperznost. Meritve smo izvedli z napravo DynaPro in rezultate vrednostili z
raCunalniskim programom Zetasizer APS.

Pomanjkljivosti metode so nizka resolucija, nezmoznost lo¢evanja med monomeri in
dimeri kot tudi tezje loCevanje med oligomeri in agregati. Prav tako so za zanesljive
meritve potrebne visje koncentracije vzorca. Metodo najpogosteje uporabljamo za
ugotavljanje velikosti delcev med 3 in 3000 nm v raztopinah proteinov, nanodelcev, v
koloidnih raztopinah, tekocCih kristalih, gelih, emulzijah in polimerih. Pod kotom 90° se
meri Casovna odvisnost nihanja intenzitete sipanja svetlobe skozi raztopino vzorca.
Nihanje intenzitete se opiSe s korelacijsko funkcijo, ki opise, kako dolgo je signal
koreliran. Korelacijska funkcija z linearno ¢asovno osjo pada priblizno eksponentno, na
logaritemski Casovni skali pa ima sigmoidno obliko. Hitrost difuzije delca v raztopini je
povezana z njegovo velikostjo: difuzija vecjih delcev je pocasnejSa. Prevoj sigmoidne
krivulje doloc¢a difuzijski koeficient, Sirina pa je povezana s polidisperznostjo.

Iz difuzijskega koficienta, viskoznosti topila in temperature, pri kateri izvajamo meritev,
program po Stokes-Einsteinovi enacbi (enacba 4) izracuna hidrodinamski radij (Ry) delcev:
R, = 6ka ..(3
znD,
Ry: hidrodinamski radij, k,: Boltzmannova konstanta, T: temperatura, n: viskoznost topila, D: difuzijski
koeficient.

Ry je povpre¢je ve¢ meritev in predstavlja vrednost, ki nam pove kako delec v raztopini
difundira. Poleg Ry smo ocenili tudi polidisperznost (PD%). PD% je relativni standardni
odklon od povprecja izmerjenih Ry vrhov v vzorcu. V sploSnem velja, da imajo
monodisperzni vzorci PD% pod 20%, polidisperzni pa nad 30%. Rezultati so podani kot
odstotek intenzitete signala. Delci z ve¢jo molekulsko maso (na primer agregati) imajo
veCje sipanje in zato veCji odstotek intenzitete, vendar dejansko predstavljajo manjsi
odstotek mase. Rezultate posameznih populacij v vzorcu zato ponavadi preracunamo na
odstotek mase v vzorcu (Fidler, 2011; Cerkicé, 2012).

3.2.6 Analitske metode za karakterizacijo reagentov polietilen glikola

3.2.6.1 Metoda RP-HPLC

Z metodo RP-HPLC smo 30 kDa reagentom PEG dolocili Cistost oziroma necistote. Z
namenom dolocanja tako reaktivnih kot neaktivnih necistot smo uporabili dva tipa
detekcije, ki sta nam to razlikovanje omogocila.
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e Detekcija UV

Z uporabo detekcije UV smo reagentom dolocili reaktivne necistote. Ker so reagenti PEG
UV transparentni jih je bilo potrebno predhodno ustrezno modificirati. Izvedli smo
postopek derivatizacije reagentov s PABA opisan v poglavju 3.2.1. S PABA oznacen PEG
lo¢imo od ostalih reaktivnih necistot na osnovi razlik v hidrofobnosti. Na detektorju UV
smo spremljali absorbanco pri absorpcijskem vrhu PABA, 303 nm.

e Detekcija Corona

Detektor Corona deluje na principu aerosola z nabojem in omogoca detektiranje v
neodvisnosti od kemijske strukture molekule. Z uporabo le-tega smo reagentom PEG
dolocili vsoto vseh necistot, reaktivnih in neaktivnih, kar je tudi njegova prednost.

Analizo smo izvedli na koloni Discovery BIO Wide. Kot mobilni fazi smo uporabili vodni
raztopini acetonitrila z dodatkom kisline TFA. Locitev je potekala s 30 minutnim
gradientom mobilnih faz Prpc peG A 1n Prec peg B pri pretoku 1 ml/min. Gradient je prikazan
v preglednici 14. Pred analizo smo vzorce 10-krat red¢ili z mobilno fazo Pgrpc peg A. Na
kolono smo nanesli 40 pg vzorca.

Preglednica 14: Gradient metode RP-HPLC
Table 14: RP-HPLC method gradient

Cas Odstotek Prpc g
[min] [%]
0,0 54
5,0 54
20,0 66
20,1 100
25,0 100
25,1 54
30,0 54

3.2.6.2 Metoda AE-HPLC

Z metodo AE-HPLC smo reagentom PEG dolocili delez aktivnega reagenta oziroma
terminalno aktivnost (TA). Uporabili smo detektor RI, ki omogoca lo¢evanje molekul na
osnovi razlik v lomnem koli¢niku (refrakcijskem indeksu-RI). Reagenti PEG, ki smo jih
karakterizirali in uporabili za pripravo proteinskih konjugatov, so aktivirani s funkcionalno
skupino CHO, ki je tudi njihova glavna komponenta. Poleg glavne komponente vsebuje
reagent PEG tudi necistote (neaktivne, reaktivne in neaktiven reagent PEG). Za dolo¢anje
terminalne aktivnosti smo reagente PEG oznacili s PABA, saj se PABA veZe na molekulo
PEG le preko aktivne funkcionalne skupine. Na osnovi razlik v lomnem koli¢niku lo¢imo
delez aktivnega reagenta PEG, torej tistega, ki ima vezano PABA oziroma aktivno
funkcionalno skupino, od ostalih necistot.
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Reagente PEG smo oznacili s PABA po nekoliko prilagojenem postopku, ki ga navaja
Meyer in sod. (2001). Raztopili smo jih v Pra 1 na koncentracijo 10 mg/ml ter dodali
raztopini Pra 3in Prs 2. Vzorce smo inkubirali priblizno dve uri pri temperaturi 75 %C. Po
koncani inkubaciji smo vzorce ocistili z uporabo PD-10 kolon.

Za analizo smo uporabili Sibko anionsko kolono in mobilno fazo Pra. Locitev je potekala z
izokratsko elucijo.

3.2.6.3 Metoda SE-HPLC

Dolocanje polidisperznosti

Z metodo SE-HPLC in detektorjem RI smo reagentom PEG dolocili indeks
polidisperznosti (PdI) in molekulsko maso.

Z redCenjem v mobilni fazi Ppg; smo pripravili meSanico standardov. Vzorce PEG smo
raztopili v mobilni fazi Ppg. Analizo smo izvedli na dveh zaporedno vezanih kolonah
Ultrahydrogel 500 in Ultrahydrogel 250. Analiza je potekala izokratsko z mobilno fazo
Ppqi.  Polidisperznost reagentov PEG smo dolocili s pomocjo umeritvene krivulje
standardov.

Doloc¢anje molekulske mase

Analizo SE-HPLC smo izvedli na koloni TSK-Gel G4000 SWXL. Uporabili smo mobilno
fazo Psgc in izokratsko metodo. Socasno smo izvedli dva tipa detekcije:

e Detekcija MALS

Reagentom PEG smo doloc¢ili molekulsko maso z analizo SE-HPLC in detektorjem
MALS. Vzorcev nismo redcili, ampak smo prilagodili volumen injiciranja in na kolono
nanesli 40 ug vzorca. Poleg vzorcev smo analizirali e raztopino BSA s katero smo umerili
detektor MALS. Na kolono smo nanesli 50 pg standardne raztopine BSA. Umerjanje
zajema normalizacijo detektorja, poravnavo vrhov in poravnavo Sirine vrhov. Za detekcijo
smo uporabili tri detektorje, UV, MALS in RI. Detektor MALS zazna staticno sipanje
svetlobe pri treh kotih (45°, 90° in 135°), medtem ko deterktor RI da informacijo o
koncentraciji vzorca. HPLC sistem je preko detektorja UV povezan s preostalima dvema
detektorjema. Vrednotenje rezultatov in izrac¢un molekulskih mas smo izvedli s pomocjo
racunalniSkega programa Astra.

e Detekcija UV

Z uporabo detekcije UV smo reagentom dolocili necistote razli€énih molekulskih mas. Ker
so reagenti PEG v obmo¢ju UV transparentni, jih je bilo potrebno predhodno ustrezno
modificirati. Izvedli smo postopek derivatizacije reagentov s PABA opisan v poglavju
3.2.1. S PABA oznacen PEG lo¢imo od ostalih reaktivnih necistot na osnovi razlik v
hidrofobnosti. Na detektorju UV smo spremljali absorbanco pri absorpcijskem vrhu
PABA, 303 nm.
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3.2.7 Analitske metode za karakterizacijo proteinskih konjugatov

3.2.7.1 UV-absorpcijska spektrofotometrija

Koncentracije proteina filgrastim smo dolocali na spektrofotometru Varian Cary 5000.
Predhodno smo jih red¢ili s pufrom Psp ypa-csr na koncentracijo 0,7-1,0 mg/ml in jih
prenesli v kiveto za enkratno uporabo (dolZina opticne poti 1 cm). Izmerili smo absorbanco
pufra P3p xpag-csr in proteinskih konjugatov pri 280 nm in 320 nm. Izvedli smo korekcijo
absorbance, tako da smo od absorbance izmerjene pri 280 nm odsteli absorbanco pri 320
nm pri kateri potencialno absorbirajo prisotni proteinski agregati. Iz korigirane absorbance
in Beer-Lambertovega zakona smo z uposStevanjem faktorja redc¢enja in teoretiCnega
ekstinkcijskega koeficienta za G-CSF (0,879 mL/mg'cm™) vzorcem dolo¢ili koncentracijo
(Enacba 3).

A o
korigirana
c=—2T8"0 \F

o)

Ixe

absorbanca

koncentracija [mg/ml]

dolZina poti [cm]

ekstinkcijski koeficient [mL/(mg*cm)
Faktor red¢enja

e —o Z

3.2.7.2 Metoda RP-HPLC

Z analizo RP-HPLC in uporabo detekcije FLD smo proteinskim konjugatom doloc¢li ¢istost
oziroma sorodnih snovi in necistot. RP-HPLC metoda omogoca tudi razlikovanje med
razlicnimi strukturnimi oblikami sorodnih snovi in necistot. Tako smo lahko na osnovi
razlik v njihovi hidrofobnosti konjugatom dolocili delez oksidiranih in delez deamidiranih
oblik. Oksidirane oblike (Ox) na kromatogramu predstavljajo vrhovi, ki se eluirajo pred
vrthom konjugata. Deamidirane oblike (Deam) pa vrhove, ki se eluirajo za vrhom
konjugata.

Analizo smo izvedli na koloni Discovery BIO Wide. Kot mobilni fazi smo uporabili vodni
raztopini acetonitrila z dodatkom kisline TFA, Prpc o in Prpc B. LocCitev je potekala 30
minut pri pretoku 1 ml/min in gradientu prikazanem v preglednici 14. Vzorce smo
predhodno red¢ili s pufrom Psg kpa-g.csr na koncentracijo priblizno 0, 3 mg/ml. Injicirali
smo 10 pl vzorca in uporabili detekcijo FLD z ekscitacijsko valovno dolzino 280 nm in
emisijsko 345 nm.

3.2.7.3 Metoda CE-HPLC

Z analizo CE-HPLC in uporabo detekcije FLD smo proteinskim konjugatom dolo¢li ¢istost
oziroma delez necistot, ki jih predstavljajo razli¢no pegilirane oblike proteina (na primer
multi-pegiliran, di-pegiliran) in razgradni produkti (na primer deamidirane in oksidirane
oblike). Locevanje poteka na kationskem izmenjevalcu na osnovi razlik v elektrostatskih
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interacijah med molekulami z nasprotnimi naboji. Molekule s pozitivnim nabojem se
eluirajo prve, in sicer s pomocjo elucijskega pufra, ki ima drugacno ionsko jakost kot
vezavni pufer. Konjugiran protein ima pozitivni naboj in se veze na nosilec pri nizjih
vrednostih pH in odstotkih soli. Z naras¢anjem vrednosti soli v mobilni fazi pa se eluira.

Analizo smo izvedli po prilagojenem postopku, opisanem v Piedmonte in Treuheit (2008).
Uporabili smo kolono TSK-Gel SP-NPR z mobilnima fazama Pcgc a in Pcge . Locitev je
potekala pri pretoku 1,5 ml/min in 30 minutnem gradientu prikazanem v preglednici 15.
Vzorce smo predhodno red¢ili s pufrom P3gypa-g.csr na koncentracijo priblizno 0,3 mg/ml.
Injicirali smo 10 pl vzorca in uporabili detekcijo FLD z ekscitacijsko valovno dolzino 280
nm in emisijsko 345 nm.

Preglednica 15: Gradient metode CE-HPLC za analizo proteinskih konjugatov
Table 15: CE-HPLC method gradient for analysis of protein conjugates

Cas [min] Odstotek Pcgcp
[%o]
0,0 0
5,0 0
20,0 70
25,0 100
27,0 100
27,1 0
30,0 0

3.2.7.4 Metoda SE-HPLC

Z metodo SE-HPLC smo na osnovi razlik v velikosti molekul proteinskim konjugatom
dolocili Cistost oziroma deleZz sorodnih snovi (oligomeri, topni agregati, thG-CSF). Z
uporabo detekcije FLD smo dolo¢ili delez snovi z ve¢jo molekulsko maso (HMW) in snovi
z manjSo molekulsko maso (LMW). Na kromatogramu predstavljajo HMW vrhovi, ki se
eluirajo pred vrhom konjugata in LMW vrhovi, ki se eluirajo za njim. Uporaba detekcije
MALS pa nam je omogocila dolocitev njihove molekulske mase.

e Detekcija FLD

Analizo smo izvedli po prilagojenem postopku, opisanem v Piedmonte in Treuheit (2008).
Uporabili smo kolono TSK-Gel G3000 SWXL. Uporabili smo mobilno fazo Psgc in 25
minutno izokratsko metodo s pretokom 0,7 ml/min. Vzorcev nismo red¢ili, saj lahko
red¢enje vpliva na detekcijo agregatov. Volumen injiciranja vzorcev smo prilagodili in na
kolono nanesli priblizno 40 pg vzorca. Uporabili detekcijo FLD z ekscitacijsko valovno
dolzino 280 nm in emisijsko 345 nm.
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e Detekcija MALS

Analizo SE-HPLC z detektorjem MALS smo izvedli na isti koloni in pri istih pogojih kot
analizo z detekcijo FLD. Poleg vzorcev smo analizirali Se raztopino BSA s katero smo
umerili detektor MALS. Umerjanje zajema normalizacijo detektorja, poravnavo vrhov in
poravnavo Sirine vrhov. Vzorcev tudi pri tej analizi nismo redcili, ampak smo prilagodili
volumen injiciranja. Na kolono smo nanesli priblizno 40 pg vzorca in 50 pg standardne
raztopine BSA. Za detekcijo smo uporabili tri detektorje, UV, MALS in RI. Detektor
MALS zazna staticno sipanje svetlobe pri treh kotih (45°, 90° in 135°), medtem ko
deterktor RI poda informacijo o koncentraciji vzorca. HPLC sistem je preko detektorja UV
povezan s preostalima dvema detektorjema. Vrednotenje rezultatov in izratun molekulskih
mas smo izvedli s pomocjo raCunalniskega programa Astra .

e Polidisperznost

Z metodo SE-HPLC in detektorjem RI smo konjugatom dolocili indeks polidisperznosti
(PdI) in molekulsko maso. Analizo smo izvedli pri istth pogojih kot pri dolo¢anju
polidisperznosti 30 kDa reagentom PEG, le da smo predhodno prilagodili nanose
konjugatov. To smo storili tako, da smo dobili primerljive odzive med reagenti PEG in
konjugati. Le-to smo dosegli pri pri 8 uL. nanosu (40 pg nanos konjugatov). Pogoji analize
so opisani v poglavju 3.2.6.3.

