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Proteinski agregati ostajajo ena izmed veéjih preprek v razvoju zdravilnih u¢inkovin.
Skoraj na vseh stopnjah razvoja zdravilne ucinkovine obstaja tveganje za njihov
nastanek. Agregati lahko zmanj$ajo biolosko aktivnost zdravilne ucinkovine ali
povzrocijo imunski odziv pri bolnikih. V magistrski nalogi smo se osredotocili na
ultrafiltracijo in diafiltracijo, ki sta zadnja koraka pred konéno formulacijo zdravilne
uc¢inkovine in lakho vplivata na tvorbo agregatov. Med ultrafiltracijo in diafiltracijo
S0 proteini izpostavljeni razliénim oblikam stresa, ki lahko spodbudijo proces
agregacije. V nalogi smo zeleli raziskati vpliv razli¢nih tipov ¢rpalk in procesnih
parametrov, ki lahko vodijo v agregacijo proteinov. Raziskali smo vpliv peristalti¢ne,
zobniske, tla¢ne in membranske ¢rpalke. Koli¢ino agregatov smo dolocali s tremi
analitskimi metodami: DLS (dinami¢no sipanje svetlobe), SEC (kromatografija z
lo¢evanjem po velikosti) in MFI (preto¢no slikanje delcev). Najnizjo vsebnost
agregatov smo dolocili na vzorcih peristalticne in membranske crpalke. V
nadaljevanju smo z uporabo peristaltiéne ¢rpalke testirali tri klju¢ne procesne
parametre: tlak, temperaturo in mesanje. Najvecji vpliv na tvorbo agregatov imata
mesanje in temperatura. Rezultati poskusov kazejo, da lahko na tvorbo agregatov
vplivajo posamezni procesni parametri ali pa je njihov vpliv relevanten le v
kombinaciji z drugimi procesnimi parametri. Nadalje lahko dolocen procesni
parameter vpliva le na agregate dolocenega velikostnega razreda. Zaradi raznolikosti
terapevtskih protiteles je potrebno tekom razvoja novih protiteles vrednosti procesnih
parametrov eksperimentalno potrditi za vsako protitelo posebej.
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Protein aggregation is the most common reason for protein instability, encountered
in almost all stages of protein drug development. Protein aggregation remains to be
one of the major road barriers hindering rapid development of potential protein drug
candidates. Aggregates can decrease biological activity of the drug product or cause
an immune response in patients. In this work we focus on ultrafiltration / diafiltration
which is the last step before formulation and could have a major contribution to
aggregate formation. During ultrafiltration /diafiltration proteins are exposed to
various forms of stress which can cause protein aggregation. The objective of the
present study was to investigate the effect of different pump types and process
parameter settings which can lead to protein aggregation. The influence of various
pumps such as peristaltic, rotary lobe, piston and membrane pump were investigated.
The level of protein aggregation was determined by three analytical methods: DLS
(dynamic light scattering), SEC (size exclusion cgromatography) and MFI (micro
flow imaging). The lowest amount of aggregates was detected on the peristaltic and
membrane pump. Furthermore, process parameters such as pressure, temperature and
agitation were tested using peristaltic pump. Agitation and temperature have a major
impact on aggregate formation. We have shown that process parameters can induce
aggregation alone or in correlation with other process parameters. Furthermore,
induction of aggregates within a specific molecular size range is the result of changes
in a single process parameter. Furthermore, certain process parameters seem to
influence aggregation predominantly in a specific molecular size range. Due to
diversity of the therapeutic antibodies all discussed process parameters should be
experimentally confirmed during development of a new therapeutic antibody.
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1 UVvOD

Biolosko zdravilo kot u¢inkovina vsebuje bioloSko snov ali snov, pridobljeno s postopki, ki
vkljucujejo bioloske sisteme. BioloSka zdravila lahko razdelimo v ve¢ razredov: zdravila,
pridobljena z izolacijo (zivalski hormoni, kri, krvni proizvodi), zdravila pridobljena s sintezo
(sintezni proteini) in rekombinantna zdravila (rekombinantni hormoni, rekombinantni
filgrastim, faktorji strjevanja krvi, rekombinantna monoklonska protitelesa). Porast v
razvoju bioloskih zdravil sovpada z razvojem rekombinantne tehnologije DNA, ki temelji
na vnosu gena, ki kodira Zeljeno ucinkovino v primerno gostiteljsko celico. Najbolj
zastopana in tudi najhitreje rastoca skupina rekombinantnih zdravil so monoklonska
protitelesa, ki izkazujejo najniZjo stopnjo imunogenosti (Strukelj in sod., 2015).

Prvo monoklonsko protitelo, ki je bilo v celoti mi§je, so naredili s pomo¢jo hibridomske
tehnologije. Kmalu se je izkazalo, da tak$Sna monoklonska protitelesa v c¢loveskem
organizmu sprozijo imunski odziv. Rekombinantna tehnologija je omogocila produkcijo
himernih monoklonskih protiteles, ki imajo konstantno regijo iz c¢loveskega
aminokislinskega zaporedja, variabilno pa iz miSjega. Razvoj se je nato usmeril v zmanjsanje
miSjega zaporedja v protitelesih, kar je vodilo v nastanek humaniziranih monoklonskih
protiteles. Izdelava popolnega humanega protitelesa pa je kasneje omogocila tehnologija
bakteriofagnega prikaza oziroma transgenih misi (Strukelj in sod., 2015).

Prednost uporabe mAbD je njihova specificnost. Na tar€o se namre¢ vezejo z visoko afiniteto
in selektivnostjo. Uporabljajo se za zdravljenje Stevilnih bolezni, kot so razliéne oblike
rakastih obolenj, multipla skleroza in imunske bolezni, kot so revmatoidni artritis in psoriaze
(Shukla in sod., 2007).

Proizvodnja bioloskega zdravila je v primerjavi s klasi¢nimi zdravili veliko bolj zahtevna,
zapletena in dolgotrajna. Zaradi visokih zahtev po varnosti, u¢inkovitosti in kakovosti je
potrebno kvaliteto produkta spremljati skozi celoten proces (Strukelj in sod., 2015).

Monoklonska protitelesa se tipi¢no proizvajajo v sesalskih celicah pod strogo definiranimi
pogoji. Produkciji monoklonskih protiteles v celicah sledijo postopki izolacije in ¢is¢enja,
ki se lahko, glede na specifiko mADb, razlikujejo. Najpogosteje se v ta namen uporabljajo
metode centrifugiranja, razlicni kromatografski koraki in filtracija ali precipitacija. 1zolaciji
in ¢isCenju pa pred konéno filtracijo sledi Se zamenjava raztopine, v kateri se nahaja
zdravilna ucinkovina s pufrom, ki predstavlja izbrano kon¢no formulacijo. Dominantni
tehnologiji, ki se v industriji uporabljata za koncentriranje in zamenjavo raztopine sta,
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ultrafiltracija in diafiltracija s tangencialnim pretokom (Shukla in sod., 2007; Rea in sod.,
2012).

