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Razvoj analiznih metod za (sirotkine) proteine

» Vrednotenje uspesnosti izolacije in CisCenja, razvoj formulacij,
vrednotenje stabilnosti ... > analitska podpora

» Proteini: kompleksna struktura in Fi-Ke lastnosti, nestabilnost 2
kompleksen in ve€plasten analizni pristop
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Razvoj RP-HPLC metode za Lf

Kolone Mobilna faza Pretok T kolone Gradient
Osnova 0,6-1,2 mL/min 30-80 °C Za elucijo Lf:
/ \ 36-39 % ACN
Zorba BIOSheII
C18 \HZO ACN ¥
Y
Protein BjoZen Aditivi
C4 C8 / \
NaCl TFA

0,0-0,5M 0,03-0,1 %

1. stopnja 2. stopnja 3. stopnja

Optimizacija oblike Stresni vzorci - locba Dodatna optimizacija

kromatografskega vrha Lf od razpadnih metode na izbrani
za Lf produktov koloni




Primer razvoja - kolona Protein C4

Kolone

BIOSheII
C18

Zorba

Protein BjoZen
C4 C8

0,0-0,5 M

Mobilna faza

Osnova

/N

H,0  ACN,

Y
Aditivi

YN\

TFA
0,03-0,1 %

NacCl

Pretok T kolone Gradient
0,6-1,2 mL/min 30-80 °C Za elucijo Lf:
36-39 % ACN
0,1 % TFA

0,05 % TFA

0,03 % TFA

T T T T T T T T T T T T
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0,03 % TFA in 0,5 M NaCl
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T
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T
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[ BioZen C8 é]

Zorbax C3 €

Primerjava
RP-HPLC kolon

BIOShell C18 «

. Protein C4 <




Razvoj RP-HPLC metode za Lf

Kolone Mobilna faza Pretok T kolone Gradient
/ \ Osnova 0,6-1,2 mL/min 30-80 °C Za elucijo Lf:
/ \ 36-39 % ACN
Zorbax BlOShell
C3 cig H0 ACN, l
Y - —
: . Aditivi : o PocCasen gradlentnl]
Prc():t:m B.%ZSen / IIV\ (1,0 mL/min] [ orogram
NaCl TFA 0,0 20
0,0-0,5M 0,03-0,1 %, T
Y 5,0 36
[ 0,1 % TFA v H,0 ] — T &
0,1 % TFA v ACN S
9,8 50
12,0 50
v Pri stresnih vzorcih zaznamo do 3 razpadne produkte. 121 20
16,0 20

v Metodo smo validirali v skladu s smernico ICH Q2(R1).



Kromatogrami stresnih vzorcev (RP-HPLC)

|zolat Lf |zdelek z Lf

mAU mAU

'l RP-HPLC | 50 - RP-HPLC
100 | 1
1 40 ﬁ
— 7 ‘\\
07 ‘ Laktoferin
Laktoferin | 1
| “ 30i \
80 | Razpadni produkt 2
20{ \
40 — “ _
Razpadni produkt 1 1 | Razpadni produkt 3
10 - |
20 | Razpadni produkt 2 ] % /
il o{ ) 7
6 | s | 10 | " min 0 2.5 5 7.5 10 125 15 min
Vzorec izolata Lf, ki je bil razli¢no dolgo ¢asa (0-4 h) Vzorec komercialno dostopnih kapsul z Lf, ki je bil
izpostavljen povisani temperaturi (T = 60 °C) razlicno dolgo ¢asa (0-1 h) izpostavljen povisani

temperaturi (T = 60 °C)




Razvoj SEC-HPLC metode za Lf

Koloni Pretok Mobilna faza T kolone

/ \ 0,5-1,0 mL/min Fosfatni pufer 15-45 °C

BioSep XBridge

TR cpufra cNaCI

E pH = 7 in brez NaCl
100—; pH
50£

0
. 0 2.‘5 5‘ 7.‘5 lb 12‘.5 1‘5 17‘.5 min

E pH=6in 0,15 M NaCl

00 —

50 M

0

; Y R T T T

E pH = 7 in 0,15 M NaCl
00 4

0 /!
0

Y T T T T

E pH = 7in 0,3 M NaCl
00 4

0
AUEJ Y T N N T T T T
" pH = 7 in 0,5 M NaCl
100 - Koncna metoda
50%
0 |
0 2.‘5 5‘ 7.‘5 lb 12‘.5 1‘5 17‘.5 min




Razvoj SEC-HPLC metode za Lf

Koloni

/N

BioSep [ XBridge |

Pretok

0,5-1,0 mL/min

|

[0,86 mL/min]

1007

80+

G0

Kolona XBridge

Laktoferin

\

Agregati

Fragmenti

Kolona BioSep

Laktoferin

/

Mobilna faza

Fosfatni pufer

£ TN

pufra cNaCI

l l

[200 mm | 100 mMm |

AA

T kolone

15-45 °C

25 °C




Razvoj SEC-HPLC metode za Lf

Koloni Pretok Mobilna faza T kolone

/ \ 0,5-1,0 mL/min Fosfatni pufer 15-45 °C

BioSep [ XBridge |

f CNaci
10,86 mL/min | Tra 1 25 °C
[200 mm | 100 mMm |
6.8

v Z metodo lahko zaznamo agregate in fragmente Lf.
v Metodo smo validirali v skladu s smernico ICH Q2(R1).
v Komplementarna metoda.

x Slabsa kot RP-HPLC metoda z vidika validacijskih parametrov, vpliva medija
na odziv in zahtevnejsega rokovanja s kolono.