3.2.7.5 Dinamicno sipanje svetlobe

Za meritev DLS predhodna priprava (redCenje) vzorcev ni bila potrebna. Vzorce
konjugatov smo pred meritvijo zgolj prefiltrirali skozi 0,22-pm (PVCT) microwell filter.
Rezultati so povprecje 5 zaporednih meritev vsakega vzorca. Za obdelavo podatkov smo
uporabili program Zetasizer (Zetasizer APS).
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4 REZULTATI
4.1 OSNOVNA KARAKTERIZACIJA REAGENTOV POLIETILEN GLIKOLA

4.1.1 Derivatizacija reagentov polietilen glikola

Derivatizacija aldehidnih reagentov (CHO) s PABA

Derivatizirani in kontrolni vzorec smo analizirali z metodo RP-HPLC z detektorjema
Corona (detekcija vseh molekul) in UV (detekcija molekul, ki absorbirajo v obmocju UV).
Prikaz kromatogramov na sliki 5 in 6. Na detektorju Corona je bila intenziteta signala za
derivatizirani in kontrolni vzorec enaka, kar potrjuje enak nanos vzorcev. Poleg glavnega
vrha pri priblizno 12 min so vidne tri dobro lo¢ene necistote reagenta PEG, ki se eluirajo
pri retenzijskih Casih priblizno 15, 18 in 20 minut (Slika 5). Na kromatogramu UV
prikazanem na sliki 6 je viden samo derivatizirani vzorec PEG in dve dobro loceni
necistoti pri retenzijskih ¢asih priblizno 15 in 18 minut.
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Slika 5: Derivatizacija reagenta PEG-CHO s PABA - detekcija Corona
Figure 5: Derivatization of PEG-CHO reagent with PABA - Corona detection
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Figure 6: Derivatization of PEG-CHO reagent with PABA - UV detection

Derivatizacija reagentov NHS s PABA

e NHS/PABA poskus #1

Vzorce smo analizirali z metodo RP-HPLC. Prikaz kromatogramov na sliki 7. V primerjavi
z derivatizacijo aldehidnih reagentov je rezultat derivatizacije reagentov NHS s PABA
bistveno slabsi. Izmed testiranih temperatur derivatizacije (sobna temperatura, 40 °C in 60
°C) je bila intenziteta signala UV pri absorpcijskem vrhu PABA (303 nm) najvi§ja pri
vzorcu, inkubiranem na 60 °C.
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Slika 7: Derivatizacija reagenta PEG-NHS s PABA

Figure 7: Derivatization of PEG-NHS reagent with PABA
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e NHS/PABA poskus #2

Derivatizacija ni bila uspeSna, na kromatogramih RP-HPLC 2z detekcijo UV pri
absorpcijskem vrhu PABA (303 nm) nismo zaznali vrhov.

Derivatizacija reagentov NHS s 6-aminofluoresceinom

Vzorce smo analizirali z metodo RP-HPLC. Prikaz kromatogramov na sliki 8. Elucijo
derivatiziranega PEG-NHS opazimo pri retenzijskem ¢asu priblizno 12 minut.
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Slika 8: Derivatizacija reagenta PEG-NHS z 6-aminofluoresceinom
Figure 8: Derivatization of PEG-NHS reagent with 6- aminofluorescein

Derivatizacija reagentov NHS z izoaminofluoresceinom

Vzorce smo analizirali z metodo RP-HPLC. Prikaz kromatogramov na sliki 9. Elucijo
derivatiziranega PEG-NHS opazimo pri retenzijskem ¢asu priblizno 12 minut.
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Slika 9: Derivatizacija reagenta PEG-NHS z izoaminofluoresceinom
Figure 9: Derivatization of PEG-NHS reagent with izoaminofluorescein
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Derivatizacija maleimidnih reagentov (MAL) z merkaptopropionsko Kkislino

Derivatizirani in kontrolni vzorec smo analizirali z metodo RP-HPLC z detektorjema UV
(detekcija molekul, ki absorbirajo v obmocju UV) in Corona (detekcija vseh molekul).
Prikaz kromatogramov na sliki 10 in 11. Na detektorju Corona je bila intenziteta signala za
derivatizirani in kontrolni vzorec enaka, kar potrjuje enak nanos vzorcev (Slika 10). PEG-
MAL je viden v UV tudi brez derivatizacije (kontrolni vzorec), derivatiziranemu vzorcu se
je absorbanca v UV znizala (Slika 11).

180.007]
160.00- Detekcija Corona:
] — PEG-MAL/MPA
140.00+ — Kontrolni vzorec (PEG-MAL)
] Slepi vzorec (MPA)
120.00 b
b 150.00
100.00 1
] 100.007]
< 80.00- < ]
60.00 50.001
40.001 ]
] 0.00
4 oor
20.00 6.00 6.50 7.00
] JJ Minutes
0.00
| | |

T I I N U U U O
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
Cas (min)

Slika 10: Derivatizacija reagenta PEG-MAL z MPA - detekcija Corona
Figure 10: Derivatization of PEG-MAL reagent with MPA - Corona detection
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Slika 11: Derivatizacija reagenta PEG-MAL z MPA - detekcija UV
Figure 11: Derivatization of PEG-MAL reagent with MPA - UV detection
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Derivatizacija maleimidnih reagentov (MAL) z DTNB

Vzorce smo analizirali z metodo RP-HPLC z detektorjema UV (detekcija molekul, ki
absorbirajo v obmoc¢ju UV) in Corona (detekcija vseh molekul). Prikaz kromatogramov na
sliki 12 in 13. Na detektorju Corona je bila intenziteta signala za derivatizirani in kontrolni
vzorec enaka, kar potrjuje enak nanos vzorcev (Slika 12). Na detektorju UV pri 320 nm je
intenziteta derivatiziranega vzorca vecja od intenzitete kontrolnega vzorca, kar pomeni, da
se je DTNB uspesno vezal na maleimidno skupino. Tudi kontrolni vzorec pri valovni
dolzini 320 nm rahlo absorbira zaradi maleimidne skupine (Slika 13).
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Slika 12: Derivatizacija reagenta PEG-MAL z DTNB - detekcija Corona
Figure 12: Derivatization of PEG-MAL reagent with DTNB - Corona detection
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Slika 13: Derivatizacija reagenta PEG-MAL z DTNB - detekcija UV
Figure 13: Derivatization of PEG-MAL reagent with DTNB - UV detection
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Derivatizacija maleimidnih reagentov (MAL) s fluoresceinom SAMSA

Vzorce smo analizirali z metodo RP-HPLC. Prikaz kromatogramov na sliki 14. Elucijo
derivatiziranega PEG-MAL opazimo pri retenzijskem casu priblizno 12 minut.
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Slika 14: Derivatizacija reagenta PEG-MAL s fluoresceinom SAMSA
Figure 14: Derivatization of PEG-MAL reagent with fluorescine SMASA

Analiza nederivatiziranih reagentov PEG-NHS in PEG-MAL

Iz analiz kontrolnih, nederivatiziranih vzorcev PEG-NHS in PEG-MAL je razvidno, da
derivatizacija za kontrolo kakovosti reagenta ni potrebna. Funkcionalni skupini absorbirata
v obmoc¢ju UV in iz kromatogramov UV (detekcija molekul, ki absorbirajo v obmocju UV)
in Corona (detekcija vseh molekul) lahko neposredno dolo¢imo delez celokupnih in delez
reaktivnih necistot.

Nanos reagentov PEG-NHS in PEG-MAL je enak (Sliki 15 in 16). Odziv na detektorju
Corona je primerljiv, medtem ko je odziv na detektorju UV za PEG-NHS bistveno slabsi
kot za PEG-MAL. Vzrok je v hidrolizi aktivne skupine NHS, ki v vodnih raztopinah
poteka zelo hitro. Po hidrolizi reagent PEG ni ve¢ viden v obmoc¢ju UV.

Tudi velikost obeh reagentov je enaka, 20 kDa. Vzork za razliko v retenzijskem casu je
razlika v funkcinalnih skupinah - funkcionalna skupina nekoliko vpliva na jakost vezave na
kromatografski nosilec za reverzno fazo.
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Slika 15: Analiza RP-HPLC nederivatiziranih reagentov PEG-MAL in PEG-NHS - detekcija Corona
Figure 15: RP-HPLC analysis of underivatized reagents PEG-MAL and PEG-NHS - Corona detection
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Slika 16: Analiza RP-HPLC nederivatiziranih reagentov PEG-MAL in PEG-NHS - detekcija UV
Figure 16: RP-HPLC analysis of underivatized reagents PEG-MAL and PEG-NHS - UV detection

4.1.2 Razli¢ne velikosti reagentov polietilen glikola

Vsi testirani reagenti so bili linearni, razen razvejanga reagenta velikosti 45 kDa. Razvejani
reagent je sestavljen iz dveh linearnih verig velikosti 20 kDa in povezovalnega dela
velikosti 5 kDa.
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e Analiza RP-HPLC z detektorjem Corona

Po izvedenem testiranju nanosov smo za obdelavo rezultatov izbrali 60 pug nanos. Pri
nizjem nanosu (30 pg) nekaterih necistot v reagentih nismo dobro zaznali, pri vec¢jem
nanosu (100 pg) pa so se signali blizali nasi¢enosti detektorja. Pri analizi RP-HPLC se
reagenti PEG loc¢ijo po hidrofobnosti: najkrajs$i reagent se eluira najhitreje in najdaljsi
najpozneje (Slika 17).
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Slika 17: Kromatogrami RP-HPLC-Corona reagentov PEG razli¢nih velikosti
Figure 17: RP-HPLC-Corona chromatograms of PEG reagents of different sizes

Retenzijski cas ene od necistot, ki se eluirajo po glavnem vrhu posameznega reagenta,
priblizno ustreza retenzijskemu ¢asu dvakrat vec¢jega reagenta (Slika 51 v diskusiji), vendar
ujemanje retenzijskih ¢asov ni tako dobro, da bi lahko zagotovo trdili, da gre za PEG
dvojne velikosti.

e Analiza SE-HPLC z detektorjem MALS

Za analizo SE-HPLC z uporabo detektorja MALS smo najprej optimizirali nanos na
kolono, pri katerem smo za celoten razpon testiranih reagentov dobili ustrezno velik signal
sipanja svetlobe. Najprej smo testirali tri razlicne nanose 30 kDa reagenta PEG, 40 pg, 60
pg in 100 pg. Pri nizjih dveh nanosih je bil signal MALS presibek za zanesljivo obdelavo
podatkov, pri 100 pg nanosu je bil signal Ze ustrezno velik. V nadaljevanju smo za vse
reagente testirali 100 pg, 200 pg in 500 pg nanos. Za optimizacijo nanosa je bil najbolj
kritiCen 10 kDa reagent PEG, saj vec¢je molekule mocneje sipajo svetlobo in ustrezen
signal MALS pri reagentih PEG vecje velikosti hitreje dosezemo. Ustrezno visok signal
MALS smo dosegli ze pri 100 pg nanosu 10 kDa reagenta PEG, ovrednotili pa smo vse tri
nanose. Pri vseh testiranih reagentih PEG so bili rezultati molekulskih mas primerljivi pri
200 pg in 500 pg nanosih, pri 100 pg pa so nekoliko odstopali (razlika 1-2 kDa). V
preglednici 16 podajamo rezultate, izmerjene pri 200 pug nanosih, za razpon testiranih
reagentov PEG od 10 kDa do 60 kDa.
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Preglednica 16: Molekulske mase reagentov PEG, dolo¢ene s SE-HPLC-MALS
Table 16: Molecular masses of PEG reagents determined by SE-HPLC-MALS

Reagent PEG ll\l/:](;l:]kulska masa MALS
10 kDa 10,1
20 kDa 20,1
30 kDa 30,4
40 kDa 37,3
45 kDa 42,0
60 kDa 56,9

e Analiza SE-HPLC z detektorjem RI

Z uporabo metode SE-HPLC in detektorja RI smo poleg molekulskih mas glavnih vrhov
reagentov dolocili tudi necistote z vi§jo molekulsko maso (HMW). Rezultati so prikazani v
preglednici 17. Loc¢ba reagentov glede na njihovo moleklsko maso je prikazana na sliki 18.
Necistote z vecjo molekulsko maso (za 10 kDa reagent oznaceno s puscico na sliki 18) po
kromatografskem vedenju in izmerjeni masi ustrezajo priblizno dvakratni velikosti
reagenta.

Preglednica 17: Molekulske mase reagentov PEG dolo¢ene s SE-HPLC-RI
Table 17: Molecular masses of PEG reagents determined by SE-HPLC-RI

Molekulska masa RI — Molekulska masa RI —
Reagent PEG glavni vrh HMW
[kDa] [kDa]
10 kDa 10,3 22,0
20 kDa 21,3 422
30 kDa 31,6 65,6
40 kDa 37,4 76,0
45 kDa 40,9 80,2

60 kDa 54,9 112,8
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Slika 18: Kromatogrami SE-HPLC-RI reagentov PEG razli¢nih velikosti
Figure 18: SE-HPLC-RI chromatograms of PEG reagents of different sizes

4.2 KARAKTERIZACIJA 30 kDa REAGENTOV POLIETILEN GLIKOLA

Karakterizirali smo 30 kDa reagente PEG (Preglednica 10), ki smo jih uporabili za
pripravo konjugatov PEG-G-CSF (P1, P2, P3). Kakovost reagentov PEG smo ocenili z
uporabo kromatografskih metod razlicnih tipov detekcije z namenom doloc¢anja vseh
necistot (reaktivnih in neaktivnih) prisotnih v reagentih PEG. Za detekcijo reagentov PEG
v obmoc¢ju UV smo le-te modificirali s procesom derivatizacije po postopku opisanem v
poglavju 3.2.1.

4.2.1 Analiza RP-HPLC

Z metodo RP-HPLC smo reagentom PEG na osnovi razlik v hidrofobnosti doloc¢ili Cistost z
uporabo dveh tipov detekcije:

e Detekcija UV

Za detekcijo UV je bilo predhodno potrebno reagente oznaciti s para-aminobenzojsko
kislino (PABA). S PABA oznacen PEG lo¢imo od ostalih reaktivnih necistot na osnovi
razlik v hidrofobnosti. Reaktivne necistote oziroma Cdistost reagentov je podana v
preglednici 18 kot povrSinski odstotek (relativna povrsina). Prikaz kromtogramov na sliki
19.

Preglednica 18: Reaktivne necistote in ¢istost 30 kDa reagentov PEG
Table 18: Reactive impurities and purity of 30 kDa PEG reagents

Reaktivne necistote Cistost
Reagent PEG (%] (%]
PEG 1 1,0 99,0
PEG 2 2.3 97,7

PEG 3 32 96,8
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Slika 19: Kromatogrami 30 kDa reagentov PEG posneti z detekcijo UV
Figure 19: Chromatograms of 30 kDa PEG reagents using UV detection

e Detekcija Corona

T
1600

L A R
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Z uporabo detektorja Corona smo v reagentih PEG dolocili vse necistote, tako reaktivne
kot neaktivne. Necistote oziroma Ccistost reagentov je podana v preglednici 19 kot
povrsinski odstotek (relativna povrsSina). Prikaz kromatogramov na sliki 20.