Eden izmed glavnih izzivov produkcije mAb ostaja agregacija proteinov in posledi¢no
razvoj postopkov, ki preprecujejo nastajanje agregatov ob razvoju tehnik, s katerimi lahko
nastale agregate odstranimo. Postopki, ki jih uporabljamo za proizvodnjo in cis¢enje
monoklonskih protiteles, zagotavljajo produkte visoke Cistosti, vendar pa so proteini tekom
proizvodnje izpostavljeni Stevilnim kemijskim in fizikalnim vplivom, ki lahko vodijo v
delno ali popolno razvitje proteinov in posledicno do nastanka manjSih topnih ali vecjih
topnih pa tudi netopnih agregatov. Agregacija proteinov je proces, ki pretvori nativne topne
monomerne proteine v topne ali netopne multimerne skupke. Majhne koli¢ine agregatov
(majhen odstotek agregatov na celotno maso proteina, z minimalnimi spremembami na
doloceni ¢asovni skali) so v zdravilni u¢inkovini lahko prisotne, vendar mora biti vsebnost
agregatov znotraj specifikacij, ki so doloCene s strani regulatornih agencij. Povecana
vsebnost agregatov lahko pri pacientih povzro¢i imunsko toleranco, Ki je pri terapevtskih
proteinih $e posebno nezazelena, saj na trgu ni veliko kompetitorskih uc¢inkovin (Roberts,
2014b). Agregacija terapevtskih proteinov lahko vodi v zmanj$ano biolosko aktivnost,
povecano imunogenost in druge stranske ucinke, zato je raven agregatov v bioloski
uc¢inkovini eden klju¢nih faktorjev za doloc¢anje kvalitete (Ahrer in sod., 2006).

V magistrski nalogi smo poskusali dolo€iti vplive, ki v procesu ultrafiltracije in diafiltracije
vodijo v nastanek agregatov. V prvem sklopu smo testirali $tiri najpogosteje uporabljene tipe
¢rpalk in izbrali tisto, pri Kateri je bila tvorba agregatov najmanjsa. V drugem sklopu smo na
izbrani Crpalki testirali vpliv tlaka, meSanja in temperature na tvorbo agregatov. PoskusSali
smo dolociti optimalno obmogje za izbrane parametre, da bi zagotovili ¢im manjSo tvorbo
agregatov med ultrafiltracijo in diafiltracijo.

1.1 CILJ NALOGE

Namen naloge je izbor najustreznejSega tipa C¢rpalke in dolocitev ter optimizacija
parametrov, ki lahko med ultrafiltracijo in diafiltracijo vplivajo na tvorbo proteinskih
agregatov. Kot modelni protein za izvedbo poskusov smo izbrali monoklonsko protitelo.

Nalogo smo razdelili v dva sklopa. Poskusi prvega sklopa naloge so namenjeni testiranju
vpliva razli¢nih tipov ¢rpalk na nastanek agregatov. V ta namen sta bili ultrafiltracija in
diafiltracija izvedeni pri enakih nastavitvah na Stirih razli¢nih tipih ¢rpalk: peristalti¢na,
membranska, tlacna in zobniska. Izbrali smo tip ¢rpalke, pri kateri je raven agregatov

najnizja.
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V drugem sklopu naloge smo na izbrani ¢rpalki testirali vpliv razlicnih parametrov na
nastanek agregatov. Na podlagi literature smo se odlo¢ili, da kot paremetre testiramo vpliv
tlaka, temperature in me$anja.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Med ultrafiltracijo in diafiltracijo je mADb izpostavljen razlicnemu fizikalnemu stresu, ki
lahko vpliva na nastanek agregatov. Pred izvedbo eksperimentalnega dela smo postavili
naslednje hipoteze.

Hipoteza 1: Raven agregatov bo po ultrafiltraciji in diafiltraciji na razli¢nih tipih ¢rpalk
razli¢na. Predvidevamo, da bo raven agregatov najnizja pri uporabi peristalticne ¢rpalke in
najvisja pri uporabi batne ¢rpalke. Protein je pri uporabi batne ¢rpalke v primerjavi z drugimi
tipi ¢rpalk najbolj izpostavljen gibajo¢im delom érpalke.

Hipoteza 2: Predvidevamo, da bo raven agregatov vi§ja, ¢e bo med ultrafiltracijo in

eyee

diafiltracijo raztopina proteina izpostavljena najvisji hitrosti mesanja (5 obratov na minuto).

Hipoteza 3: Predvidevamo, da bo raven agregatov visja pri visjih tlakih. Najve¢ agregatov
pri¢akujemo pri visokih tlakih. Vpliv tlaka bo izrazitejsi med diafiltracijo zaradi visje
koncentracije proteina v raztopini.

Hipoteza 4: Predvidevamo, da bo tvorba agregatov najniZja pri sobni temperaturi (24 °C).
Najvec agregatov pa pricakujemo pri 5 °C.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 UPORABA MONOKLONSKIH PROTITELES ZA ZDRAVLIENJE

Bioloska zdravila predstavljajo skoraj polovico novih zdravil, odobrenih s strani FDA (Filipe
in sod., 2013), med njimi prevladujejo monoklonska protitelesa. Uporabljajo jih predvsem
pri zdravljenju Stevilnih bolezni, za katere je Se do nedavnega veljalo prepri¢anje, da jih ni
mogoce zdraviti, to so na primer razli¢ne oblike rakavih obolenj in avtoimunih bolezni
(Roberts, 2014a).

Za razliko od manjsih molekul, ki jih lahko zauzijemo peroralno, monoklonska protitelesa
injiciramo v obliki teko¢ine, in sicer intravenozno (1V), intramuskularno (IM) ali subkutano
(SC). Peroralna aplikacija zaradi proteinske narave teh zdravil ni mogoca. Zdravljenje z
monoklonskimi protitelesi navadno zahteva vnos velikega odmerka zdravilne u¢inkovine
(masa proteina glede na telesno tezo pacienta). Maksimalen volumen uéinkovine, ki jo lahko
bolnik prejme IM ali SC, je 1 mL, medtem ko je lahko tar¢ni odmerek proteina na pacienta
tudi do 200 mg. Monoklonska protitelesa morajo biti zato pripravljena v dovolj koncentrirani
obliki, ki omogoca aplikacijo ustreznih odmerkov.

Najpogosteje uporabljena monoklonska protitelesa z glavnimi indikacijami so predstavljena
v spodnji tabeli.

Preglednica 1: Najpogosteje uporabljena monoklonska protitelesa (Strukelj in sod., 2015:10)

Monoklonsko protitelo

Glavna indikacija

Abcixumab
Rituximab
Baziliximab
Daclizumab
Palivizumab
Infliximab
Trastuzumab
Gemtuzumab ozogamicin
Alemtuzumab
Adalimumab
Tositumomab
Certolizumab pegol

Golimumab

Preprecitev strdkov
Ne-Hodgkinov limfom
Imunosupresija
Imunosupresija

Preprecitev virusnih okuzb
Kroni¢ne vnetne bolezni

Rak dojke

Akutna mieloidna levkemija
Kroni¢na mieloidna levkemija
Kroni¢ne vnetne bolezni

Ne- Hodgkinov limfom
Kroni¢na mieloidna levkemija

Kroni¢na mieloidna levkemija

»se nadaljuje«
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»nadaljevanje preglednice 1 Najpogosteje uporabljena monoklonska protitelesa«

Monoklonsko protitelo

Glavna indikacija

Belimumab
Raxibacumab
Ipilimumab
Efalizumab
Cetuximab
Bevacizumab
Natalizumab
Ranibizumab
Panitumumab
Eculizumab
Ibrizumomam tiuxetan
Canakinumab
Catumaxomab
Ustekinumab
Ofatumumab
Denosumab
Brentuxumab vedotin

Sistemski lupus
Okuzba z antraksom
Metastatski melanoma
Luskavica

Kolorektalni rak
Kolorektalni rak
Multipla skleroza
Makularna degeneracija
Kolorektalni rak
Hemoglobinurija

Ne- Hodgkinov limfom
Muckle-wells sindrom
Maligni ascites
Kroni¢na vnetja
Kroni¢na levkemija
Osteopenija
Hodgkinov limfom

2.1.1 Struktura monoklonskih protiteles

Monoklonska protitelesa so glikozilirani globularni proteini, ki jih uvrs¢amo v skupino
imunoglobulinov (1g) (Shukla in sod., 2007).