Razvoj IEC-HPLC metode za Lf

Kolona Mobilna faza Pretok T kolone Gradient
Sibki kationski Vezavni in 0,6-0,8 mL/min 25 in 35 °C
izmenjevalec (COOH) elucijski pufer l l
\4
L Hiter linearen l
[0,7 mL/min] 25 °C gradientni program
(CiMAC ] T

Vrsta pufra CNacl 0,0 0
0,5- 1 5 M =1

{ O 2,5 100

i 3,5 100
Fosfatni| Tris m " -
6,0 0

A: 50 mM PB, pH = 8,0 ]
B: 50 mM PBin 1,5 M NaCl, pH = 8,0




Razvoj IEC-HPLC metode za L

Kolona Mobilna faza Pretok T kolone
Sibki kationski Vezavni in 0,6-0,8 mL/min 25 in 35 °C
izmenjevalec (COOH) elucijski pufer l l
10,7 mL/min| 25 °C
[ ciMAC | |
Vrsta pufra CNacl " 1 lzolat Lf
0,5- 1 S M

|Fosfatn|| Tr|s i

m

[ A: 50 mM PB, pH = 8,0 ]
B: 50 mM PBin 1,5 M NaCl, pH = 8,0

v Kratka metoda.
v Selektivno dolocanje Lf (in LPO) ob prisotnosti drugih sirotkinih proteinov.

f

Gradient

A4

f

Hiter linearen
radientni program

Laktoferin




Razvoj metod za izbrane sirotkine proteine

B-laktoglobulin x-laktalbumin Imunoglobulin G Goveji serumski

(B-LG) albumin (BSA)

mAU

140{
120—:
100—:
80 —|
60—:
40—:

20 —

Laktoferin Laktoperoksidaza

IEC-HPLC
x-LA (pl ~ 4,4)
] B-LG (pl ~ 5,4) Lf (pl 8-9)
7 / IgG (pl 5-8) /
LPO (pl ~ 9,6)

50{
40{
30{
20{

10

SEC-HPLC

Lf (~80 kDa)
x-LA (~14 kDa)
B-LG (~18 kDa)
IgG (~150 kDa)
LPO (~78 kDa)]
BSA (~66 kDa)




Razvoj metod za izbrane sirotkine proteine

B-laktoglobulin x-laktalbumin Imunoglobulin G Goveji serumski Laktoferin Laktoperoksidaza
albumin (B

mAU — mAU |
1| RP-HPLC
0 Lf 60 ]
50{ \ 50,: Lf
40{ - \ BSA
] BSA | Menjava kolone > /
30 V
20{ / 207:
0] . J& J
0] J J o]
3 ‘ ‘ ‘ ‘ 2.‘5 ‘ ‘ ‘ ‘ 5‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 7.‘5 ‘ ‘ ‘ ‘ lb ‘ ‘ ‘ ‘12‘.5 ‘ ‘ ‘ ‘ 1‘5 ‘min 6 ‘ ‘ ‘ ‘ 2.‘5 ‘ ‘ ‘ ‘ g ‘ ‘ ‘ ‘ 7.‘5 ‘ ‘ ‘ ‘ lb ‘ ‘ ‘ ‘12‘.5 ‘ ‘ ‘ ‘ 1‘5 ‘min




Razvoj metod za izbrane sirotkine proteine

B-laktoglobulin x-laktalbumin Imunoglobulin G Goveji serumski Laktoferin Laktoperoksidaza
albumin (BSA)

RP-HPLC 19G?

I Menjava kolo

I9G




Razvoj metod za izbrane sirotkine proteine

B-laktoglobulin x-laktalbumin Imunoglobulin G Goveji serumski Laktoferin Laktoperoksidaza
albumin (BSA)

mAU |

RP-HPLC

80 —

s B-LG

ﬁ LPO
0 | A AJ




2D-1LC

» Kompleksni vzorci? > Tezave z locbo > Resitev: 2D-LC?

mAU A mAU _|
| [SEC-HPLC | RP-HPLC
\
| \ 60 4
50 - | 1
I BSA ,
] 50 ]
40 - ]
Lf 20 ]
2 \ |
0] | LPO
0] LPO ]
207 “ ﬂl
] | i
104 10 ‘ ‘ g H
i w \ (“ \\
s RN |
E) 2‘ ‘ ‘ ‘ 1‘1 ‘ ‘ ‘ é ‘ ‘ | é 6 ‘ ‘ 2‘ ‘ ‘ 4 6 8 lb 12 14