Preglednica 19: Necistote in Cistost 30 kDa reagentov PEG
Table 19: Impurities and purity of 30 kDa PEG reagents

Reagent PEG T;f]istote ﬁ}:}tost
PEG 1 45 95.5
PEG 2 6,5 93.5
PEG 3 7,0 93.0
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Slika 20: Kromatogrami 30 kDa reagentov PEG posneti z detekcijo Corona
Figure 20: Chromatograms of 30 kDa PEG reagents using Corona detection

Iz kromatogramov (slika 19 in 20) je razvidna razlika v hidrofobnosti analiziranih
reagentov PEG. Najbolj hidrofilna je molekula PEG 3, ki ima najkrajsi ¢as elucije, medtem
ko je molekula PEG 1 najbolj hidrofobna. Pricakovano smo omenjene razlike v
hidrofilnosti oziroma hidrofobnosti sorazmerno dolocili tudi pri konjugatih PEG-G-CSF,
saj lastnosti reagentov PEG direktno vplivajo na lastnosti konjugatov (poglavje 4.3.3). Prav
tako se kromatografski vrh reagenta PEG 3 po obliki nekoliko razlikuje od vrhov
nanosi na kolono vseh treh vzorcev enaki. TakS$na oblika nakazuje, da so molekule
reagenta PEG 3 manj enakomerno porazdeljene v primerjavi z reagentoma PEG 2 in PEG
1. To potrjujejo tudi rezultati izmerjene polidisperznosti (poglavije 4.2.3.1).

Na podlagi rezultatov analize RP-HPLC smo ugotovili, da je v reagentu PEG 1 prisotnih
najmanj reaktivnih kot tudi najmanj celokupnih necistot. Sledi mu reagent PEG 2 in nato
reagent PEG 3.

4.2.2 Analiza AE-HPLC

Terminalno aktivnost reagentov PEG smo dolocili z anionsko izmenjevalno kromatografijo
(AE-HPLC) na osnovi razlik v lomnem koli¢niku (refrakcijskem indeksu). Predhodno je
bilo potrebno reagente PEG oznaciti s PABA, ki se veze le na aktivno funkcionalno
skupino CHO. Rezultat za terminalno aktivnost je ekvivalenten deleZu reagenta PEG z
aktivno funkcionalno skupino. Terminalna aktivnost reagentov PEG je podana v
preglednici 20.
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Preglednica 20: Terminalna aktivnost 30 kDa reagentov PEG
Table 20: Terminal activity of 30 kDa PEG reagents

Terminalna aktivnost

Reagent PEG (%]
PEG 1 93
PEG 2 96
PEG 3 78

Reagent PEG 2 ima najvecji delez aktivnih vezavnih mest oziroma je delez primerljiv med
reagentoma PEG 2 in PEG 1. Reagent PEG 3 ima bistveno manj funkcionalnih skupin v
primerjavi s preostalima reagentoma.

4.2.3 Analiza SE-HPLC

4.2.3.1 Polidisperznost in molekulska masa (RI)

Porazdelitev molekulskih mas (polidisperznost) in molekulske mase reagentov PEG smo
dolocili z metodo SE-HPLC z detektorjem RI s pomocjo umeritvene krivulje standardov.
Indeksi polidisperznosti reagentov PEG in molekulske mase so podani v preglednici 21.

Preglednica 21: Polidisperznost in molekulska masa 30 kDa reagentov PEG
Table 21: Polydispersity and molecular weight of 30 kDa PEG reagents

Reagent PEG foz)l]idisperznost l[\l/:lo)l;]kulska masa (MW)
PEG 1 1,04 31,5
PEG 2 1,04 30,0
PEG 3 1,06 28,9

Rezultati polidisperznosti sovpadajo z obliko kromatografskih vrhov reagentov PEG, ki
smo jih dolocili pri analizi RP-HPLC. Kromatografski vrh reagenta PEG 3 je Sirsi v
primerjavi z vchovoma reagenta PEG 1 in PEG 2. Posledi¢no je rezultat za polidisperznost
reagenta PEG 3 vi§ji. Oblika kromatografskih vrhov reagenta PEG 1 in PEG 2 je
primerljiva (poglavje 4.2.1) in rezultat za polidisperznost enak.

Prav tako je iz primerjave kromatogramov analize SE-HPLC razvidno, da je
kromatografski vrh reagenta PEG 3 $irsi v primerjavi z reagentoma PEG 1 in PEG 2 (Slika
21).
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Slika 21: Kromatogrami reagentov PEG za dolocanje polidisperznosti
Figure 21: Chromatograms of 30 kDa PEG reagents for determination of polydispersity

4.2.3.2 Molekulska masa (MALS)
e Detekcija MALS

Molekulsko maso reagentov PEG smo izmerili na osnovi sipanja svetlobe (detektor
MALS) z metodo SE-HPLC. Rezultati so prikazani v preglednici 22. Najvi§jo molekulsko
maso smo izmerili reagentu PEG 1, sledita mu PEG 2 in PEG 3. Ceprav so absolutne
Stevilke meritev s tipom detekcije MALS nekoliko nizje kot s tipom detekcije RI,
izmerjene molekulske mase z MALS dobro sovpadajo z rezultati meritev RI.

Preglednica 22: Molekulska masa 30 kDa reagentov PEG
Table 22: Molecular mass of 30 kDa PEG reagents

Molekulska masa

PEG (kDa]
PEG 1 30,8
PEG 2 28,9

PEG 3 28,1
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e Detekcija UV

Pri analizi za dolo¢anje molekulske mase reagentov smo uporabili tudi detekcijo UV,
preko katere deluje detektor MALS ter so¢asno dolocili Cistost reagentov PEG na podlagi
razlik v velikosti molekul. Analizo smo izvedli s PABA oznafenimi (derivatiziranimi)
reagenti PEG. Iz kromatogramov vzorcev (Slika 22) in rezultatov (Preglednica 23) je
razvidno, da imajo reagenti primerljiv delez snovi z ve¢jo molekulsko maso (HMW).

0] — PEG1
— PEG2
) PEG 3
031
)
<
02
g HMW
PEG
0007
WQUJ‘ o ‘11‘,[1)‘ o ‘1Z‘C0‘ o ‘131C0‘ a ‘14“C0‘ o ‘15‘03‘ a ‘15‘0}‘ a ‘17‘03‘ a ‘18103‘ a ‘19‘03‘ a ‘QD‘DJ‘ o ‘21‘03‘ a ‘2‘(!!‘ B ‘Z}‘(ﬂ‘ B ‘24}(!!‘ a ‘25([
Cas (min)

Slika 22: Kromatogrami SE-HPLC 30 kDa reagentov PEG posneti z detekcijo UV
Figure 22: SE-HPLC chromatograms of 30 kDa PEG reagents using UV detection

Preglednica 23: Delez HMW v 30 kDa reagentih PEG
Table 23: Proportion of HMW in 30 kDa PEG reagents

Reagent PEG I-[I(Z)[]W
PEG 1 4,9
PEG 2 5,6
PEG 3 4,8

Karakterizacija 30 kDa reagentov PEG (Slika 23) je pokazala, da je v reagentu PEG 1
prisotnih najmanj necistot, tako reaktivnih kot celokupnih. Zaporedno mu sledita reagenta
PEG 2 in PEG 3. Precej nizji rezultat za terminalno aktivnost reagenta PEG 3 izstopa v
primerjavi z reagentoma PEG 1 in PEG 2. Slednji ima najvec¢ji delez aktivnih
funkcionalnih skupin, vendar je delez relativno primerljiv med reagentoma PEG 2 in PEG
1. Reagent PEG 3 ima tudi slabso (t.j. $irSo) porazdelitev molekulske mase v primerjavi z
reagentoma PEG 1 in PEG 2. Prisotnost snovi z ve¢jo molekulsko maso je nekoliko visja
pri reagentu PEG 2 v primerjavi z reagentoma PEG 1 in PEG 3, katerih vrednost je
primerljiva. Vklju€ujo€ variabilnost analitskih rezultatov lahko zaklju¢imo, da sta reagenta
PEG 1 in PEG 2 kakovostno skoraj primerljiva, medtem ko je reagent PEG 3 nekoliko
slabSe kakovosti. Pretezno je kakovost reagenta PEG 3 slabSa, zaradi manjSega deleza
aktivnih aldehidnih skupin.
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PEG 1
PEG 2
PEG 3

TA [%]

RN [%]

Legenda:

Reaktivne necistote — RN

Necistote —N

Polidispertnost —P

Terminalna aktivnost —TA

HMW - Vsota snovi z ve¢jo molekulsko maso

Slika 23: Kakovost 30 kDa reagentov PEG
Figure 23: Quality of 30 kDa PEG reagents

4.3 KARAKTERIZACIJA PROTEINSKIH KONJUGATOV

Karakterizirali smo izhodne pegilacijske meSanice in iz njih izolirane konjugate 30 kDa
PEG-G-CSF, v nadaljevanju P1, P2 in P3 (poglavje 3.2.3). Koncentracijo konjugatov smo
dolocili spektrofotometriéno, za oceno njihove kakovosti smo primarno uporabili
optimirane analitske kromatografske separacijske metode z razli¢nimi tipi detekcije (RP-
HPLC, SE-HPLC, SE-HPLC-RI, SE-HPLC-UV/MALS/RI in CE-HPLC). Na osnovi razlik
v njihovem delovanju smo konjugatom dolocili vrsto in koli¢ino prisotnih necistot.
Dodatno smo izvedli Se dolofanje hidrodinamskega radija z analizo DLS. Vzorci
konjugatov so bili do analiz hranjeni pri temperaturi 5+3 °C.

4.3.1 Optimizacija metod

Analitske metode, ki smo jih uporabili za karakterizacijo konjugatov P1, P2 in P3, smo
predhodno optimirali. Prilagodili smo kromatografske pogoje za doseganje ustrezne locbe
konjugatov od sorodnih snovi in necistot. Z optimizacijo in uporabo razli¢nih analitskih
metod smo uspeli detektirati tudi podobne oblike z drugacno strukturo ter objektivno
oceniti kakovost konjugatov brez morebitnega vpliva pripetega reagenta PEG na njihove
lastnosti. Za karakterizacijo in test stabilnosti smo uporabili iste metode.
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4.3.2 Dolocanje vsebnosti

Vsebnost konjugatov smo dolocili spektrofotometri¢no po postopku opisanem v poglavju
poglavje 3.2.7.1. Vse konjugate smo ustrezno red¢ili na ciljno koncentracijo 5 mg/ml.
Rezultati so podani v preglednici 24. Izmerjena vsebnost konjugata P1 je nekoliko vi§ja od
vsebnosti konjugatov P2 in P3, ki sta identi¢ni.

Preglednica 24: Vsebnost red¢in 30 kDa PEG-G-CSF
Table 24: Content of 30 kDa PEG-G-CSF dilutions

Vzorec Vsebnost
[mg/ml]

P1 5,3

P2 5,1

P3 5,1

4.3.3 Analiza RP-HPLC

Za spremljanje ucinkovitosti procesa priprave konjugatov smo po koncani reakciji
pegilacije izmerili Cistost reakcijskih mesanic (RM), t.j. delez monopegiliranega proteina, z
metodo RP-HPLC. Glavni vrh (PEG-G-CSF), ki predstavlja Zzeljeni monopegilirani
konjugat, se na RP-HPLC eluira pri retenzijskem ¢asu priblizno 14,7 min (Slika 24). Levo
od glavnega vrha, pri ¢asu priblizno 11,5 min, zaznamo izhodni protein, thG-CSF, ki se
tekom pegilacije ni vezal z reagentom PEG. Vrh za glavnim vrhom, ki se eluira pri ¢asu
priblizno 15,7 min, pa predstavlja dipegiliran konjugat, t.j. molekula thG-CSF z dvema
molekulama reagenta PEG.

ey

konjugata P1, nekoliko nizjega v primeru mesSanice P2 in najnizji delez pretvorbe pri
meSanici P3. Rezultati so prikazani v preglednici 25.

Preglednica 25: Cistost pegilacijskih reakcijskih mesanic konjugatov
Table 25: Purity of pegylation reaction mixtures of conjugates

Reakcijska meSanica Cistost (delez monopegiliranega proteina)

[%]
Pl 71,1
P2 66,4

P3 64,1
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Slika 24: Kromatogrami RP-HPLC RM konjugatov P1, P2, P3
Figure 24: RP-HPLC chromatograms of RM of conjugates P1, P2, P3

Iz posameznih pegilacijskih meSanic smo s preparativno kromatografijo izolirali zeljeni
produkt, t.j. monopegiliran filgrastim. Odstranili smo visje pegilirane oblike in nepegiliran
protein ter procesne nelistoCe t.j. prebitek reagenta PEG in NaCNBHj;. Prekriti
kromatogrami RP-HPLC analiz vseh treh konjugatov (Slika 25) kaZejo nekaj razlik v
kakovosti posameznih konjugatov. Konjugat P3 izkazuje nekoliko drugacno obliko
zacetnega dela glavnega vrha, medtem ko je zadnji del kromatografskega vrha primerljiv
za vse tri konjugate. Vsi trije konjugati izkazujejo znacilen vrh pred glavnim vrhom, prav
tako vidimo pri vseh dva znacilna vrha za glavnim vrhom, ki pa se razlikujeta po viSini.
Prisotnost obeh vrhov zaznamo ze na kromatogramu pegilacijskih meSanic: prvi vrh za
glavnim vrhom pripada dipegilirani obliki. Cistost o¢i§¢enih konjugatov, dolodena z RP-
HPLC, je prikazana v preglednici 26. Z metodo RP-HPLC smo poleg Ccistosti
monopegiliranega proteina dolocili tudi delez sorodnih snovi in necistot (SSN), ki ga
tvorijo predvsem oksidirane in deamidirane proteinske oblike ter vi§je pegilirani produkti.
Na podlagi razlik v hidrofobnosti smo doloc¢ili oksidirane oblike (Ox) kot povrSinski
odstotek vseh vrhov, ki se eluirajo pred vrhom konjugata. Deamidirane oblike (Deam) in
vi§jepegilirane oblike (multiPEG) pa kot povrSinski odstotek vseh vrhov, ki se eluirajo za
vrhom konjugata. Delezi omenjenih necistot, ki smo jih dolocili, so prikazani v preglednici
26 in sliki 26.

Preglednica 26: Cistost konjugatov dolo¢enih z metodo RP-HPLC
Table 26: Purity of conjugates determined by RP-HPLC

Konjugat Delez monoPEGiliranega proteina ~ SSN Ox ﬁﬁ?ilp-‘]_; G
[Yo]

P1 97,7 2,3 0,5 1,7

P2 97,9 2,1 0,6 1,6

P3 96,0 4,0 2,4 1,6
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Slika 25: Kromatogrami RP-HPLC konjugatov P1, P2, P3
Figure 25: RP-HPLC chromatograms of conjugates P1, P2, P3

multiPEG

Slika 26: Grafi¢ni prikaz rezultatov necistot dolo¢enih z metodo RP-HPLC
Figure 26: Graphic presentation of the results for impurities determined by RP-HPLC method

Najvecjo RP-HPLC cistost smo dolocili konjugatu P2 oziroma ¢istost je med konjugatoma
P2 in P1 primerljiva. V delezu SSN izstopa konjugat P3, saj ima v primerjavi s preostalima
prisotnih kar za priblizno 2-krat ve¢ necistot. 1z rezultatov je razvidno, da so delezi
deamidiranih oblik med konjugati primerljivi. Razlike v Ccistosti med konjugati so
posledica razlik v delezu oksidiranih oblik. Prav tako so med konjugati vidne razlike v
hidrofobnosti (Slika 25), ki so posledica razlik molekulskih mas reagentov PEG. Najbol]
hidrofilen je konjugat P3 in najbolj hidrofoben konjugat P1.
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4.3.4 Analiza SE-HPLC
e Dolocanje necistot (detekcija FLD)

Na osnovi razlik v velikosti molekul smo z metodo SE-HPLC v konjugatih dolocili delez
snovi z vecjo molekulsko maso (oligomeri, agregati, ...) in deleZz snovi z manjSo
molekulsko maso (molekula rhG-CSF).