So velike molekule (cca.150 kDa) s simetri¢no strukturo in so sestavljene iz $tirih peptidnih
verig: dve enaki tezki verigi in dve enaki lahki verigi. Tezki in lahki verigi se med seboj
povezujeta z disulfidnimi vezmi (Strukelj in sod., 2007). Glede na vrsto tezke verige,
razdelimo protitelesa na pet razredov: G, M, D, A in E. Monoklonska protitelesa, ki se
uporabljajo kot terapevtiki, najpogosteje uvrs¢amo Vv razred imunoglobulinov G (IgG) in
podrazreda IgG1 in IgG2 (Shukla in sod., 2007).

Tezki in lahki verigi sta sestavljeni iz konstantnih in variabilnih regij, ki se razlikujeta v
stopnji ohranjenosti aminokislinske sestave med razlicnimi protitelesi iste vrste. Tezka
veriga je sestavljena iz treh konstantnih (CH-1, CH-2, CH-3) in ene variabilne regije (VH).
Lahka veriga je sestavljena iz ene konstantne (CL-1) in ene variabilne regije (LH).
Konstantna podrocja imajo podobno aminokislinsko sestavo in so pomembna predvsem za
interakcijo protiteles z drugimi elementi imunskega sistema (npr. vezava na receptorje).
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Variabilna regija, kjer je raznolikost aminokislinskega zaporedja vecja, predstavlja
specifiéno prepoznavno mesto za vezavo z antigenom (Strukelj in sod., 2007).

Slika 1: Sheman monoklonskega protitelesa (CH-1, CH-2, CH-3: konstantne regije, VH: variabilna tezka
regija, CL in HL: konstantne variabilne lahka regije) (Shukla in sod., 2007: 29)

Wew W

2.1.2 Proizvodnja in ¢is¢enje monoklonskih protiteles

Za zdravljenje uporabljamo monoklonska protitelesa rekombinantnega izvora. Njihovo
proizvodnjo lahko v grobem razdelimo na pripravljalne procese (up-stream processing,
USP) in zakljucne procese (down-stream processing, DSP).

2.1.2.1 Pripravljalni procesi

Pripravljalni procesi so namenjeni nastajanju (sintezi) monoklonskih protiteles v izbrani
celici. Monoklonska protitelesa se ponavadi proizvajajo v sesalskih celicah. Najpogosteje
uporabljen sistem za proizvodnjo monoklonskih protiteles so CHO celice. Celi¢no linijo
izberemo glede na produktivnost, posttranslacijske modifikacije, rastne pogoje in stabilnost.
Izbiri celi¢ne linije sledi izbira plazmidnega vektorja, transfekcijske in selekcijske metode.
Slednja nam omogo¢i izbiro najprimernejsih klonov za proizvodnjo izbranih protiteles.
Izbira klonov je eden izmed najpomembnejSih korakov USP razvojnega procesa. Izbrane
celice se nato shranijo v celi¢nih bankah vse do zacetka produkcije (Gronemeyer in sod.,
2014).

Prvi korak proizvodnje monoklonskih protiteles je nacepitev manjSega bioreaktorja z
izbranimi celicami iz celi¢ne banke. Celi¢na kultura se nato postopno prenasa v vse vecje
bioreaktorje do velikosti bioreaktorja, ki zadostuje potrebam proizvodnje. Volumni
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proizvodnih bioreaktorjev so lahko zelo razli¢ni, tudi do 24 000 litrov. V izbranem
bioreaktorju nato celice pod kontroliranimi pogoji gojimo od nekaj dni do nekaj tednov. Ker
se med procesom monoklonska protitelesa naravno izlocajo iz sesalskih celic, lahko po
kon¢anem procesu s centrifugiranjem lo¢imo celice od bioprocesne brozge, v kateri se
nahajajo monoklonska protitelesa (Kelley in sod., 2008).

2.1.2.2  Zakljucni procesi

Zaklju¢ni procesi so namenjeni izolaciji monoklonskega protitelesa in odstranjevanju
procesnih in s produktom povezanih necistot. Procesne necistote predstavljajo ostanki
celi¢nih kultur kot so proteini gostiteljske celice (HCP) in deoksiribonukleinska kislina
(DNA), ostanki medija (hranila, rastni hormoni) in procesni reagenti (inorganske soli,
topila). Agregirana, deamidirana, oksidirana ali kako drugace spremenjena protitelesa
predstavljajo necistote, povezane s produktom, in so lahko v kon¢nem produktu prisotne le
znotraj natan¢no dolo¢enih mej.

Na voljo je mnogo metod, ki nam omogocajo izolacijo in ¢is¢enje. Izbira metod in dolocitev
njihovega zaporedja je odvisna od lastnosti monoklonskega protitelesa, ki ga zelimo izolirati
(Rea in sod., 2012).

Izolacija in c¢isCenje vkljuCujeta centrifugiranje, dve ali ve¢ kromatografskih stopenj
(afinitetna  kromatografija, anionska ali kationska izmenjevalna kromatografija in
hidrofobna kromatografija), zamenjavo pufra in konéno filtracijo (Rea in sod., 2012).

Po zadnji kromatografski stopnji je treba pufrsko raztopino, v kateri se produkt nahaja,
zamenjati s formulacijsko raztopino. Ultrafiltracija in diafiltracija sta metodi, ki se v
industriji najpogosteje uporabljata za koncentriranje produkta in menjavo pufra. Po procesu
ultrafiltracije in diafiltracije produkt filtriramo in po potrebi zamrznemo do kon¢nega
polnjenja zdravilne u¢inkovine (Rea in sod., 2012).

2.2 ULTRAFILTRACIJA/DIAFILTRACIA

Ultrafiltracija in diafiltracija sta najpogosteje uporabljeni metodi v procesu koncentriranja
in kon¢nega formuliranja monoklonskih protiteles. Najvecji izziv, s katerim se spopadajo pri
nacrtovanju UF/DF procesa, je visoka koncentracija proteina. Monoklonska protitelesa se
dozirajo SC, zaradi ¢esar je volumen za aplikacijo omejen, hkrati pa je treba aplicirati visok
odmerek uc¢inkovine, zato moramo zagotoviti visoko koncentracijo proteina (tudi do 200
mg/mL ali ve¢) (Binabaji in sod., 2015).
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UF/DF je filtracijski proces, ki omogoc¢a locevanje delcev glede na molekulsko maso in
velikost. S procesom ultrafiltracije produkt skoncentriramo do Zeljene koncentracije.
Polprepustna membrana zadrzi delce, ki so ve¢ji od membranskih por (retentatni tok), manjsi
delci pa lahko prosto prehajajo skozi membrano (permeatni tok). Med diafiltracijo v sistem
dovajamo konéni pufer z enako hitrostjo kot odvajamo permeatni tok in tako ohranjamo
konstantni volumen raztopine v sistemu (Liu in sod., 2010).