Osnova za 1. dimenzijo 2D-LC metode

Osnova za 2. dimenzijo 2D-LC metode




1. dimenzija 2. dimenzija
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Aplikacija metod

» Vsebnost sirotkinih proteinov v razlicnih vzorcih
- Vrednotenje uspesnosti izolacije proteinov iz sirotke in postopkov CisCenja
- Vsebnost Lf v komercialno dostopnih prehranskih dopolnilih

mAU ]
| Vzorec po selektivni

.00 | Precipitaciji a-LA

o-LA

150 — /

100 4

50 —




Aplikacija metod

» Vsebnost sirotkinih proteinov v razlicnih vzorcih

- Vrednotenje uspesnosti izolacije proteinov iz sirotke in postopkov CisCenja

- Vsebnost Lf v komercialno dostopnih prehranskih dopolnilih

» Stabilnostne studije z Lf in

ostalimi sirotkinimi proteini
- Razlicne T
- Razlicne c Lf
- Razlicne serije izolatov in elucij

o}

0 h [%]

Vsebnost Lf glede na t
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Stabilnost razli¢nih serij izolata Lf pri 50 °C
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Aplikacija metod

» Vsebnost sirotkinih proteinov v razlicnih vzorcih
- Vrednotenje uspesnosti izolacije proteinov iz sirotke in postopkov CisCenja
- Vsebnost Lf v komercialno dostopnih prehranskih dopolnilih

» Stabilnostne studije z Lf in

ostalimi sirotkinimi proteini
- Razlicne T
- Razlicne c Lf
- Razlicne serije izolatov in elucij

o}
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Release (%)

Aplikacija metod

» Analitska podpora razvoju formulacije z Lf
- Vsebnost Lf vizhodnem materialu za izdelavo formulacij

- Vsebnost Lf v formulacijah z Lf (pelete, GR pelete,
mikrosfere)

- Koncentracija Lf po sproscanju

100

90 % _—

80

70 |

60
0r Plast z Lf
40 |
30
20 |
10|
0 e =

0 50 100 150 200 250 300
Time (min)

GR obloga




Aplikacija metod

» Stabilnostna studija - pelete z Lf: vpliv pogojev shranjevanja in
ovojnine na stabilnost Lf

120

~#=GR pelete + Alu-Alu, D
~#=-GR pelete + TK + Alu-Alu, D
~#-GR pelete + TK, D
~4-GR pelete, D
-#=GR pelete + TK + Alu-Alu, P
=@=-GR pelete + TK, P
«=GR pelete, P

Pelete brez GR + TK + Alu-Alu, P
~w-Pelete brez GR + TK, P
=¢==Pelete brez GR, P

Content of Lf [%]

GR = gastrorezistentna obloga

TK = trda kapsula

Alu-Alu = Alu-Alu ovojnina

P = pospeseni pogoji (40 °C, 75% RH)
D = dolgorocni pogoji (25 °C, 60% RH)

0 5'3 110 £S 2‘0 ZIS
t [weeks]
Patentna prijava (Grilc B., BjeloSevi¢ M., Roskar R., Osel N., Kristl A.,

Gasperlin M.): Farmacevtska formulacija z laktoferinom, za
ohranjanje zdravega ravnovesja Crevesne mikrobiote




Sklepi \ AKTIKA

» Razvoj ustrezne analizne metodologije je nujen za ovrednotenje
vsebnosti in stabilnosti sirotkinih proteinov

» Uporaba na stevilnih podrocjih v okviru projekta Laktika
» Objavljen raziskovalni ¢lanek

» Vlozena patentna prijava za razvito formulacijo z Lf

» Pogled naprej: LC-MS?

. 7
E pharmaceutics ﬁ\fl\l)fy

Article
Stability-Indicating Analytical Approach for Stability

Evaluation of Lactoferrin Pharmaceutical composition with [actoferrin for regulation

of healthy balance of human intestine microbiota

Nika Osel, Timeja Planinsek Parfant, Albin Kristl and Robert Roskar *

Authors: Blaz Grilc, Maja Bjelosevic, Nika Osel, Robert Roskar, Albin Kristl, Mirjana Gasperlin



HVALA ZA POZORNOST!

» Hvala soavtorjem in ostalim sodelujoCim pri projektu Laktika. ‘ AKTIK
» Zahvala gre tudi podjetju Labtim (2D-LC). I:Labtim

» Raziskava je bila financirana s projektom LAKTIKA - Frakcioniranje in
oplemenitenje sirotkinih proteinov ter izraba preostanka za oblikovanje novih
funkcionalnih zivil in prehranskih dopolnil (OP20.03521) Operativhega
programom za izvajanje evropske kohezijske politike v obdobju 2014-2020.