Snovi z ve¢jo molekulsko maso (HMW) predstavljajo kromatogramski vrhovi, ki se
eluirajo pred vrhom konjugata. Snovi z manjSo molekulsko maso (LMW) pa predstavljajo
kromatogramski vrhovi, ki se eluirajo za vrhom konjugata. Delez HMW in LMW je
izracunan kot povrsinski odstotek vrhov. Rezultati so prikazani v preglednici 27 in sliki 27.

Preglednica 27: Rezultati necistot dolocenih z metodo SE-HPLC
Table 27: Results for impurities determine by SE-HPLC method

HMW LMW
Vzorec
[Yo]
P1 1,1 0,0
P2 1,3 0,0
P3 1,4 0,0

%

Slika 27: Grafiéni prikaz rezultatov necistot dolo¢enih z metodo SE-HPLC
Figure 27: Graphic presentation of the results for impurities determine by SE-HPLC method
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Slika 28: Kromatogrami SE-HPLC konjugatov P1, P2, P3
Figure 28: SE-HPLC chromatograms of conjugates P1, P2, P3
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Slika 29: Povecava kromatogramov SE-HPLC konjugatov P1, P2, P3
Figure 29: Zoomed SE-HPLC chromatograms of conjugates P1, P2, P3

100 "2 140

Med konjugati ni velike razlike v prisotnosti snovi z vec¢jo molekulsko maso, kar je
razvidno tudi iz primerjave kromatogramov (Sliki 28 in 29). Najmanj HMW smo dolocili
konjugatu P1 in najve¢ konjugatu P3. Prisotnost snovi z manjSo molekulsko maso je

zanemarljiva oziroma je njihova vrednost pod 0,05% povrSinskega deleza.

¢ Dolocanje molekulske mase (detekcija UV/MALS/RI)

Z metodo SE-HPLC in uporabo detektorja MALS smo konjugatom doloc¢ili molekulsko
maso proteinskega dela molekule in molekulsko maso molekule reagenta PEG, in sicer za
vsako posamezno komponento (kromatografski vrh), ki smo jo detektirali. Za dolo¢anje
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molekuskih mas posameznih komponent konjugatov (loCeno vrednotenje proteinskega in
polimernega dela) je potrebna kombinacija signalov treh detektorjev: UV, MALS in RI.

Kot smo ugotovili Ze z detekcijo UV, je delez snovi z manjSo molekulsko maso v
konjugatih zanemarljiv. To smo potrdili tudi z detekcijo MALS, saj za glavnim vrhom
odziva nismo zaznali. Snovi z ve€jo maso smo na kromatogramih oznacili kot HMW 1,
HMW 2 in HMW 3. Tipi¢ni kromatogrami konjugatov posneti z detekcijo MALS so
prikazani na slikah 30, 31 in 32. Molekulske mase, ki smo jih dolo¢ili konjugatom, so
predstavljene v preglednici 28.

Preglednica 28: Molekulske mase konjugatov
Table 28: Molecular mas of conjugates

Mw [Da] Razmerje Mw*

T o mvwt mwz mawg MW MW 5
Protein 17560 51070 165000 / 3 9 /

Fl PEG 30750 94640 481900 / 3 16 /
Protein 17240 25630 34580 129900 1 2 8

P2 PEG 28860 76110 159100 892300 3 6 31
Protein 17590 33450 57970 865600 2 3 49

P PEG 28120 71220 160200 2305000 3 6 82

/ ... brez zaznanega odziva  *vrednosti so priblizne, zaradi zaokrozevanja

Molekulska masa filgrastima je 18,8 kDa in reagentov PEG 30 kDa. Dolo¢ili smo, da je
molekulska masa proteinskega dela molekule konjugatov med priblizno 17,2 kDa in 17,6
kDa. Molekulska masa molekule reagenta PEG pa med priblizno 28 kDa in 31 kDa.
Zaznana razlika med molekulskimi masami proteinskega dela posameznih konjugatov je
znotraj napake metode. Medtem ko razliko, zaznano med molekulskimi masami
polimernega dela posameznih konjugatov, zaznamo tudi kot razlike v retenzijskih Casih z
metodama SE-HPLC in RP-HPLC, tako na nivoju reagentov PEG, kot tudi na nivoju
konjugatov.

Iz razmerja molekulskih mas smo ocenili naravo vi§jemolekularnih oblik. Izracunano
razmerje molekulskih mas za vch HMW 1 se gibljeje med ena in tri, kar kaze, da vrh
HMW 1 sestavljajo manjsi oligomeri, skupki 2-3 osnovnih molekul konjugata (P1 in P3).
Pri konjugatu P2 je razmerje proteinskega dela molekule enako 1, razmerje PEG pa 3, kar
kaze, da vch HMW 2 vsebuje vi§jepegilirane oblike konjugata P2.

Razmerja molekulskih mas glede na osnovno molekulo so za vih HMW 2 ve¢ja, poleg tega
so pri pri vseh treh konjugatih vecje tudi razlike v razmerjih za proteinski del in za
polimerni del. Vrednosti kazejo, da vch HMW 2 vsebuje visjepegilirane oblike, lahko pa je
tudi meSanica visjepegiliranih oblik in nekoliko ve¢jih oligomerov.

V vrthu HMW 3 so razmerja molekulskih mas glede na izhodni konjugat od 8-32 kar kaze,
da vch HMW 3 predstavlja agregate. Pri konjugatu P1 je bil vch HMW 3 viden na UV in
MALS, vendar ga nismo mogli ovrednotiti, ker je bil signal RI presibek.
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Slika 30: Kromatogram sipanja svetlobe (MALS) konjugata P1
Figure 30: MALS chromatogram of conjugate P1
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Slika 31: Kromatogram sipanja svetlobe (MALS) konjugata P2
Figure 31: MALS chromatogram of conjugate P2
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Slika 32: Kromatogram sipanja svetlobe (MALS) konjugata P3
Figure 32: MALS chromatogram of conjugate P3

e Dolocanje polidisperznosti in molekulske mase (detekcija RI)

Porazdelitev molekulskih mas (polidisperznost) in molekulske mase konjugatov smo
dolocili enako kot za reagente PEG, z metodo SE-HPLC s pomoc¢jo umeritvene krivulje

standardov. Rezultati so podani v preglednici 29.

Preglednica 29: Polidisperznost in molekulska masa konjugatov
Table 29: Polydispersity and molecular weight of conjugates

Konjugat Polidisperznost Molekulska masa (MW)
[%o] [kDa]

P1 1,04 25,7

P2 1,04 24,0

P3 1,06 23,4

Rezultati polidisperznosti sovpadajo z obliko kromatografskih vrhov konjugatov, ki smo
jih dolo¢ili pri analizi RP-HPLC. Kromatografski vrh konjugata P3 je §ir$i v primerjavi z
vrhovoma konjugatov P1 in P2. Posledi¢no je rezultat za polidisperznost konjugata P3
vi§ji. Oblika kromatografskih vrhov konjugatov P1 in P2 je primerljiva (poglavje 4.3.3) in
rezultat za polidisperznost enak.

Molekulske mase konjugatov, ki smo jih izmerili s to metodo, mocno odstopajo od
dejanskih molekulskih mas, o ¢emer razpravljamo v diskusiji.
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4.3.5 Analiza CE-HPLC

S kromatografskimi pogoji analize CE-HPLC smo v konjugatih dolocali prisotnost necistot
oziroma deamidiranih variant. Locba konjugatov od sorodnih snovi je potekala na osnovi
razlik v njihovem naboju. Necistote, kjer najvecji delez predstavljajo deamidirane oblike,
so podane kot povrSinski odstotek vseh kromatogramskih vrhov, ki se eluirajo pred vrhom

konjugata. Rezultati so predstavljeni v preglednici 30 in sliki 33.

Preglednica 30: Rezultati necistot dolocenih z metodo CE-HPLC
Table 30: Results for impurities determine by CE-HPLC method

Nedistote
[Yo]

P1 0,5

P2 0,4

P3 0,5

Vzorec

%

P3
P2

. P1
Nedistote [%]

Slika 33: Grafi¢ni prikaz rezultatov necistot dolo¢enih z metodo CE-HPLC
Figure 33: Graphic presentation of the results for impurities determined by CE-HPLC method

Med konjugati ni bistvene razlike v prisotnosti necistot dolo¢enih z metodo CE-HPLC.

Konjugata P1 in P3 imata identicen deleZ prisotnih necistot, medtem ko je deleZ necistot v
kojugatu P2 nizji za 0,1%.

4.3.6 Dolocanje hidrodinamskih radijev (DLS)

Z metodo dinami¢nega sipanja svetlobe smo preucili dinami¢ne lastnosti delcev v raztopini
konjugtov. Doloc¢ili smo hidrodinamske radije (Ry) ter polidisperznost vzorcev (PD%).
Izhodni konjugati so oznaceni kot P1, P2 in P3, konjugati z dodatno oznako Z/O pa so
vzorci, izpostavljeni enemu ciklu zamrzovanja in odmrzovanja, pri katerih smo pri analizi
SE-HPLC opazili povecan delez snovi z ve¢jo molekulsko maso. Rezultati so prikazani v
preglednici 31. Izhodna konjugata P1 in P2 imata primerljiv povprecen hidrodinamski
radij: 5,2 oziroma 5,1 nm. Konjugat P3 ima nekoliko vecji hidrodinamski radij: 6,3 nm. Po
zamrzovanju in odmrzovanju se je povprecni hidrodinamski radij vsem konjugatom
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povecal: na 5,6 nm za konjugata P1 in P2 ter na 7,3 nm za konjugat P3. Polidisperznost
konjugata P3 je 50%, medtem ko je polidisperznost ostalih vzorcev 20%. V sploSnem
velja, da imajo monodisperzni vzorci vrednost PD pod 20%, polidisperzni pa nad 30%.
Izhodni protein ter konjugata P1 in P2 so na zgornji meji monodisperznosti (PD 20%),
medtem ko je konjugat P3 polidisperzen (PD 50%). Konjugatom, ki so bili izpostavljeni
enemu ciklu zamrzovanja in odmrzovanja se je povprecni Ry, povecal, kar sovpada tudi z
rezultati, ki smo jih dobili pri analizi SE-HPLC v sklopu testa stabilnosti (poglavje 4.3.7).
Na sliki 34 je prikazan tipi¢en signal meritev DLS.

Preglednica 31: Ry, in PD proteinskih konjugatov izmerjena z DLS
Table 31: Ry, and PD of conjugates measured with DLS

Protein / R}, - povprecni PD
konjugat [nm] [%o]
P1 5,2 20
P2 5,1 20
P3 6,3 50
P1Z/O 5,6 20
P27/0 5,6 20
P3Z/0 7,3 50

Intenziteta (%)

)

1000 10000
Velikost (d.nm)
— Record285: P32-8 (wellH1) Record 286: P32-8 (well H1) — Record 287: P32-8 (well H1)|
| Record 288: P3 2-8 (well H1) — Record289: P32-8 (well H1)

Slika 34: Primer tipi¢nega signala meritev DLS, vzorec P3 5+3 °C
Figure 34: Example of typical chromatogram of DLS measurement, sample P3 543 °C

Na podlagi rezultatov analiz za dolo¢anje Cistosti konjugatov lahko zaklju¢imo, da je delez
sorodnih snovi in necistot dolo¢enih z metodama SE-HPLC in CE-HPLC med konjugati
primerljiv. Razlika med konjugati je bolj opazna pri analizi RP-HPLC, in sicer v
prisotnosti oksidiranih oblik. Konjugat P3 ima bistveno vecji delez oksidiranih oblik kot
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konjugata P1 in P2, pri katerih je delez primerljiv. Prav tako je med konjugatoma P1 in P2
primerljiv tudi povpre¢ni hidrodinamski radij, medtem ko ima konjugat P3 nekoliko
vecjega. Konjugat P3 ima tudi slabso (t.j. SirSo) porazdelitev molekulske mase v primerjavi
z konjugatoma P1 in P2. Vklju€ujo€ variabilnost analitskih rezultatov lahko zaklju¢imo, da
sta konjugata P1 in P2 kakovostno skoraj primerljiva, medtem ko je konjugat P3 nekoliko
slabSe kakovosti. Pretezno je kakovost konjugata P3 slabsa, zaradi vecjega deleza vsote
sorodnih snovi in necistot, ki smo jih dolo¢ili z RP-HPLC analizo.

4.3.7 Stabilnost

Vpliv temperature

Najpogostejsi stres, ki povzrofa konformacijske spremembe v molekuli proteina, je
temperaturni stres. Posledicno smo konjugate P1, P2 in P3 izpostavili trem razli¢nim
temperaturam (53 °C, 25 °C in 40 °C) ter jih po enem, dveh, Stirih in sedmih tednih
analizirali z metodami za dolocanje €istosti: RP-HPLC, SE-HPLC in CE-HPLC. Soc¢asno
smo s testom stabilnosti preverili tudi vpliv zamrzovanja in odmrzovanja na kakovost
konjugatov. Vzorce smo do analiz hranili pri temperaturi -70+10 °C, jih za namen
testiranja tajali in nato analizirali, oziroma jih do analiz hranili pri temperaturi 5+3 °C.

Izjema so vzorci odvzeti s pogojev hranjenja po sedmih tednih, ki niso bili izpostavljeni
ciklu zamrzovajanja in odtaljevanja. Tocko 0 testiranja vseh pogojev hranjenja predstavlja
kontrolni vzorec, ki je bil do analize hranjen na pogojih -70£10 °C.

Rezultati analize SE-HPLC
¢ Dolocanje necistot (detekcija FLD)

Rezultati analize SE-HPLC vzorcev ty ter vzorcev po 1, 2 in 4 tednih so pokazali
nepricakovano visok delez snovi z vi§jo molekulsko maso (oligomeri, agregati...). Delez
snovi z nizjo molekulsko maso LMW je bil zanemarljiv v vseh izmerjenih vzorcih,
medtem ko je bil izmerjen delez HMW pri vseh konjugatih izrazito visok, ne glede na to,
katerim pogojem hranjenja so bili izpostavljeni. Posledi¢no iz rezultatov vseh treh
konjugatov ni mozno oceniti vpliva razli¢nih temperatur na njihovo stabilnost, saj so vsi
rezultati za razgradne produkte relativno primerljivi. Prav tako so med seboj primerljivi
tudi kromatogrami vseh analiziranih stabilitetnih vzorcev po 1, 2 in 4 tednih. Iz primera
kromatogramov kontrolnih vzorcev konjugatov P1, P2 in P3 (Slika 35) je razvidno, da
poleg glavnega vrha, ki predstavlja konjugat, prevladuje vrh, ki smo ga oznacevali kot
HMW 1. Delez kromatografskega vcha HMW 1 skoraj v celoti predstavlja vsoto snovi z
vecjo molekulsko maso. So¢asno smo izvedli tudi analizo SE-HPLC z detekcijo MALS, s
katero smo posameznim kromatografskim vrhovom dolo¢ili molekulsko maso. 1z razmerja
molekulskih mas smo ocenili, da je molekulska masa proteinskega in PEG dela v vrhu
HMW 1 2-krat vecja kot izhodni molekuli, kar nakazuje prisotnost dimernih oblik.
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Slika 35: Kromatogrami SE-HPLC kontrolnih vzorcev konjugatov P1, P2 in P3
Figure 35: SE-HPLC chromatograms of control sample of conjugates P1, P2 and P3

Na podlagi izkusenj z 20 kDa PEG rhG-CSF konjugatom tak$nega deleza dimer nikakor
nismo pricakovali, zato smo iskali morebiten vzrok za takSen rezultat. Kot morebitni vzrok
za tovrstne rezultate smo sprva pripisali neustrezni vrednosti pH kon¢nega formulacijskega
pufra vzorcev. Kontrolnim vzorcem konjugatov smo izmerili vrednost pH (Preglednica
32). Rezultati meritev vrednosti pH kaZejo vrednosti pH=3,4, kar po nasih predhodnih
izkuSnjah s stabilnostjo 20 kDa PEG rhG-CSF konjugata po zamrzovanju ne bi smel biti
vzrok za dimerizacijo.