UF/DF lahko izvajamo na dva nacina: filtracija z direktnim tokom (DFF) in filtracija s
tangencialnim tokom (TFF). V DFF nacinu procesno tekoCino pod tlakom usmerimo
pravokotno na povrSino membrane. Delci, ki so vecji od por v membrani, se akumulirajo na
povr§ini membrane ali se zadrzijo v filtrnem mediju, medtem ko man;jsi delci prehajajo skozi
membrano v permeat. V TFF nacinu procesno teko¢ino dovajamo tangencialno, glede na
povrsino membrane. Tlak, ki pri tem nastaja, potiska tekoc¢ino proti povr§ini membrane. Z
ustrezno tla¢no razliko del tekocine, ki vsebuje delce, manjse od membranskih por, potuje
skozi membrano v permeat, preostanek (retentat) pa se vrac¢a v dovodni rezervoar. Prednost
TFF pred DFF je preprecevanje nalaganja materiala na povr§ino membrane.

Tar¢ne molekule (produkt)

Vhodni
material

Retentat

Membrana

o ] P T [ T Y
o ®° :‘ ®.%s ® ago
o ....9. iGQ. ®
[ a® 0 e® O

Permeat

Slika 2: Princip filtracije s tangencialnim tokom (Houp, 2009: 43)

2.2.1 Sistem

Osnovne komponente UF/DF sistema so filtracijski modul, ¢rpalka, tla¢ni ventil, senzor in
cevi. Sistemi se med seboj razlikujejo po velikosti, po tipu Crpalke in tipu membran.
Membrana je prek cevi povezana s ¢rpalko, ki dovaja procesno tekoc¢ino do membrane.
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Uporabimo lahko samostojece membrane ali membrane z nosilci. Na dovodni strani
membrane sta namescena tla¢ni ventil in senzor.

2.2.2 Membrane

Uporabimo lahko membrane iz razli¢nih materialov. Membrane iz sinteti¢nih polimerov
zaradi odpornosti na kisline, baze in visoke temperature omogocajo ucinkovito ¢iscenje,
vendar lahko povzro¢ajo razvitje proteinov. Razvitje proteinov je manj pogosto pri uporabi
membran iz regenerirane celuloze. V zadnjih letih so proizvajalci precej izboljsali

uc¢inkovitost ¢i§¢enja membran iz regenerirane celuloze, kar je bila v preteklosti ena glavnih
omejitev pri njihovi uporabi v proizvodnji (Liu in sod., 2010).

Na voljo so membrane z razlicnimi povr§inami in velikostmi por (od 5 do 1000 kDa).
Velikost por dolo¢imo glede na lastnosti tarcne molekule. Povr§ino membrane izberemo
glede na koli¢ino produkta, ki ga Zelimo filtrirati. Razmerje med povrSino in volumnom
produkta mora biti natan¢no doloceno, saj lahko premajhna povrSina povzro¢i masenje
membrane, prevelika povrSina pa podaljSa Cas, poveca stroSke procesa, lahko pa tudi
negativno vpliva na izkoristek procesne stopnje (Houp, 2009).

2.3 CRPALKE

2.3.1 Peristalti¢na ¢rpalka

Peristalticna Crpalka omogoca, da se tekoCina v cevi giblje kot posledica kréenja in
raztezanja dela cevi, ki je v stiku z rotirajoo glavo ¢érpalke (Tripathi in Bég, 2014).
Proizvajalci navajajo, da je vpliv striznih sil na teko¢ine pri uporabi peristalticne ¢rpalke
minimalen.

2.3.2 Membranska ¢rpalka

Gibanje teko¢ine v membranski ¢rpalki je posledica spreminjanja prostornine v komori.
Prostornina v komori se spreminja zaradi gibanja membrane. Ko se membrana pomakne
navzdol, v komori nastane podtlak. Podtlak omogoc¢i atmosferskemu tlaku, da potisne
tekocino proti dovodni zaklopki, ta se odpre in teko¢ina napolni komoro. Ko v komori tlak
naraste, se membrana pomakne navzgor. Nadtlak zapre dovodno zaklopko in odpre izhodno
zaklopko, tekocina stece iz komore (Mimmi in Pennacchi, 2001).
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2.3.3 Tlac¢na ¢rpalka

Gibanje tekocine pri tlaéni ¢rpalki je posledica spreminjanja polozaja bata. Z gibanjem bata
se spreminja prostornina v komori ¢rpalke. Ko se bat pomakne navzven, se ustvari vakuum,
ki posesa tekocino v komoro. Ko je komora napolnjena s tekoc¢ino, se zacne bat pomikati
proti teko¢ini in potiska tekoc¢ino iz komore (Changbin in sod., 2014).

2.3.4 Zobniska ¢rpalka

Gibanje tekocine pri zobniski ¢rpalki je posledica vrtenja zobnikov, name$¢enih v komori
¢rpalke. Zaradi vrtenja zobnikov se na vhodni ali sesalski strani ¢rpalke ustvari vakuumski
prostor, ki povlece tekoc¢ino v komoro ¢rpalke. Z nadaljnjim vrtenjem se tekocina ob steni
komore prenese na drugo stran komore. Prazni prostori med zobniki se ve¢ajo in manjsajo
ter tako omogocajo premik tekocine (Mucchi in sod., 2010).

2.4 PROTEINSKI AGREGATI

Agregati so vse proteinske vrste v nenativni obliki (Modler in sod., 2003). Agregat je torej
univerzalni izraz za vse multimerne proteinske skupke, kjer so proteini povezani s
kovalentnimi ali nekovalentnimi vezmi (Mahler in sod., 2009).

Monoklonska protitelesa so aktivna v - monomerni obliki. Enake sile, ki so odgovorne za
pravilno zvitje proteinov, pa lahko hkrati sodelujejo tudi pri tvorbi agregatov, saj omogoc¢ajo
interakcijo proteina z aminokislinami sosednjih proteinov (Roberts, 2014a).

Na raven agregiranosti vplivajo stevilni dejavniki, ki jih lahko razdelimo na intrinzi¢ne
(primarna, sekundarna, terciarna in kvartalna struktura) in ekstrinzic¢ne (okolje, v katerem se
protein nahaja) (Wang in sod., 2010).

Nastanek proteinskih agregatov je posledica delovanja razlicnih mehanizmov. Zaradi
raznolikosti poti nastanka agregatov se tudi nastali agregati med seboj razlikujejo. Proteinske
agregate lahko okarakteriziramo glede na njihovo strukturo ali glede na nacin nastanka.

2.4.1 Delitev proteinskih agregatov glede na strukturo

Agregate razlikujemo po vezeh med proteini, po velikosti in strukturi.
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Glede na vez lo¢imo: nekovalentne agregate (nastanejo zaradi delovanja Sibkih
elektrostatskih vezi) in kovalentne agregate (vsebujejo di sulfidne ali drug tip kovalentnih
vezi).

Glede nareverzibilnost lo¢imo: reverzibilne agregate (v dolo¢enih pogojih se lahko povrnejo
v monomerno obliko) in ireverzibilne agregate (vrnitev v monomerno obliko ni mogoca).

Glede na velikost lo¢imo: manjse topne agregate (20 nm do 1 um), vecje topne agregate (1
um do 25 um) in velike netopne agregate (ti so vidni s prostim o¢esom).

Glede na proteinsko strukturo lo¢imo: agregate s prevladujo¢o nativno strukturo in agregate
s prevladujoco nenativno strukturo (sem spadajo npr. delno razvite multimerne strukture)
(Mahler in sod., 2009).

2.4.2 Delitev proteinskih agregatov glede na pot nastanka

Agregati lahko nastanejo po razli¢nih poteh:

Nastanek agregatov prek delno razvitih proteinskih intermediatov

V normalnih okoli$¢inah so nativni proteini v ravnovesju z majhno koli¢ino delno razvitih
intermediatov. Delno razviti intermediati so zelo fleksibilni in imajo v primerjavi s
popolnoma zvitimi proteini bolj izpostavljene hidrofobne dele. Interakcije proteinov s
tak$nimi intemediati lahko pod dolo¢enimi pogoji vodijo v agregacijo proteinov (Wang in
sod., 2010).

Nastanek agregatov prek samozdruZevanja proteinov

Samozdruzevanje proteinov je posledica delovanja elektrostatskih, hidrofobnih ali Sibkejsih
Van der Walsovih sil. Katere sile bodo pri zdruzevanju sodelovale, je odvisno od okolja, v
katerem se protein nahaja. Strukturne spremembe niso vedno posledica samo zdruzevanja.
Raziskave so pokazale, da lahko samozdruzevanje povzoci nastanek reverzibilnih agregatov,
ti pa so lahko prekurzorji za tvorbo ireverzibilnih agregatov (Weiss in sod., 2009).

Nastanek agregatov z neposredno kemijsko vezavo

Agregacijo proteinov lahko sprozi tudi zamrezenje proteinskih verig, to je posledica
kovalentne povezave med stranskimi verigami aminokislin. Najpogostejsa je tvorba novih
disulfidnih vezi ali pa vzpostavitev napacnih disulfidnih povezav. Manj pogosta so nedi
sulfidna zamrezenja, na primer tvorba kovalentnih vezi med dvema tirozinoma ali oksidacija
(Wang in sod., 2010).
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Nastanek agregatov zaradi kemijske razgradnje

Stevilne oblike kemijske razgradnje, kot so oksidacija, deamidacija, dimerizacija in
hidroliza, povecajo nagnjenost proteinov k agregiranju. Kemijska razgradnja vpliva na
fizioloSke lastnosti proteina (npr. hidrofobnost) in na samo strukturo proteinov (sekundarno
in terciarno) (Wang in sod., 2010).

2.4.3 Dejavniki, ki vplivajo na nastanek agregatov

Agregati lahko nastajajo med celotnim proizvodnim procesom, ki vkljucuje
fermentacijo/ekspresijo, ¢iSéenje, zamrzovanje in odtaljevanje, meSanje in formuliranje
(Cromwell in sod., 2006).

Interakcije, ki vodijo v agregacijo proteinov, so posledica Stevilnih dejavnikov, kot so:
koncentracija proteina, pH in ionska moc¢ raztopine, v Kateri se protein nahaja, temperatura,
tlak, izpostavljenost zraku.

2.4.3.1 Vpliv procesnih dejavnikov med UF/DF

UF/DF je del zakljuénih procesov proizvodnje monoklonskih protiteles in lahko izrazito
vpliva na kvaliteto kon¢nega produkta. Med UF/DF je protein izpostavljen razlicnim
oblikam stresa, ki lahko vodijo v nastanek agregatov in tako zmanjsajo kvaliteto produkta.
Stevilni parametri, ki jih lahko med procesom spreminjamo, lahko bodisi vzpodbudijo,
bodisi zmanjsajo tvorbo agregatov. Parametri UF/DF, ki lahko vplivajo na tvorbo agregatov,
so: &rpanje, mesanje, temperatura, tlak in koncentracija. Crpanje in mesanje predstavljata
mehanski stres (stres zaradi gibanja) in lahko inducirata strizne sile, tvorbo medfaz,
kavitacijo in lokalne termalne efekte.

MesSanje

Mesanje je proces, S katerim med UF/DF zagotovimo homogenost procesne raztopine.
Mesanje predstavlja stres za proteine, tako med samim proizvodnim procesom, pa tudi
kasneje v casu transporta. Vpliv na produkt je odvisen od intenzitete in ¢asa izpostavitve
mesanju. Mesanje povzroci tudi nastanek interfaz tekocina/zrak. Zaradi hidrofobnosti zraka
protein v obmo¢ju interfaz izpostavi hidrofobna obmocja (hidrofobne aminokisline, ki so v
nativni strukturi skrite v notranjosti). Izpostavljenost hidrofobnega dela proteina spodbudi
hidrofobne interakcije med aminokislinami, kar lahko vodi v nastanek multimernih
agregatov (Jayaraman in sod., 2014). Studije so pokazale, da mesanje ob prisotnosti interfaz
tekocCina/zrak povzroca agregacijo imunoglobulinov. Protitelesa 1gG1l se lahko zaradi
omenjenih interfaz poskodujejo (Vazquez-Rey in Lang, 2011). Kljub vsemu pa nekatere
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raziskave kazejo, da rahlo meSanje Se ne predstavlja tveganja za nastanek agregatov (Wang
in sod., 2010).

Vpliv mesanja na agregacijo je odvisen tudi od koncentracije proteina. Studije so pokazale,
da mesanje pri visokih koncentracijah proteina povzroc¢a agregacijo v manjsi meri kot
mesanje pri nizkih koncentracijah. Medfaza tekocina/zrak tvori t.i. denaturacijsko povrsino,
na kateri nastajajo agregati. Razmerje med proteini in interfazo teko¢ina/zrak je pri vec¢jih
koncentracijah nizje, kar pomeni, da je na voljo manj povrSin za tvorbo agregatov.
Agregacija, ki jo povzro¢i meSanje, je tako obratno sorazmerna koncentraciji proteina
(Treuheit in sod., 2002).

Crpanje

Med UF/DF procesom je procesna raztopina izpostavljena stresu zaradi ¢rpanja (Cromwell
in sod., 2006). Studije nakazujejo, da uporaba razli¢nih tipov ¢rpalk razli¢no vpliva na
nastanek agregatov (Rosenberg in sod., 2009). Med procesom ¢rpanja je procesna raztopina
izpostavljena razliénim pojavom, kot so kavitacija, stres zaradi stiga in izpostavljenost
razli¢nim interfazam (tekocCina/zrak ali teko¢ina/trdna povrsina).

Strizna napetost (t) je posledica delovanja strizne hitrosti () in viskoznosti raztopine (p).