Preglednica 32: Vrednost pH kontrolnih vzorcev konjugatov P1, P2, P3
Table 32: pH value of control sample of P1, P2, P3 conjugates

Vzorec Vrednost pH
Pl 3,4
P2 3.4
P3 34

Ker so bili vsi vzorci pred analizo izpostavljeni enemu ciklu zamrzovanja in tajanja, smo
izvedli analizo vzorcev brez predhodnega zamrzovanja. Vzorce, ki smo jih prvotno
namenili tri mesec¢ni to¢ki odvzema s pogojev hranjenja, smo odvzeli s pogojev po sedmih
tednih in jih takoj analizirali. Iz rezultatov je razvidno, da po sedmih tednih temperaturi
543 °C in 25 °C ne vplivata na stabilnost konjugatov, medtem ko je opazna izrazita
razgradnja pri temperaturi 40 °C. Rezultati konjugatov so za delez snovi z vecjo in manjSo
molekulsko maso primerljivi med temperaturama 543 °C in 25 °C. DeleZ snovi z manj$o
molekulsko maso je pri omenjenih temperaturah prakticno zanemarljiv, medtem ko se
nekoliko poveca pri 40 °C. Pri 40 °C se bistveno poveca delez snovi z vecjo molekulsko
maso, torej delez dimerov in agregatov molekule rhG-CSF.
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Pri analizi vzorcev po sedmih tednih hranjenja so rezultati in kromatografski profil vzorcev
(Slika 37, 38, 39) popolnoma drugacni kot pri analizi predhodnih tock testiranja, kar kaze,
da je vendarle zamrzovanje (in odmrzovanje) induciralo dimerizacijo konjugatov.

V vseh vzorcih, ki smo jih do analize shranili zamrznjene vkljucno s kontrolni vzorec (t),
smo izmerili visok delez HMW (dimer). Zato lahko re¢emo, da smo z uporabo metode SE-
HPLC zaznali prave razlike vpliva pogojev hranjenja na agregacijo zgolj po 7 tednih, ko
smo vzorce analizirali brez predhodnega zamrzovanja. Te analize pa kazejo primerljivo
obnasanje vseh treh konjugatov na vseh pogojih ter stabilno obnaSanje vseh treh
konjugatov na 5£3 °C in 25 °C po 7 tednih. Pricakovano smo opazili razliko pri konjugatih
hranjenih na 40 °C. Zato smo zgolj te rezultate upostevali za oceno stabilnosti vezano na
agregacijo. Rezultati so prikazani v preglednici 33 in sliki 36. Analize SE-HPLC vzorcev s
predhodnim zamrzovanjem so namre¢ zaznale tolikSen vpliv cikla zamrzovanja, ki je
zamaskiral razlike med razli¢énimi temperaturi hranjenja.

Rezultati analiz RP-HPLC in CE-HPLC, kazejo, da cikel zamrzovanja in tajanja nima
vpliva na generirane rezultate obeh analiz in jih lahko uporabimo za oceno stabilnosti na
vseh analiziranih toCkah. Kromatografski pogoji za RP-HPLC in CE-HPLC namrec
izkljuCujejo moznost detekcije dimerov in agregatov, saj le-ti disociirajo. Konjugat P1
(izbran kot primer) s povec¢ano vsebnostjo dimer po odmrzovanju smo dodatno testirali z
dodatkom 0.004% Tween-80. Preveriti smo Zeleli, ali bo Tween povzrocil tudi disociacijo
dimerov pri analizi SE-HPLC. Po dodatku Tweena je kromatografski profil
zamrznjenega/odmrznjenega konjugata P1 z uporabo metode SE-HPLC ponovno
primerljiv nezamrznjenim vzorcem (Slika 57).

Preglednica 33: Rezultati za HMW in LMW za P1, P2, P3 po tocki testiranja 7 tednov
Table 33: Results for HMW and LMW for P1, P2, P3 after testing point of 7 weeks

Vzorec
Tocka Pogoji P1 P2 P3
testiranja hranjenja HMW LMW HMW LMW HMW LMW
[%]
543 °C 1,0 0,0 1,3 0,0 1,4 0,0
7tednov  25°C 0,9 0,2 1,3 0,2 1,4 0,2

40 °C 6,0 1,0 6,0 1,0 7,1 1,0
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Slika 36: Grafi¢ni prikaz rezultatov za HMW konjugatov P1, P2, P3 po 7 tednih hranjenja na testnih pogojih
Figure 36: Graphic presentation of results for HMW for P1, P2, P3 conjugat after testing point of 7 weeks
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Slika 37: Kromatogrami SE-HPLC konjugatov P1, P2 in P3 po 7 tednih na 543 °C
Figure 37: SE-HPLC chromatograms of conjugates P1, P2 and P3 after 7 week at 5+3 °C
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Slika 38: Kromatogrami SE-HPLC konjugatov P1, P2 in P3 po 7 tednih na 25 °C
Figure 38: SE-HPLC chromatograms of conjugates P1, P2 and P3 after 7 week at 25 °C
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Slika 39: Kromatogrami SE-HPLC konjugatov P1, P2 in P3 po 7 tednih na 40 °C
Figure 39: SE-HPLC chromatograms of conjugates P1, P2 and P3 after 7 week at 40 °C

e Dolocanje molekulske mase (detekcija UV/MALS/RI)

T
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Z metodo SE-HPLC in uporabo detektorja MALS smo stabilitetnim vzorcem konjugatov
dolocili molekulsko maso. Dolocili smo proteinski del molekule in del molekule reagenta
PEG in iz razmerja molekulskih mas ocenili naravo vi§jemolekularnih oblik prisotnih v
vzorcih po 7 tednih na stabilitetnih pogojih (Preglednice 34-36). Pri vseh treh testiranih
temperaturah je izraCunano razmerje molekulskih mas za vch HMW 1 je 2, tako za
proteinski kot za polimerni del. Vih HMWI1 torej sestavljajo dimeri. Pri 5£3 °C in 25 °C so



61
Vojkovi¢ M. Karakterizacija reagentov polietilen glikola in vpliv njihove kakovosti na kakovost proteinskih konjugatov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

razmerja molekulskih mas glede na osnovno molekulo za vch HMW 2 2 - 4, kar kaze, da
so v tem vrhu prisotni oligomeri. Pri 40 °C pa je razmerje za vch HMW 2 bistveno vecje,
5-10, torej so prisotni vecji oligomeri. Rezultati razmerij za HMW 3 so zelo raznoliki. Pri
543 °C so razmerja molekuskih mas za konjugat P1 izjemno velika, vendar ta rezultat ni
zanesljiv zaradi izredno SibkejSega signala RI za vch HMW 3. Ostala dva konjugata pri tej
temperaturi in vsi konjugati pri vi§jih temperaturah imajo mocne;jsi signal RI za HMW 3 in
so vrednosti zanesljivejSe. 1z rezultatov za vih HMW 3 vsekakor lahko zaklju¢imo, da ta
vrh predstavlja agregate.

Preglednica 34: Molekulske mase konjugatov po 7 tednih na 5+3 °C
Table 34: Molecular mas of conjugates after 7 weeks at 5+3 °C

Mw [Da] Razmerje Mw*
Vzorec Konjugatk HMW1 HMW2 HMw3 MW HMW2/ HMW 3/
Konjugat Konjugat Konjugat
Pl Protein 17330 37140 38220 524600000 2 2 30271
PEG 29150 55540 96360 698000000 2 3 23945
P Protein 17210 35830 38360 9657000 2 2 561
PEG 29000 56400 102200 14290000 2 4 493
P3 Protein 17350 34580 57200 500000 2 3 29
PEG 28300 53430 90310 419800 2 3 15

*vrednosti so priblizne, zaradi zaokrozevanja

Preglednica 35: Molekulske mase konjugatov po 7 tednih na 25 °C
Table 35: Molecular mas of conjugates after 7 weeks at 25 °C

Mw [Da] Razmerje Mw*
Vzorec Konjugat HMW1 HMW2 HMw3 MWL HMW2/ HMW 3/
Konjugat Konjugat Konjugat
Pl Protein 17110 35700 35270 108000 2 2 6
PEG 30780 59940 112600 2195000 2 4 71
P Protein 17410 36610 43290 3985000 2 2 229
PEG 29130 56460 106600 1152000 2 4 40
P3 Protein 17330 35670 67130 1598000 2 4 92
PEG 28410 55100 103200 161300 2 4 6
*vrednosti so priblizne, zaradi zaokrozevanja
Preglednica 36: Molekulske mase konjugatov po 7 tednih na 40 °C
Table 36: Molecular mas of conjugates after 7 weeks at 40 °C
Mw [Da] Razmerje Mw*
Vzorec HMW 1/ HMW?2/ HMW 3/

Konjugat  HMW 1 — HMW 2 HMW 3 Konjugat Konjugat Konjugat

Pl Protein 17140 37890 116900 3247000 2 7 189
PEG 31530 63050 261000 2679000 2 8 85
P2 Protein 17200 37200 172100 3734000 2 10 217
PEG 29680 59650 299500 2629000 2 10 89
P Protein 17450 39670 79640 4312000 2 5 247
PEG 28910 58800 164200 2410000 2 6 83

*vrednosti so priblizne, zaradi zaokrozevanja
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Bistvenih razlik med agregacijo posameznih konjugatov po 7 tednih nismo opazili. Pri 40
°C je za konjugat P3 v primerjavi s P1 in P2 (HMW 6%) sicer nakazan nekoliko ve¢ji
delez agregatov (HMW 7,1%), vendar razlika ni tolik$na, da bi lahko trdili, da je konjugat
P3 bolj obcutljiv za agregacijo.

Rezultati analize RP-HPLC

Rezultati so prikazani v preglednicah 37, 38 in 39. Vsi trije konjugati so stabilni pri
temperaturi hranjenja 5+3 °C skozi celotno obdobje testiranja. Prav tako razgradnih
procesov nismo zaznali pri temperaturi hranjenja 25 °C do dveh tednov. Po Stirih in sedmih
tednih hranjenja na 25 °C pa se vpliv temperature Ze kaze v nekoliko poviSanih vrednostih
SSN vseh treh konjugatov. Izrazito povecana razgradnja konjugatov pa je prisotna pri
temperaturi hranjenja na 40 °C, in sicer v vseh tockah testiranja. SSN pri temperaturi 40 °C
nara$¢a tekom testiranja. Vpliv temperature 25 °C in 40 °C se kaze v poviSanih vrednostih
tako oksidiranih kot deamidiranih oblik. Porast deamidiranih oblik je nekoliko visja v
primerjavi z oksidiranimi, kar je razvidno tudi iz primera kromatograma na sliki 40. Rama
za kromatografskim vrhom konjugatov je Se posebej izrazita pri temperaturi 40 °C.
Konjugati imajo za posamezno tocko in pogoj testiranja primerljiv kromatografski profil.
Na sliki 40 je prikazan primer vpliva razlicnih temperatur hranjenja po 7 tednih za
konjugat P1.
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Slika 40: Primer kromatografskega profila RP-HPLC konjugata P1 pri razli¢nih temperaturah hranjenja po 7
tednih (5+3 °C, 25 °C in 40 °C)

Figure 40: Example of the RP-HPLC chromatogram for the conjugat P1 after 7 weeks storage at different
temperatures (543 °C, 25 °C and 40 °C)
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Preglednica 37: Necistote konjugata P1 dolocene z RP-HPLC
Table 37: Impurities of P1 conjugate determined by RP-HPLC

Tocka Pogoji hranjenja
testiranja | SSN Ox Deam SSN Ox Deam SSN Ox Deam
[teden] (%] [%] [%] [%] (%] (%] [%] (7] [%]
543 °C 25°C 40 °C
0 3,0 1,0 2,0 3,0 1,0 2,0 3,0 1,0 2,0
1 3,0 1,0 2,0 3,1 1,1 2,0 6,2 1,5 4,7
2 3,0 1,1 2,0 3,2 1,2 2,0 7,3 1.9 5.4
4 3,1 1,1 2,0 52 1,3 3,9 11,1 2,9 8,2
7 3,0 1,1 2,0 5,9 1,6 4,3 14,6 3.8 10,7
Preglednica 38: Necistote konjugata P2 dolocene z RP-HPLC
Table 38: Impurities of P2 conjugate determined by RP-HPLC
Tocka Pogoji hranjenja
testiranja | SSN Ox Deam SSN Ox Deam SSN Ox Deam
[teden] (%] (%] (%] (%] (%] [%] [%] (%] [%]
543 °C 25°C 40 °C
0 2,8 1,0 1,8 2,8 1,0 1,8 2,8 1,0 1,8
1 2,8 1,0 1,8 2,8 1,1 1,8 5,3 1,5 3.8
2 2,8 1,0 1,8 3,0 1,2 1,9 8,8 3,5 53
4 2,8 1,1 1,8 3.4 1,3 2,1 12,2 4,6 7,5
7 2,9 1,1 1,9 7,2 2,7 4,5 16,8 6,6 10,2
Preglednica 39: Necistote konjugata P3 dolocene z RP-HPLC
Table 39: Impurities of P3 conjugate determined by RP-HPLC
Tocka Pogoji hranjenja
testiranja | SSN Ox Deam SSN Ox Deam SSN Ox Deam
[teden] (%] (%] (%] (%] (%] [%] [%] (%] [%]
543 °C 25°C 40 °C
0 4,7 2,8 1,9 4,7 2,8 1,9 4,7 2,8 1,9
1 4,8 2,9 1,9 4,9 2,9 2,0 7,9 3,7 4,2
2 4,7 2,8 1,9 52 3,2 2,0 10,0 4,7 52
4 5,0 3,1 1,9 7,6 3,5 4,1 9,5 24 7,1
7 4,8 2,9 1,9 7,9 3.8 4,1 16,7 6,7 10,0
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Slika 41: Grafi¢ni prikaz sorodnih snovi in necistot - konjugat P1
Figure 41: Graphic presentation of product related substances and impuruties - P1
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Slika 42: Grafi¢ni prikaz sorodnih snovi in necistot - konjugat P2
Figure 42: Graphic presentation of product related substances and impuruties - P2
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Slika 43: Grafi¢ni prikaz sorodnih snovi in necistot - konjugat P3
Figure 43: Graphic presentation of product related substances and impuruties - P3

Rezultati analize CE-HPLC

Rezultati analize CE-HPLC so prikazani v preglednicah 40, 41, 42. Z rezultati smo potrdili
trend, ki smo ga opazili pri vrednotenju rezultatov analize RP-HPLC. Vsi konjugati so
stabilni pri temperaturi hranjenja 543 °C skozi celotno obdobje testiranja. V zadnjih dveh
toCkah testiranja opazimo nekoliko povecano razgradnjo pri temperaturi hranjenja na 25
°C. Razgradne produkte detektiramo Ze v prvi tocki testiranja pri temperaturi hranjenja na
40 °C in narascajo tekom testiranja stabilnosti. Porast deamidiranih oblik je razviden tudi
iz kromatogramov vzorcev. Kromatografski vrh pred glavnim vrhom konjugatov je
bistveno bolj izrazit pri temperaturi 40 °C (Slika 44). Konjugati imajo za posamezno tocko
in pogoj testiranja primerljiv kromatografski profil. Na sliki 44 je prikazan primer profila
po 7 tednih hranjenja na razlicnih temperaturah za konjugat P1.