=y xu (1)

In povzroca strizno silo (F), ki je produkt strizne napetosti (t) in povrsine, na katero deluje

(A).
F=1XA .. (2)

Studije so pokazale, da jakost striznih sil in ¢as izpostavljenosti striznim silam sama po sebi
ne vplivajo na pojav agregatov. Pri izvajanju standardnih procesnih operacij je protein
izpostavljen striznim silam < 0.06 pN, medtem ko je za mehansko razvitje proteina potrebna
sila od 20 do 150 pN (Bee in sod., 2009).

Vecji vpliv na tvorbo agregatov med cCrpanjem imajo kavitacija, pojav interfaz in
izpostavitev trdnim povrSinam (Vazquez-Rey in Lang, 2011).

Kavitacija je proces s katerim opisujemo izgradnjo, rast in implozijo mehurckov v raztopini.
Ko tlak v sistemu pade pod parni tlak teko€ine, se tvorijo mehurcki. Implozijo mehurckov
lahko opazimo kot nihanja tlaka in temperature. Nastali mehurci lahko vsebujejo plin ali
paro ali meSanico obojega. Poznamo razli¢ne tipe kavitacije. Hidrodinamska kavitacija je
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posledica sprememb hitrosti gibanja teko¢ine v sistemu in se odraza v nihanju tlaka.
Akusti¢na kavitacija je posledica ultrazvocnega valovanja, kateremu je tekoCina
izpostavljena in se prav tako odraza v tlatnem nihanju. Opti¢na kavitacija je posledica
presvetljevanja tekocine s svetlobo ali lasarjem. Kavitacija zaradi delcev je posledica trkov
tekocCine z osnovnimi delci (Shah in sod. 1999).

Med procesom Crpanja je raztopina izpostavljena hidrodinamski kavitaciji. Za dolo¢anje
kavitacijskega potenciala lahko izratunamo kavitacijsko $tevilo, ki je odvisno od tlaka (Ps)
v sistemu, parnega tlaka ratzopine (Py), gostote raztopine (p) in hitrosti pretoka (U).

Pr—P
e

LSy -G
Preko kavitacijskega Stevila dolo¢imo verjetnost kavitacije. Vecje kot je Stevilo, vecja je
verjetnost za nastanek kavitacije. Kavitacijsko Stevilo lahko zmanjSamo z znizanjem tlaka

ali povecanjem hitrosti pretoka (Shah in sod. 1999).

Merjenje kavitacije z direktnimi metodami, ki vkljucujejo vizualizacijo mehurckov je v
Stevilnih primerih oteZeno zaradi same narave uporabljene naprave v kateri Zelimo izmeriti
kavitacijo. Za doloCanje kavitacije so primernjese indirektne metode. S tal¢nimi senzorji
lahko dolo¢imo nihanja v tlaku, ki so posledica kavitacije. Poleg tlatnih nihanj se ob
impanziji mehurckov tvori visoko frekven¢ni akusti¢ni signal, ki ga lahko zajamemo z
uporabo primernih hidrifonov. Kavitacijo lahko izmerimo tudi s pomocjo ultrazvo¢nih
senzorjev ali opti¢no z uporabo visoko zmogljivih kamer (Koivula in sod. 2000).

Proteini so povrSinko aktivne molekule in kot takSne imajo teZnjo po vezavi na hidrofobne
interfaze. Prisotnost interfaz lahko dolo¢amo posredno preko merjenja hidrofobnosti ali
povrsinek napetosti ratzopine. Adsorpcija proteina na interfazo povzro¢i strukturne
spremembe proteina, kar lahko vodi v nastanek agregatov. Hidrofobnost, ki jo povzroci
strukturna sprememba proteina ob vezavi na interfazo, lahko izmerimo s pomocjo Nil Red
barvila. Barvilo flourescira v hidrofobnih okoljih in se tako uporablja za detekcijo agregatov.
Hidrofobnost proteina se ob prisotnosti interfaz poveca, zaradi izpostaljenosti hidrofobnih
obmocij, kar se odraza v vecji flourescenci. (Leiske in sod.2016).

Adsorpcija proteina na interfaze se odraza tudi v zmanjsanju povrSinske napetosti raztopine.
Omenjen pojav lahko izmerimo s pomocjo konfokalnega mikroskopa ali z rentgenskimi
zarki. Vpliv interfaz je odvisen od stabilnosti in fidrofobnosti proteina. Njihov vpliv lahko v
nekaterih primerih zmanjSamo z dodajanjem surfaktantov (Tripp in sod. 1995).
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Tlak

Na agregacijo vplivajo predvsem visoki tlaki, ki vzpodbudijo hidrofobne interakcije in
vplivajo na izpostavitev reaktivnih skupin proteina, ki so pri atmosferskem tlaku dobro
zaSc¢itene (Wang in sod. 2010).

Med UF/DF spremljamo tlak na dovodni in izhodni strani membrane. Na podlagi omenjenih
tlakov lahko izraCunamo trans-membranski tlak.

Pri izraCunu trans-membranskega tlaka (TMP) moramo upostevati tlak pred membrano
(Pdonoani), tlak na retentatni (P retentat) in tlak na permeatni (Ppermeat) Strani (Christodoss,
2013):

TMP = (Pdohodni ; Pretentat) _ Ppermet . (4)

Temperatura

Temperatura ima velik vpliv na gibanje molekul. Sprememba temperature se odraza v
spremembi vibracijskega stanja in difuzije molekul proteina. Dvig ali spust temperature
lahko destabilizira protein in pripomore k agregaciji. Dvig temperature ima razli¢ne vplive
na stanje proteina: zmanjsa se aktivacijska energija, povecajo se hidrofobne interakcije,
poveca se difuzija in frekvenca molekulskih trkov (Wang in sod., 2010). Spremeba
aktivacijske energije lahko sprozi proces agregacije preko razvitih intermediatov, direktnih
kemijskih vezav ali preko kemijskih degradacij. Razviti intermediati predstavljajo
prekurzorje za agregacijski proces, saj imajo vecjo izpostavljenost hidrofobnih delov in so
bolj fleksibilni v primerjavi z zvitimi proteini. Agregacija preko direktnih kemijskih vezi je
posledica tvorbe ali menjave disulfidnih vezi znotraj proteina. V omenjenem procesu lahko
sodelujejo tudi druge ne-disulfidne vezi, ki pa niso tako pogoste. Kemijske degradacijske
poti kot so oksidacija, hidroliza in glikacija, ki spremenijo fizikalne lastnosti proteina, kot
so hidrofobnost in sekundarna ali tercijarna struktura proteina, lahko prav tako spdbudijo
tvorbo agregatov. Tako kot visoka temperatura lahko tudi nizka temperatura destabilizira
protein ali povzroci njegovo denaturacijo. Destabilizacija proteinov pri nizki temperaturi je
posledica tvorbe razvitih intemediatov, ki lahko posledi¢no spodbujajo tvorbo agregatov.
Kljub temu pa je agregacija pri nizkih temperaturah manj pogosta. VVzork za to so predvsem
Sibke hidrofobne interakcije, to pa je tudi razlog, da so agregati, nastali pri nizki temeraturi
vecino reverzibilni (Wang in sod., 2010).
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Zamrzovanje in odtaljevanje

Agregacija je lahko tudi posledica zamrzovanja in odtaljevanja. Raven agregacije je odvisna
od koncentracije proteina in aditivov, ki so dodani raztopini proteina. Med zamrzovanjem je
protein izpostavljenosti nizki temperaturi izpostavljen stevilnim dodatnim stresom, kot so:
formacija interfaz led/voda, interakcija protein-led, spremembe pH ... Vpliv lahko
zmanj$amo z uravnavanjem pH in z uporabo surfaktantov, ki zmanjsajo interakcije protein-
led. Na tvorbo agregatov so odpornejsi bolj koncentrirani proteini, ker je tako manj prostora
za tvorbo interfaz led/voda, proteini so stabilnejsi, monomeri so zdruzeni v aktivne in bolj
stabilne dimere (Wang in sod., 2010).