Najvecji delez necistot (kisle oblike) predstavljajo deamidirane oblike, ki jih detektiramo
tudi z ortogonalno kromatografsko metodo RP-HPLC. 1z primerjave rezltatov je razvidno,
da je delez doloCenih deamidiranih oblik med analizama RP-HPLC in CE-HPLC
primerljiv med razli¢nimi pogoji testiranja za vse konjugate.
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Slika 44: Primer kromatografskega profila CE-HPLC konjugatov pri razli¢nih temperaturah hranjenja po 7

tednih za konjugat P1 (5£3 °C, 25 °C in 40 °C)

Figure 44: Example of the CE-HPLC chromatogram for the conjugat P1 after 7 weeks storage at different

temperatures (543 °C, 25 °C and 40 °C)

Preglednica 40: Necistote (kisle oblike) - konjugat P1
Table 40: Impurities (acidic variants) - P1

Tocka Pogoji hranjenja
testiranja 5+£3 °C 25°C 40 °C
[teden] Nectistote [%]

0 1,0

1 1,1 1,2 2,0

2 1,2 1,2 2,5

4 1,2 2,0 3.9

7 1,1 2,2 5,7

Preglednica 41: Necistote (kisle oblike) - konjugat P2
Figure 41: Impurities (acidic variants) - P2

Pogoji hranjenja

Tocka

testiranja 5+£3 °C 25°C 40 °C
[teden] Necistote [%]

0 0,8

1 0,9 0,9 1,6

2 0,9 1,0 2,4

4 1,0 1,7 34

7 0,9 1,8 5,3
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Preglednica 42: Necistote (kisle oblike) - konjugat P3

Table 42: Impurities (acidic variants) - P3

Pogoji hranjenja

Tocka
testiranja 5+£3 °C 25°C 40 °C
[teden] Negistote [%]
0 1,0
1 1,1 1,1 2,0
2 1,2 1,1 2,5
4 1,1 1,2 3,9
7 1,2 1,5 6,1
6'0 /
1
5,0 +|/ .,
~
4,0 —
gy
% 3,0 4

Slika 45: Graficni prikaz necistot (kislih oblik) - konjugat P1
Figure 45: Graphic presentation of impurities (acidic variants) - P1
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Slika 46: Grafi¢ni prikaz necistot (kislih oblik) - konjugat P2
Figure 46: Graphic presentation of impurities (acidic variants) - P2
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Slika 47: Grafi¢ni prikaz necistot (kislih oblik) - konjugat P3
Figure 47: Graphic presentation of impurities (acidic variants) - P3
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Vpliv oksidacije

Konjugate P1, P2 in P3 smo izpostavili 3% raztopini vodikovega peroksida (poglavje
3.2.4) ter jih nato analizirali z metodo RP-HPLC, s katero smo detektirali oksidirane
oblike. Zaradi razlik v hidrofobnosti so se oksidirane oblike eluirale pred vrhom konjugata.
Vrednotili smo jih kot povrSinski odstotek. Rezultati so prikazani v preglednici 43. Iz
rezultatov je razvidno, da so vsi konjugati izrazito obcutljivi na oksidativni stres, saj so se
v danih pogojih skoraj v celoti razgradili. Razgradnja je dobro razvidna tudi iz primerjave
kromatogramov vzorcev izhodnih konjugatov in konjugatov, ki so bili izpostavljeni
oksidaciji (Slika 48, 49, 50).

Preglednica 43: Rezultati — vpliv oksidacije
Table 43: Results — oxidative stress

Vzorec SSN Ox Deam
[%]
P1 86,0 85,2 0,9
P2 84,9 84,4 0,5
P3 90,8 90,1 0,7
aw-
: — P1
o — P10x
-
A
2w
-
aw
: PEG-G-CSF
00-
ah) 1doo 11‘,(10 12‘,0} 13‘(10 14‘,03 15‘(10 161(1) 17‘,(10 18‘,(1) 1900
Cas (min)

Slika 48: Primerjava kromatogramov izhodnega in oksidiranega konjugata P1
Figure 48: Comparison of chromatograms of incoming conjugate and oxidized conjugate P1
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Slika 49: Primerjava kromatogramov izhodnega in oksidiranega konjugata P2
Figure 49: Comparison of chromatograms of incoming conjugate and oxidized conjugate P2
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Slika 50: Primerjava kromatogramov izhodnega in oksidiranega konjugata P3
Figure 50: Comparison of chromatograms of incoming conjugate and oxidized conjugate P3
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 OSNOVNA KARAKTERIZACIJA REAGENTOV POLIETILEN GLIKOLA

Derivatizacija reagentov PEG z razli¢nimi funkcionalnimi skupinami

Pri uporabi reagentov PEG za modifikacijo proteinov je Ccistost reagenta ena
najpomembnejSih karakteristik reagenta. PEG nima absorpcijskih lastnosti in analitika s
klasicnimi detektorji, kot sta detektor UV in detektor za zaznavanje fluorescence,
praviloma ni mogoca. Mogoc€a je le v primeru, ko funkcionalne skupine reagenta
absorbirajo v UV.

Nereaktivne necistote lahko zaznamo samo z detektorji, ki zaznavajo UV-nevidne delce.
Taka detektorja sta Corona in detektor za zaznavanje sprememb v lomnem kolic¢kinu (RI).
Detektor Corona je primeren za analitske metode, ki v mobilnih fazah ne vsebujejo soli, saj
tudi sol zazna kot delec in je Sum ozadja prevelik, da bi iz njega izlocili signal analizirane
molekule. Primeren je torej za analize RP-HPLC. Z RP-HPLC smo uspeli dobro lo¢iti
necistote od glavnega vrha (Slika 5 - PEG-CHO in Slika 15 - PEG-MAL in PEG-NHS),
upostevati pa moramo, da s Corono zaznamo oboje, tako reaktivne kot nereaktivne
molekule. Da lo¢imo med njimi, potrebujemo dodatno informacijo. To dodatno infomacijo
lahko dobimo z derivatizacijo reagentov, o kateri bomo govorili v nadaljevanju.

Detektor RI je primeren zgolj za izokratske metode, saj mora biti referencna detektorska
celica ves Cas napolnjena z identi¢no sestavo mobilne faze kot je mobilna faza, ki potuje
skozi merilno celico. Detektor RI bi lahko uporabli za analize reagentov s SE-HPLC,
vendar se za to analizo za doloCanje deleza necistot nismo odlocili. SE-HPLC locuje
molekule zgolj po razlikah v velikosti, uspesno bi torej lahko locili zgolj necistote z
bistveno vecjo ali bistveno manjSo velikostjo od reagenta PEG. V nasprotju s SE-HPLC
nam je za na$ namen metoda RP-HPLC dala ve¢ informacij. RP-HPLC lo¢uje molekule po
hidrofobnosti. Bistveno vecje ali bistveno manjSe molekule od reagenta PEG imajo
razli¢no hidrofobnost in se na reverzni fazi dobro locijo, poleg tega pa se na reverzni fazi
dodatno lahko lo¢ijo enako velike molekule, ki se med seboj razlikujejo po hidrofobnosti.
Prisotnost nereaktivnih necistot sicer ne predstavlja tezav, saj zaradi odsotnosti
funkcionalne skupine ne more priti do reakcije s proteinsko molekulo. DeleZ nereaktivnih
molekul bi bil pomemben zgolj v primeru, da bi predstavljal znaten delez in bi bilo
potrebno v pegilacijskih meSanicah povecati prebitke reagenta. Reaktivne necistote se
zaradi prisotne funkcionalne skupine tekom pegilacijske reakcije vezejo na protein in tako
predstavljajo procesne necistote v kon¢nem izdelku.

Za dolocanje deleza reaktivnih necistot potrebujemo analitske metode, ki zaznajo
prisotnost funkcionalne skupine. V primeru aldehidnih reagentov PEG je nujna
derivatizacija, saj skupina CHO ne absorbira. Aldehidne reagente smo uspesno
derivatizirali s para-aminobenzojsko kislino (PABA). Iz primerjave kromatogramov
Corona in UV (Sliki 5 in 6) vidimo, da sta od treh glavnih necistot, ki ju vidimo na
kromatogramu Corona, reaktivni necistoti samo dve. Z integracijo kromatograma UV
lahko dolo¢imo delez reaktivnih necistot v reagentu.
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S PABA smo poskusali derivatizirati tudi reagente NHS, vendar poskus ni bil uspesen
(Slika 7). Skupina NHS v vodnih medijih zelo hitro razpada in predvidevali smo, da je to
vzork slabe derivatizacije v poskusu #1. V poskusu #2 smo zato derivatizacijo izvedli v
DMSO, vendar je bila povsem neuspeSna - na kromatogramu UV nismo zaznali vrhov.
Nadaljevali smo s poskusi derivatizacije reagenta NHS z dvema fluoresceinoma, 6-
aminofluoresceinom in izoaminofluoresceinom. Z obema molekulama je do derivatizacije
prislo, vendar je bil signal glavnega vrha tako §ibek, da nismo zaznali nobene necistote in
smo sklepali, da se je derivatiziral le majhen delez molekul.

Reagente PEG-MAL smo poskusali derivatizirati z merkaptopropionsko kislino (MPA),
DTNB in fluoresceinom SAMSA. Reagentu PEG-MAL se je po vezavi MPA absorbanca
znizala, ter po vezavi DTNB ali fluoresceina SAMSA povecala. Derivatizacija z MPA ni
primerna za analitiko reagentov PEG-MAL. DTNB in SAMSA pa sta reagentu PEG-MAL
signal ojacala premalo, da bi zaznali necistote.

Ob pregledu kromatogramov nederivatiziranih vzorcev smo ugotovili, da funkcionalna
skupina reagenta PEG-MAL nudi dovolj mocen signal v UV, da za analizo cistosti
derivatizacije ne potrebujemo (Slika 16). Na kromatogramu, posnetem z detektorjem
Corona, vidimo, da smo z analizo RP-HPLC uspeli dobro lociti necistote od glavnega vrha.
Na kromatogramu, posnetem v UV pa vidimo, da sta obe loceni necistoti reaktivni
necistoti. Z integracijo kromatograma UV lahko za reagente PEG-MAL neposredno
dolo¢imo delez reaktivnih necistot.

Tudi kromatogram reagenta PEG-NHS, posnet z detektojem Corona, kaze, da smo z
analizo RP-HPLC uspeli dobro lociti necistote od glavnega vrha in tudi funkcionalna
skupina NHS absorbira v UV. Najverjetneje je mozno tudi PEG-NHS analizirati
neposredno, brez predhodne derivatizacije, je pa signal je v primerjavi z maleimidno
skupino bistveno SibkejSi (Slika 15). Zagotovo je delno vzrok temu hitro potekajoca
hidroliza skupine NHS v vodnih medijih. Signal na kromatogramu UV v nasem poskusu je
presibek, da bi zaznali necistote. Za zagotovitev ustrezno visokegaga signala, bi lahko Se
testirali naslednje: vecji nanos vzorca, priprava (raztapljanje) vzorca tik pred injiciranjem,
raztapljanje vzorca v DMSO namesto v vodnem pufru.

Karakterizacija reagentov PEG razli¢nih velikosti

Analiza RP-HPLC z detektorjem Corona je ustrezna za analizo Sirokega razpona
molekulskih mas reagentov PEG. Metoda omogoc¢a dobro lo¢evanje reagentov po velikosti
in dobro loCevanje necistot. V primeru aldehidnih reagentov bi z enako metodo lahko
dolocali tudi delez reaktivnih necistot - reagente bi derivatizirali s PABA ter namesto
detektorja Corona uporabili detektor UV.

Retenzijski Casi ene od necistot posameznih reagentov nakazujejo, da morda zaznamo
necistote oznacene s puscico, ki ustrezajo dvakratni velikosti reagenta (Slika 51). Ujemanje
retenzijskih ¢asov sicer ni zelo dobro, vendar je vzrokov za to lahko ve¢. Slabo ujemanje
retenzijskih ¢asov je lahko posledica dejstva, da so molekulske mase reagentov 10 kDa, 20
kDa in 30 kDa samo priblizno 10 kDa, 20 kDa oziroma 30 kDa. Za te reagente nimamo na
voljo certifikatov proizvajalcev o to¢nih molekulskih masah, razlike v molekulskih masah
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pa moc¢no vplivajo na hidrofobnost molekul in s tem na retenzijski ¢as. Da reagenti PEG
vsebujejo necistote z vecjo molekulsko maso, smo potrdili z analizo SE-HPLC-RI, s katero
smo dolo¢ili tudi molekulske mase tako glavnega vrha kot necistot. Rezultati so prikazani
v nadaljevanju.
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Slika 51: Necistote reagentov PEG razli¢nih velikosti
Figure 51: Impurities of PEG reagents of different sizes

Molekulske mase reagentov smo dolocili z metodo SE-HPLC na dva nacina: neposredno z
detekcijo sipanja svetlobe (MALS) in posredno s pomocjo umeritvene krivulje (RI). Slika
52 prikazuje razlike v intenziteti odziva za reagente PEG razli¢nih velikosti. Sipanje
svetlobe je odvisno od velikosti delcev in vec¢je molekule svetlobo sipajo mocneje, zato pri
vecjih molekulah pri enakem nanosu zabelezimo mocnejsi signal. Kot smo pokazali pri
rezultatih smo ustrezne in primerljive rezultate molekulskih mas izmerili pri 200 in 500 pg
nanosih, kar pa je za kolono SE-HPLC, ki smo jo uporabili, izjemo velik nanos.
Predvidevamo, da je ta izjemna velikost nanosa tudi vzrok, da oblika vrhov ni vec
simetri¢na, pri vseh reagentih opazimo ramo na desni strani glavnega vrha. Na dolo¢anje
molekulskih mas to ne vpliva, saj program oceni velikost populacije vseh delcev v
posameznem vrhu. Nesimetri¢ni vrhi so nastali tudi pri 100 pg nanosih. Ce primerjamo
sliko 52 s sliko 18, kjer smo na isti kromatografski koloni analizirali 40 pg nanose
derivatiziranih 30 kDa reagentov PEG, vidimo, da je kromatografska locba reagentov pri
nizjih nanosih ustrezna in vrhovi simetri¢ni.
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Slika 52: Razlike v odzivu sipanja svetlobe (MALS) za reagente PEG razli¢nih velikosti pri enakem nanosu
Figure 52: Differences in MALS signal intensities of different sizes of PEG reagents at eaqual loads

Slika 52 podobno kot slika 53 prikazuje necistote reagentov PEG razli¢nih velikosti, tokrat
z locbo SE-HPLC in detekcijo RI. Necistote, oznacene s puscico, po potovanju ustrezajo
priblizno dvakratni masi velikosti reagenta, kar potrjujejo tudi izmerjene molekulske mase
(Preglednica 17).
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Slika 53: Necistote HMW reagentov PEG razli¢nih velikosti
Figure 53: HMW impurities of PEG reagents of different sizes
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Molekulske mase reagentov, dolocene z metodama MALS (neposredno) in RI (umeritvena
krivulja), so primerljive (Preglednici 16 in 17). Najvecje odstopanje, 2,0 kDa, smo
izracunali pri 60 kDa reagentu. Odstopanja so: 10 kDa reagent - 0,2 kDa (10,1 kDa, 10,3
kDa), 20 kDa reagent - 1,2 kDa (20,1 kDa, 21,3 kDa), 30 kDa reagent - 1,2 kDa (30,4 kDa,
31,6 kDa), 40 kDa reagent - 0,1 kDa (37,3 kDa, 37,4 kDa), 45 kDa reagent - 1,1 kDa (42,0
kDa, 40,9 kDa) in 60 kDa reagent - 2,0 kDa (56,9 kDa, 54,9 kDa).

Rezultati metode SE-HPLC-RI z uporabo umeritvene krivulje so bolje ponovljivi kot SE-
HPLC-MALS. Metoda SE-HPLC-RI omogoca enostavno in hitro kontrolo velikosti
reagentov PEG, medtem ko metoda RP-HPLC z detektorjem Corona omogoc¢a enostavno
in hitro lo¢evanje necistot po hidrofobnosti. Kot smo pokazali v poglavju 4.2.1, pa enaka
metoda RP-HPLC z uporabo detektorja UV omogoca tudi enostavno in hitro dolo¢anje
deleza reaktivnih necistot za derivatizirane aldehidne reagente PEG.

5.2 PRIMERJAVA KAKOVOSTI REAGENTOV PEG IN KAKOVOSTI
KONJUGATOV

Reagent PEG po vezavi na protein predstavlja znaten del ucinkovine, zato je njegova
kakovost pomemben del kakovosti kon¢nega konjugata. Iz preglednice 44 je razvidno,
kateri 30 kDa aldehidni reagent PEG je sestavni del dolo¢enega konjugata PEG-G-CSF.

Preglednica 44: Reagenti PEG in pripadajoci konjugati
Table 44: PEG reagents and its conjugates

Reagent PEG Konjugat

PEG 1 Pl
PEG 2 P2
PEG 3 P3

Cistost reagenta PEG lahko neposredno vpliva na Cistost konjugata, saj se reaktivne
necistote lahko vezejo na protein. V preglednici 45 je prikazana primerjava Cistosti RP-
HPLC reagentov PEG (delez reagenta PEG z aktivno funkcionalno skupino glede na
prisotne raktivne necistote) in Cistosti pripadajoCih reakcijskih meSanic in konc¢nih
konjugatov (deleZ monopegiliranega proteina).

Preglednica 45: Reagenti PEG, reakcijske meSanice in pripadajo¢i konjugati
Table 45: PEG reagents, reaction mixtures and their conjugates

PEG Cistost [%)] Re%kcgska Cistost [%] Konjugat Cistost [%)]
meSanica

PEG 1 99,0 RM P1 71,1 P1 97,7

PEG 2 97,7 RM P2 66,4 P2 97,9

PEG 3 96,8 RM P3 64,1 P3 96,0
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Z metodo RP-HPLC smo dolocili najvecjo Cistost reagentu PEG 1, zaporedno sta sledila
PEG 2 in PEG 3. Sorazmerno se je kakovost reagentov PEG odrazala tudi v Ccistosti
reakcijskih mesanic (RM) konjugatov v procesu pegilacije. Najvecjo Cistost oziroma delez
monopegiliranega proteina smo dolo¢ili RM konjugata P1, sledila je meSanica konjugata
P2 in nato konjugata P3. Prav tako je iz primerjave kromatografskega profila
derivatiziranih reagentov PEG, reakcijskih meSanic in konjugatov (Slika 54) razvidno, da
sta profila reagentov PEG 2 in PEG 3 primerljiva, kot sta tudi primerljiva profila RM P2
in P3 ter konjugata P2 in P3. Povsod opazimo povefan delez necistot, ki se eluirajo za
glavnim vrhom (oznaceno s puscico). Da je prisotnost teh necistot v reakcijskih meSanicah
in kon¢nih konjugatih povezana s kakovostjo reagenta PEG, dokazujejo kromatogrami
PEG 1 ter RM P1 in P1. V reagentu PEG 1 je tovrstnih necistot bistveno manj, posledi¢no
skoraj ne zaznamo v RM P1 in jih je bistveno manj v konjugatu P1.
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Slika 54: Kromatogrami RP-HPLC reagentov PEG, reakcijskih meSanic in njihovih konjugatov
Figure 54: RP-HPLC chromatograms of PEG reagents, reaction mixtures and their conjugates

Identitete necistot, ki se eluirajo za glavnim vrhom reagentov PEG, nismo potrjevali.
Najverjetneje pa gre za molekule PEG z vecjo molekulsko maso. Pri proizvodnji reagentov
med polimerizacijo zaradi prisotnih sledi vode nastaja tudi PEG diol, ki zaradi
polimerizacije na obeh koncih lahko doseze precej ve¢jo molekulsko maso od nacrtovane
(Roberts in sod, 2002). Ce so v reagentih PEG prisotne tovrstne molekule z aktivno
funkcionalno skupino, se lahko vezejo na protein. V reagentih PEG 1, PEG 2 in PEG 3
smo preverili prisotnost snovi z ve¢jo molekulsko maso z uporabo metode SE-HPLC in
zaznali 5 - 6% tovrstnih molekul (rezultati v poglavju 4.2.3.2).

Delez aktivnega reagenta PEG smo dolo¢ili tudi z analizo AE-HPLC. Od zgoraj omenjene
analize RP-HPLC se razlikuje v tem, da smo z RP-HPLC zaznali samo molekule z aktivno
funkcionalno skupino (reaktivne necistote in reaktivni PEG), z AE-HPLC pa smo zaznali
tako aktivne kot neaktivne molekule in rezultat terminalne aktivnosti predstavlja celokupen
delez molekul z aktivno funkcionalno skupino glede na delez neaktivnih molekul. Rezultati
so prikazani v preglednici 46. Najvecji delez aktivnih funkcionalnih skupin (terminalno
aktivnost) smo dolocili reagentu PEG 2. Ne glede na rezultate za terminalno aktivnost, ki
vpliva na izkoristek pegilacije, smo najvecjo Cistost oziroma deleZ monopegiliranega
proteina doloc¢ili RM konjugata P1. Kaze, da bi na ta rezultat lahko vplivalo dejstvo, da
Rezultati Cistosti oziroma deleza monopegiliranega proteina v RM kazejo, da stopnja
terminalne aktivnosti ne vpliva bistveno na konverzijo, kar lahko razlozimo z dejstvom, da
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v pegilacijski reakciji uporabimo 3-kratni prebitek reagenta PEG, ki je oCitno zadosten za
kompenzacijo nizje stopnje funkcionalizacije.

Preglednica 46: Cistost in terminalna aktivnost reagentov PEG
Table 46: Purity and terminal activity of PEG reagents

PEG [(‘?;:]tost "l[";l;;ninalna aktivnost
PEG 1 99,0 93
PEG 2 97,7 96
PEG 3 96,8 78

Poleg razlik v necistotah reagentov PEG je na kromatogramih RP-HPLC med reagenti
PEG viden tudi zamik v retenzijskih ¢asih. Enak trend je opazen pri retenzijskih ¢asih RP-
HPLC konjugatov (Slika 55). Opazene razlike v retenzijskih Casih so posledica razlik v
molekulski masi reagenta, molekulska masa reagenta PEG pa direktno vpliva na
molekulsko maso konjugata. KrajSe molekule PEG imajo krajsi ¢as zadrzevanja na RP-
HPLC kot daljse molekule, enako velja za konjugate s krajSimi molekulami PEGa v
primerjavi z daljSimi. Dolo¢ili smo, da je molekula reagenta PEG 3 in konjugata P3 najbolj
hidrofilna (najkrajSi PEG) in najbolj hidrofobna sta reagent PEG 1 in konjugat P1. Na
kromatogramih RP-HPLC so vidne tudi razlike v Sirinah vrhov. Sirina vrhov reagentov
PEG 1 in PEG 2 je primerljiva, medtem ko je Sirina vrha reagenta PEG 3 opazno vecja.
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Slika 55: Kromatogrami RP-HPLC PEG 1 in P1, PEG 2 in P2, PEG 3 in P3
Figur 55: RP-HPLC chromatograms of PEG 1 and P1, PEG 2 and P2, PEG 3 and P3
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Sirina vrhov na kromatogramih RP-HPLC je povezana s polidisperznostjo reagentov PEG.
Rezultati so prikazani v preglednici 47. Ugotovili smo, da ima reagent PEG 3 slabSo ($irSo)
porazdelitev molekulske mase (polidisperznost) v primerjavi z reagentoma PEG 1 in PEG
2, kar se neposredno odraza na polidisperznosti konjugatov, saj so rezultati
polidisperznosti konjugatov identi¢ni. Rezultatov DLS ne moremo direktno primerjati z
rezultati polidisperznosti, dolo¢ene z uporabo metode SE-HPLC-RI, potrjujejo pa vecjo
polidisperznost PEG 3 in P3.

Preglednica 47: Polidisperznost reagentov PEG in konjugatov
Table 47: Polydispersity of PEG reagents and conjugates

PEG E(I)lidisperznost Konjugat ﬁ(l)lidisperznost DLS [%]
PEG 1 1,04 P1 1,04 20
PEG 2 1,04 P2 1,04 20
PEG 3 1,06 P3 1,06 50

Rezultati molekulskih mas so prikazani v preglednici 48, detekciji RI in UV/RI/MALS pri
analizi SE-HPLC dajeta primerljive rezultate za velikost reagentov PEG, obe sta potrdili
najvecjo molekulsko maso PEG 1, sledi velikost PEG 2 in nato velikost PEG 3. S temi
rezultati smo potrdili, da je razlika v retenzijskih ¢asih reagentov PEG in konjugatov na
kromatogramih RP-HPLC posledica razlik v molekulski masi reagentov: PEG 3 in P3 se
pri analizi RP-HPLC eluirata najhitreje, saj je ta PEG najkrajsi.

Preglednica 48: Molekulska masa reagentov PEG in konjugatov
Table 48: Molecular mass of PEG reagents and conjugates

Molekulska masa Celokupna molekulska masa
PEG [kDa] Konjugat [kDa]

RI UV/RI/MALS RI UV/RI/MALS
PEG 1 31,5 30,8 P1 25,7 48,31
PEG 2 30,0 28,9 P2 24,0 46,10
PEG3 28,9 28,1 P3 23,4 45,71

Celokupne molekulske mase, izmerjene z uporabo metode SE-HPLC in detekcijo
UV/RI/MALS, so znotraj pricakovanj. Rezultati celokupne molekulske mase konjugatov,
dolo¢ene z uporabo metode SE-HPLC in detekcije RI (Preglednica 48), pa mocno
odstopajo od dejanske molekulske mase konjugatov, ki je okoli 50 kDa (18,8 kDa protein
in 30 kDa PEQG). Z detektorjem RI smo izmerili priblizno pol manjSo molekulsko maso.
Nizke vrednosti izmerjenih molekulskih mas konjugatov so ob uporabi PEG standardov
povsem pricakovane. Pri analizi SE-HPLC konjugati tudi dejansko potujejo kot manjSe
molekule v primerjavi s potovanjem standardov PEG. Reagenti PEG so linearne molekule
in predvidevamo, da v raztopini zavzamejo bistveno vec¢ji hidrodinamski radij, kot proteini
oziroma konjugati, kjer je proteinski del globularen. To predpostavko potrjuje tudi
kromatografsko vedenje rhG-CSF: kljub velikosti 18,8 kDa se je eluiral bistveno pozneje
kot najmanjsi standard PEG (4 kDa). Dolo¢anje molekulskih mas z metodo SE-HPLC
zahteva uporabo umeritvenih krivulj. Za analizo konjugatov PEG-protein niso primerni ne
proteinski standardi kot tudi ne standardi PEG. Znano je namre¢, da vsaka etilenoksidna
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enota PEG veze ve¢ molekul vode, zaradi Cesar se zelo povecata molekulska masa in
hidrodinamski volumen. Basu in sod. (2006) navajajo, da reagenti PEG zavzemajo 5 do
10-krat vecji volumen kot protein z enako nominalno molekulsko maso. Tudi Kusterle in
sod. (2008) porocajo, da se tri razlicne molekule (PEG, konjugat PEG-protein in protein) s
priblizno enako molekulsko maso 40 kDa izrazito lo¢ijo z uporabo metode SE-HPLC. Kot
najvecja molekula se eluira PEG, sledi konjugat PEG-protein in kot najmanjsi protein.

Primer kromatograma za PEG 1 in P1 je prikazan na sliki 56. Kromatografsko vedenje
PEG 2/P2 in PEG 3/P3 je primerljivo.
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Slika 56: Kromatografsko vedenje PEG 1, P1 in G-CSF na SE-HPLC z detektorjem RI
Figure 56: Chromatographic behaviour of PEG 1, P1 and G-CSF on SE-HPLC with RI detector

V rezultattih smo Zze omenili presenetljiv rezultat SE-HPLC stabilitetnih vzorcev
konjugatov P1, P2 in P3 in tekom raziskave vzroka smo ugotovili, da je zamrzovanje (in
odmrzovanje) induciralo dimerizacijo konjugatov: povecan delez HMW (dimer) smo
opazili v vseh vzorcih, ki smo jih do analize hranili zamrznjene in v nobenem od vzorcev,
ki smo jih do analize hranili na 5+3 °C. To nas je presenetilo, saj ne znamo razloziti, zakaj
bi se konjugati rhG-CSF s pripetim 30 kDa reagentom PEG obnasali drugace kot konjugati
rhG-CSF s pripetim 20 kDa reagentom PEG, s katerim podobne izku$nje nimamo. Naravo
dimer smo preverili z dodatkom detergenta Tween-80 na zamrznjenem/odmrznjenem
(Z/0O) konjugatu P1. Kromatografski profil zamrznjenega/odmrznjenega konjugata P1 z
dodatkom Tween (Z/O-Tween) pri analizi SE-HPLC je primerljiv vzorcu, ki ni bil
izpostavljen zamrzovanju. Tween je povzrocil disociacijo dimer (Slika 57).
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Slika 57: Kromatogrami konjugatov P1: nezamrznjen, Z/O in Z/O-Tween
Figure 57: Chromatograms of P1 conjugates: non-frozen , frozen/thawed and frozen/thawed-Tween

Z metodo SE-HPLC smo agregacijo ocenili samo na vzorcih, ki niso bili izpostavljeni
ciklu zamrzovanja in odmrzovanja (tocka 7 tednov). Pri vseh ostalih analizah je bilo
kromatografsko vedenje vseh vzorcev pricakovano in smo stabilnost lahko ocenili na vseh
vzorcih.

Analiza SE-HPLC z detekcijo MALS in FLD lepo pokaze dinamiko agregacije proteinskih
konjugatov pri povisanih temperaturah (Preglednice 34-36, Slike 37-39). Vrh HMW 1
vsebuje dimere in delez dimerov z viSanjem temperature ne narasca, poleg tega se narava
HMW 1 ne spreminja. Nara$cata pa delez HMW 2, poleg tega se z viSanjem temperature
spreminja njegova narava: velikost oligomerov je pri 40 °C vecja kot pri nizjih
temperaturah. HMW 3 je vrh, ki vsebuje agregate in njegov delez pri povecani temperaturi
bistveno naraste. Bistvenih razlik med agregacijo posameznih konjugatov po 7 tednih
nismo opazili, vsi trije konjugati so primerljivo stabilni oziroma primerljivo obcutljivi za
temperaturno inducurano agregacijo.