2.4.3.2 Vpliv okoljskih dejavnikov na tvorbo agregatov

Raztopina, v kateri se protein nahaja

Na proces agregacije lahko vpliva okolje oz. raztopina, v kateri se protein nahaja. Lastnosti
raztopine, ki vplivajo na nastanek agregatov, so pH, ionska moc¢ in vrsta pufra. Najve¢ji vpliv
ima pH raztopine, ker dolo¢a vrsto in porazdelitev nabojev na povrsini proteina. Naboj
proteina vpliva na intramolekularne interakcije (zvitje proteina) in tudi na intermolekularne
interakcije (protein-protein). Pri ekstremnih vrednostih pH je protein mo¢no nabit, zato so
intra in intermolekularne interakcije pogostejse (Wang in sod., 2010).

Koncentracija proteina

Visoka koncentracija proteina ima lahko pozitiven ali negativen vpliv na nastajanje
agregatov. Zaradi visoke koncentracije lahko pride do pojava kopicenja; nastane
kompaktnejsa formulacija, ta pa prepreCuje agregacijo. Visoka koncentracija pa hkrati
spodbuja interakcije med sosednjimi molekulami proteina, kar privede do reverzibilnega
razvitja proteinov in posledi¢no do tvorbe netopnih agregatov. Pri koncentriranju moramo
biti pozorni na mejo topnosti proteina. Ce je meja topnosti preseZena, pride do agregacije,
precipitacije ali celo do kristalizacije (Wang in sod., 2010).

Med UF se koncentracija proteina na povrSini membrane povecuje. Visoka koncentracija
proteina na membrani lahko sprozi nastajanje agregatov (Cromwell in sod., 2006).

Masenje membrane lahko povzroc¢i adsorpcija proteinov pa tudi nalaganje soli in kemiéne
reakcije membranskih materialov s komponentami raztopine. Tvorba gelske plasti raztopine
(Cs) na membrani je v tesni korelaciji s pretokom. Permeabilnost membrane se zaradi tvorbe
gelske plasti zmanjsa, posledica je znizanje permeatnega toka (Sablani in sod., 2001).
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Pretok na membrani (J) izraGunamo po enacbi:

_D

J=2mmZ

Cp

. (5)

kjer je D difuzijski koeficient, 6 debelina gelske plasti, ki se med filtracijo tvori na membrani
in Cg koncentracija proteina v izhodni raztopini.

Stik s povrSino

Proteini so nagnjeni k adsorpciji na povrSine. Tak$na adsorpcija lahko povzro¢i nastanek
agregatov s strukturnimi spremembami ali brez njih. Proteini imajo razli¢no afiniteto vezave
na razli¢ne tipe povrsin (Wang in sod., 2010). Adsorpcija proteina na povrsino ¢rpalke, s
katero je v stiku, lahko povzro¢i konformacijske spremembe proteinskih molekul in
posledi¢no agregacijo proteinov (Tyagi in sod., 2009). Adsorpcija je odvisna tudi od pH
vrednosti, koncentracije soli in temperature. Adsorpcijo lahko zmanjSamo z uporabo
razli¢nih povrSinsko aktivnih snovi, ki imajo vecjo afiniteto do povrSine kot protein.
ZmanjSanje adsorpcije zaradi dodatka povrsinsko aktivnish snovi pa ni vedno ucinkovito
(Wang in sod. 2010).

Na tvorbo agregatov vplivajo tudi mikro in nanodelci, ki izhajajo iz materialov pri
proizvodnji in skladiS¢enju terapevtskih proteinov. Ti delci lahko stimulirajo nastanek
proteinskih agregatov in nastanek delcev. Vsak trden material, ki je v stiku z raztopino
proteina, je potencialen vir tujih delcev (Tyagi in sod., 2009).

2.5 KARAKTERIZACIJA PROTEINSKIH AGREGATOV

Proteini so fizikalno in kemijsko nestabilne molekule in so podvrzeni razgradnim procesom.
Med proizvodnim procesom moramo spremljati potencialno razgradnjo proteinov z
ustreznimi analitskimi metodami. (Filipe in sod., 2013).

Med proizvodnjo in pripravo kon¢ne formulacije terapevtskih proteinov je treba spremljati
vsebnost in strukturo proteina ter nastanek in koli¢ino agregatov (Mahler in sod., 2009).
Meja sprejemljivosti za vsebnost vidnih in sub-vidnih delcev v zdravilnih u¢inkovinah je
omejena z regulativami in dolocena v farmakopejah. Poleg Stevila delcev je treba navesti
tudi podatke o velikost delcev, saj farmakopeje predpisujejo meje za delce > 10 um in < 25
um (Zolls in sod., 2013). Ker trenutno $e ni na voljo metode, ki bi omogocila dolocitev vseh
parametrov hkrati, je treba uporabiti razli¢cne analitske metode (Mahler in sod., 2009).
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2.5.1 Analitske metode

Proteinski agregati so pomembni kakovostni atributi pri proizvodnji in formulaciji
terapevtskih proteinov. Da bi zadostili potrebam po varnosti in u¢inkovitosti terapevtskih
proteinov, moramo med proizvodnjo spremljati, meriti in nadzorovati pojav agregatov in
veéjih delcev. Tako evropska kot ameriS$ka farmakopeja zahtevata dolo¢itev sub-vidnih in
vidnih delcev v proteinski u¢inkovini (Z6lls in sod., 2013).

Za karakterizacijo proteinskih agregatov lahko uporabimo razli¢ne analitske metode.
Standardne metode za dolo¢evanje delcev temeljijo na tehnologiji, ki velikost delcev doloc¢a
na podlagi zatemnitve svetlobe (t.i. metode ang.: Light Obscuration). Dolo¢ene lastnosti
vzorcev, kot so viskoznost, barva in formulacija, onemogocajo uporabo metod LO.
Alternativa tem metodam je ro¢na mikroskopija, ki pa je dolgotrajna in subjektivna. Kljub
temu, da z ro¢no mikroskopijo lahko pridobimo zelo veliko informacij o najrazli¢nejsih tipih
vzorcev, pa je najvecja slabost metode slaba ponovljivost, saj je rezultat mo¢no odvisen od
izvajalca metode. Pomanjkljivosti ro¢ne mikroskopije je mogoce odpraviti z uporabo
pretocne mikroskopije, ki je v zadnjih letih postala nepogresljiva metoda pri dolocanju sub-
vidnih in vidnih delcev (Huang in sod., 2009). Poleg preto¢ne mikroskopije sta za
karakterizacijo proteinskih agregatov najveckrat uporabljeni metodi SEC (velikostno
izkljuéitvena kromatografija) in DLS (metoda dinami¢nega sipanja svetlobe) (Mahler in
sod., 2009).