Pri deamidaciji nismo zaznali znatnih razlik med konjugati, ne z metodo RP-HPLC (Deam
%) kot tudi ne z metodo CE-HPLC (Necistote %). Pri vseh konjugatih pri ty zaznamo z
uporabo metode RP-HPLC okoli 2% in z metodo CE-HPLC okoli 1% deamidiranih
variant. Pri vseh konjugatih pri 7 tednih na 40 °C zaznamo z metodo RP-HPLC 10 — 11%
in z metodo CE-HPLC 5 — 6% deamidiranih variant. Razlike med rezultati med obema
metodama so posledica variabilnosti med posameznimi analitskimi metodami. Obe
uporabljeni metodi pa ponujata enak zakljucek: med konjugati ni razlik glede obcutljivosti
za deamidacijo.
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Preglednica 49: Delez deam. oblik stabilitetnih vzorcev pri ty in po 7 tednih na 40 °C
Table 49: Content of deamidated variants in stability samples at t, and after 7 weeks at 40 °C

Deam [%] Vsota necistot [%o]
Konjugat (RP-HPLC) (CE-HPLC)

to 7t 40 °C to 7t 40 °C
P1 2,0 10,7 1,0 5,7
P2 1,8 10,2 0,8 5,3
P3 1,9 10,0 1,0 6,1

Razlika med konjugati pa se je pokazala pri analizi RP-HPLC pri dolo¢anju oksidiranih
variant. Po 7 tednih hranjenja pri temperaturi 40 °C se delez oksidiranih oblik poveca v
vseh treh konjugatih, najmanj v P1 in primerljivo ve¢ v P2 in P3. Konjugat P3 Ze pri to
vsebuje nekoliko ve¢ oksidiranih variant. Tudi ta razlika morda kaze na vpliv kakovosti
reagenta PEG na stabilnost konjugatov. Rezultati oksidacije pri ty in po 7 tednih na 40 °C
so prikazani v preglednici 50.

Preglednica 50: Analiza RP-HPLC stabilitetnih vzorcev pri to in po 7 tednih na 40 °C
Table 50: RP-HPLC analysis of stability samples at tyand after 7 weeks at 40 °C

: Ox [%]
Konjugat 0 7t40 °C
P1 1,0 38
P2 1,0 6,6
P3 28 6,7

Ker so bili vsi trije konjugati, P1, P2 in P2, narejeni iz istega izhodnega proteina rhG-CSF,
bi teoreticno morali vsebovati primerljiv deleZz oksidiranih variant izhodnega proteina.
Dejstvo, da je ob ty v konjugatu P3 prisotnih ve¢ oksidranih oblik kaze, da se je delez
oksidacije povecal tekom pegilacijske reakcije. Predvidevamo, da pegilacijski reagent PEG
3 vsebuje necistote, ki povzrocajo oksidacijo proteina. Tovrstna necistota bi lahko bili
peroksidi.

Rezultati magistrske naloge potrjujejo temeljno izhodno hipotezo, da kakovost reagentov
polietilen glikola neposredno vpliva na kakovost proteinskih konjugatov. Cistost
(prisotnost reaktivnih necistot), molekulska masa in polidisperznost reagentov PEG se
neposredno odrazajo na cistosti, molekulski masi in polidisperznosti konjugatov. Nakazan
je tudi vpliv kakovosti reagentov PEG na stabilnost proteina, saj rezultati kazejo, da je
povecan delez oksidiranih oblik pri enem od konjugatov posledica necistot v reagentu
PEG.

Primerjava s podobnimi raziskavami drugih avtorjev je tezavna. Tovrstne raziskave znotraj
farmacevtske industrije seveda obstajajo, saj so kljuéne za wustrezno analitsko
karakterizacijo biofarmacevtskih zdravil tako tekom razvoja, kot tudi za nadzor ustrezne
kvalitete tekom proizvodnje. Ker pa izredno kakovostna analitska karakterizacija
predstavlja konkuren¢no prednost, je objava izsledkov tovrstnih raziskav temu primerno
omejena.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Kakovost reagentov PEG neposredno vpliva na kakovost pegiliranih ucinkovin, saj po
vezavi predstavljajo znaten delez ucinkovine. Posledi¢no je potreba po njihovi
karakterizaciji in poznavanju njihove kakovosti kljuénega pomena za razvoj in proizvodnjo
kakovostne, varne in uc¢inkovite pegilrane u¢inkovine.

Osnovni namen magistrskega dela je bila karakterizacija 30 kDa aldehidnih reagentov
polietilen glikola (PEG) in preucevanje vpliva njihove kakovosti na kakovost proteinskih
konjugatov. Kot modelni protein smo izbrali protein filgrastim (rhG-CSF), katerega
lastnosti so dobro znane. Zaradi nagnjenosti k agregaciji je dober kandidat za pegilacijo,
saj mu pripetje reagenta PEG znatno zviSa topnost in ga $€iti pred agregacijo. Na voljo so
reagenti PEG z razli¢nimi funkcionalnimi skupinami (aldehidna, maleimidna, NHS, itd.),
ki omogocajo mestno specificne in nespecifiéne konjugacije. Funkcionalno skupino
reagenta PEG izberemo glede na razpolozljivo aktivno skupino proteina. Za zagotovitev
ustrezne in ucinkovite primerjave kakovosti reagenta PEG in proteinskega konjugata smo
se odlocili za izvedbo specifi¢ne pegilacije, s katero smo se izognili vezavi reagenta PEG
na razlicna mesta na proteinu in posledi¢no razlicnemu obnasanju konjugatov. S tem
namenom smo izbrali tri linearne aldehidne reagente PEG dolzine 30 kDa (PEG 1, PEG 2
in PEG 3). Z vezavo reagentov PEG na amino skupino N-konca proteina smo pripravili tri
konjugate (P1, P2 in P3).

Izvedli smo karakterizacijo 30 kDa reagentov PEG. Dodatno smo dolocili lastnosti tudi
reagentom PEG razli¢nih velikosti in z razliénimi funkcionalnimi skupinami. PEG nima
absorpcijskih lastnosti in analitika s klasi¢nimi detektorji, kot sta detektor UV in detektor
za zaznavanje fluorescence, praviloma ni mogoca. Posledi¢no smo reagente PEG za te
analize predhodno modificirali. U¢inkovitost derivatizacije aldehidne (CHO), maleimidne
(MAL) in NHS funkcionalne skupine smo preverili z razli¢nimi snovmi, ki absorbirajo
(PABA, 6-aminofluorescein, izoaminofluorescein, DTNB, fluorescein SAMSA,
merkaptopropionska kislina). Aldehidne reagente smo uspe$no derivatizirali s PABA,
medtem ko smo ugotovili, da reagentov PEG s funkcionalnima skupinama NHS in MAL
predhodno ni potrebno derivatizirati, saj le-ti absorbirata UV. Karakterizacijo 30 kDa
reagentov PEG smo izvedli z metodami razli¢nih tipov detekcije RP-HPLC-UV/Corona,
SE-HPLC-RI, SE-HPLC-UV/MALS/RI in AE-HPLC-RI. Ugotovili smo, da sta reagenta
PEG 1 in PEG 2 kakovostno skoraj primerljiva, medtem ko je reagent PEG 3 nekoliko
slabse kakovosti.

Za oceno kakovosti proteinskih konjugatov pa smo primarno uporabili optimizirane
analitske kromatografske seperacijske metode z razli¢nimi tipi detekcije (RP-HPLC-FLD,
SE-HPLC-FLD, SE-HPLC-RI, SE-HPLC-UV/MALS/RI in CE-HPLC-FLD). Dodatno
smo jim spektrofotometricno dolocili Se vsebnost in hidrodinamski radij z analizo DLS.
Ugotovili smo, da sta konjugata P1 in P2 kakovostno skoraj primerljiva, medtem ko je
konjugat P3 nekoliko slabse kakovosti. Konjugate smo izpostavili Se razlicnim pogojem
hranjenja in procesu oksidacije. Konjugati so stabilni pri temperaturi hranjenja 5+3 °C, del
razgradnje je mozno zaslediti Ze pri temperaturi 25 °C, medtem ko je porast razgradnih
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produktov bistveno vecji pri temperaturi 40 °C. Vsi konjugati so pokazali tudi izrazito
obcutjivost na oksidativni stres.

Z metodo RP-HPLC smo dolocili najvecjo Cistost reagentu PEG 1, zaporedno je sledila
¢istost PEG 2 in PEG 3. Sorazmerno se je kakovost reagentov PEG odrazala tudi v ¢istosti
reakcijskih meSanic konjugatov v procesu pegilacije. Poleg razlik v necistotah reagentov
PEG je na kromatogramih RP-HPLC med reagenti PEG viden tudi zamik v retenzijskih
Casih, kar kaZe na razlike v njihovi molekulski masi. Enak trend je opazen pri retenzijskih
c¢asih RP-HPLC konjugatov. Opazene razlike v retenzijskih Casih so posledica razlik v
molekulski masi reagenta, molekulska masa reagenta PEG pa direktno vpliva na
molekulsko maso konjugata. Ugotovili smo, da sta molekuli reagenta PEG 3 in konjugata
P3 najbolj hidrofilni in molekuli reagenta PEG 1 in konjugata P1 najbolj hidrofobni. Na
kromatogramih RP-HPLC reagentov PEG so vidne tudi razlike v $irinah vrhov. Sirina
vrhov reagentov PEG 1 in PEG 2 je primerljiva, medtem ko je Sirina vrha reagenta PEG 3
opazno vedja. Sirina vrhov na kromatogramih RP-HPLC je povezana s polidisperznostjo
reagentov PEG. Rezultati so pokazali, da ima reagent PEG3 vecjo polidisperznost (slabso
(porazdelitev molekulske mase) v primerjavi z reagentoma PEG 1 in PEG 2, kar se
neposredno odraza na polidisperznosti konjugatov, saj so rezultati njihove polidisperznosti
identi¢ni.

Rezultati magistrske naloge potrjujejo temeljno izhodno hipotezo, da kakovost reagentov
polietilen glikola neposredno vpliva na kakovost proteinskih konjugatov. Cistost
(prisotnost reaktivnih necistot), molekulska masa in polidisperznost reagentov PEG se
neposredno odrazajo na Cistosti, molekulski masi in polidisperznosti njihovih konjugatov.
Nakazan je tudi vpliv kakovosti reagentov PEG na stabilnost proteinskega konjugata, saj
rezultati kazejo, da je poveCan delez oksidiranih oblik pri enem od konjugatov posledica
necistot v reagentu PEG.
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6.2 SUMMARY

The quality of the PEG reagents directly influences the quality of the pegylated active
ingredients, since after conjugation PEG represents a significant portion of the active
ingredient. Consequently the need for their characterization and knowing their quality is of
crucial importance for the development of a quality, safe and efficient pegylated active
ingredient.

The main purpose of the master study was to characterize 30 kDa aldehyde polyethylene
glycol reagents (PEG) and investigate the impact of their quality on the quality of the
protein conjugates. Protein filgrastim (rhG-CSF) was selected as a model protein, since its
properties are well known. Being prone to aggregation makes it a good candidate molecule
for pegylation, since PEG attachment significantly increases its solubility and protects it
from aggregation. PEG reagents with different functional groups are available (aldehyde,
maleimide, NHS, etc.) which enable site-specific and random conjugations. The functional
group is selected based on the available active group on the protein. To ensure an adequate
and efficient comparisson of PEG reagent and protein conjugate we decided to perform
site-specific pegylation. By this we avoided the random PEG attachments to different
protein sites and consequently we avoided the different behaviour of conjugates. We
selected three linear 30 kDa PEG aldehyde reagents (PEG 1, PEG 2 and PEG 3). By PEG
attachment to the N-terminal amino group of the protein we prepared three conjugates (P1,
P2 and P3).

We performed characterization of 30 kDa aldehyde PEG reagents. In addition we
performed the characterization of PEG reagents of different sizes and functional groups.
PEG has no absorption properties and the analytics by classic detectors, such as UV and
fluorescence detector, is in general not possible. For this reason PEG reagents were
modified prior such analysis. The derivatization efficiency of the aldehyde (CHO),
maleimide (MAL) in NHS functional groups was checked by different chromofors (PABA,
6-aminofluorescein, isoaminofluorescein, DTNB, SAMSA fluorescein, mercaptopropionic
acid). Aldehyde reagents were sucessfully derivatized with PABA. It was revealed that
NHS and MAL PEG reagents need no prior derivatization since both these functional
groups are UV-absorbing. The characterization of the 30 kDa aldehyde PEG reagents was
performed by RP-HPLC-UV/Corona, SE-HPLC-RI, SE-HPLC-UV/MALS/RI and AE-
HPLC-RI methods. It was demonstrated that PEG 1 and PEG 2 reagents are of almost
comparable quality while the quality of PEG 3 is somewhat inferior.

To evaluate the quality of protein conjugates optimized chromatographic separation
techniques with different types of detection were used (RP-HPLC-FLD, SE-HPLC-FLD,
SE-HPLC-RI, SE-HPLC-UV/MALS/RI and CE-HPLC-FLD). In addition we determined
the content of conjugates by spectrophotometry and their hydrodynamic radius by DLS. It
was demonstrated that P1 and P2 conjugated are of almost comparable quality while the
quality of P3 conjugate is somewhat inferior. The conjugates were also exposed to
different storage conditions and oxidation. The conjugates are stable at storage conditions
at 5 £ 3 °C, to some extent degradation can already be detected at 25 °C, while the increase
in degradation products is significantly higher at 40 °C. All conjugates also showed a
distinct sensitivity to the oxidative stress.
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Results from RP-HPLC analysis showed that PEG 1 reagent has the highest purity,
followed by the purity of PEG 2 and PEG 3. Proportionally, the quality of PEG reagents
was reflected in the purity of the conjugation reaction mixtures in the pegylation process.
In addition to the differences in the proportion of impurities present in the PEG reagents as
well the differences in the retention times (RT) of PEG reagents on the RP-HPLC
chromatograms were observed. The observed differences in RT are due to differences in
the molecular weight of the PEG reagents. PEG molecular weight directly influences the
molecular weight of the conjugate. The molecules of PEG 3 reagent and conjugate P3 are
the most hydrophilic and the molecules of PEG 1 reagent and conjugate P1 are the most
hydrophobic. In the RP-HPLC chromatograms the differences in the peak width between
PEG reagents were observed as well. The peak widths of the PEG 1 and PEG 2 reagents
are comparable while PEG 3 has a clearly wider peak width. The polydispersity of PEG
reagents is related to the peak width on RP-HPLC chromatograms. The results showed that
the molecular weight distribution of the PEG 3 reagent is broader (higher polydispersity) in
comparison to the PEG 1 and PEG 2 reagents, which is directly reflected in the
polydispersity of the conjugates, since the polydispersity results of the conjugates are
identical.

The results of the master study confirmed our core hypothesis that the quality of the
protein conjugates is directly affected by the quality of the PEG reagents. Purity (the
presence of reactive impurities), molecular weight and polydispersity of the PEG reagents
are directly reflected in the purity, molecular weight and polydispersity of their conjugates.
The impact of the PEG reagents quality on the protein stability is also indicated, since the
results have shown that impurities present in PEG reagent have caused the increased
proportion of oxidized variants in one of the conjugates.
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