Stevilo metod za dolo¢anje karakteristik delcev iz leta v leto narai¢a. Razliéni principi
merjenja nam omogocajo karakterizacijo delcev glede na velikost, obliko in strukturo. Kljub
vsemu se lahko, zaradi razli¢nih principov merjenja, rezultati razlicnih metod med seboj
razlikujejo. Razliko lahko zmanj$amo, ¢e namesto standardov s polistirenskimi kroglicami
uporabimo proteinske standarde (Zolls in sod., 2013).
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Slika 3: Detekcijsko obmogje razli¢nih analitskih metod (Mahler in sod., 2009: 2915)

2.5.1.1 Kromatografija z locevanjem po velikosti

Kromatografija z lo¢evanjem po velikosti (SEC) je ena izmed najpogosteje uporabljenih
metod za detekcijo in kvantifikacijo proteinskih agregatov. Metoda temelji na uporabi
tekocCinske kromatografije, ki omogoca lo¢evanje makromolekul glede na njihovo obliko in
velikost (Hong in sod., 2012). Delez agregatov in razgradnih produktov v vzorcu dolo¢imo
na podlagi razmerja povrsin kromatografskih vrhov (Krayukhina in sod., 2013).

Poleg odstotka agregatov lahko dolo¢imo tudi maso agregatov. S pomocjo enacb, ki nam
omogocajo izraun velikosti proteinov iz njihove mase, lahko izraCunamo tudi velikost
agregatov. Rezultati velikosti agregatov pa so, zaradi pomankanja informacij o zgradbi in
gostoti agregatov zgolj ocene.

Rezultat o velikosti proteina temelji na predpostavki, da je gostota proteinov pribljizno 1,37
g/cm®. Za izradun velikosti proteinov potrebujemo podatek o parcialnem specifiénem
volumnu proteina, Ki je reciproéna vrednost gostote in variera od 0,7 do 0,76 cm®/g. Ce kot
parcialni volumen uporabimo njegovo povpre¢no vrednost (0,73 cm®/g) lahko izra¢unamo
volumen (V), ki ga zavzema protein (Erickson, 2009).

nm3)
cm3
P 1023% X M Da ... (6)

3
(0,73%>< 1021
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Ob predpostavki, da je proteini v obliki krogle, lahko iz volumna, ki ga protein zavzema

izraGunamo minimalen premer proteina (rmin) V Nanometrih z dolo¢eno molsko maso (M) v
Da (Erickson, 2009).

1/3
Roin = C2)"" = 0,066 x M3 N

2.5.1.2 DLS (ang.: Dynamic light scattering)

DLS je neinvazivna, hitra in natan¢na metoda, ki omogoca merjenje proteinov in delcev v
sub-vidnem obmodju, v velikostnem obmocju od 1 nm do 10 pm. Velikostno obmocje
delcev, ki jih lahko zaznamo z metodo DLS je odvisna od uporabljenega detektorja (Zolls in
sod., 2013). Metoda temelji na merjenju Brownovega gibanja delcev v raztopini v mirujoéem
sistemu. Brownovo gibanje je naklju¢no gibanje delcev, ki je posledica trkov molekul
topljenca v raztopini. Vecji kot so delci, pocasnejSe bo Brownovno gibanje (Liu in sod.,
2015).

DLS sistem je sestavljen iz monokromatskega vira svetlobe (laser), merilne celice, detektorja
in digitalnega korelatorja. Ko vpadna laserska svetloba zadane ob gibajoce se delce, to sprozi
sipanje svetlobe.Intenziteta sipanje svetlobe je ob stiku z manj$imi delci manjSe kot pri stiku
z ve¢jimi delci. Z metodo DLS izmerimo ¢asovno odvisno intenziteto sipanja svetlobe pod
dolocenim kotom (najpogosteje 90°). Ker merimo €asovno odvisnost intenzitete sipane
svetlobe, lahko z njeno analizo pridobimo informacijo o dinami¢nih in kineti¢nih lastnostih
delcev v vzorcu. Torej pridobimo informacije o hidrodinamski velikosti delcev in
porazdelitvi delcev glede na velikost (Liu in sod., 2015). Hidrodinamski premer je premer
krogle, ki ima enako difuzijo, kot izmerjen delec.

Mikro - kanal
3 N

Leca L
Laser .
.

—
—
4
: 7/
v

CCD
kamera

Slika 4: Shemati¢ni prikaz merjenja vzorca z metodo DLS (Liu in sod., 2015: 907)
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Za doloc¢anje hidrodinamskega premera delca (d(H)), DLS metoda uporablja kumulativno
analizo. Kumulativna analiza temelji na uporabi korelacijske funkcije prek katere z izbranim
algoritmom dolo¢imo difuzijski koeficient. Velikost delca izraCunamo iz difuzijskega
koeficienta z uporabo Stokes - Einsteinove enacbe.

d(H) = LI .. (8)

3nnD

kjer je D difuzijski koeficient, k Boltzmannova konstanta, T absolutna temperatura pri kateri
izvajamo meritve in 1) viskoznost procesne raztopine (Liu in sod., 2015).

Glede na enacbo (8) vidimo, da je hidrodinamski premer odvisen od treh faktorjev:
- temperature: delci se pri visji temperaturi hitreje gibajo;

- viskoznosti raztopine: vecja viskoznost raztopine upocéasni gibanje delcev;

- velikosti delcev: vecji delci se gibajo pocasneje.

S kumulativno analizo lahko dolo¢imo tudi polidisperzni indeks (Pdi) vzorca, ki nam poda
informacije o velikostni porazdelitvi delcev v vzorcu. Programska oprema omogoca
dolo¢anje PdI v obmocju od 0 do 1. O monodisperzni raztopini govorimo ko je PdI manjsi
od 0,1. Standardi, ki vsebujejo le delce ene velikosti, imajo PdI pod 0,05. Vegji kot je PdI,
vedja je velikostna porazdelitev delcev v vzorcu. Ce je PdI ve&ji od 0,1, podatek o
hidrodinamski velikosti ni reprezentativen, saj lahko vecji delci prekrijejo gibanje manjs$ih
delcev (Malvern, 2011).

2.5.1.3 MFI (ang.: Micro flow imaging)

MFT deluje po principu pretocne mikroskopije. Sistem je sestavljen iz pretocne celice, vira
svetlobe, opti¢nih Citalcev in digitalne kamere. MFI za svoje delovanje uporablja enostaven
preto¢ni sistem, po katerem potuje injicirani vzorec. Vzorec lahko injiciramo neposredno v
merilno celico s pipeto, pri vecjih volumnih pa iz vsebnikov s peristalticno ¢rpalko postopno
dovajamo vzorec v merilno celico. Volumen injiciranega vzorca je od 0,25 do 10 mL.
Injiciran vzorec potuje po preto€ni celici. Opticni sistem v detekcijskem obmocju pretocne
celice, ki je osvetljeno z virom svetlobe, neprestano zajema sliko vzorca, kar nam omogoca
spremljanje vzorca v realnem Casu. Povecevalni sistem in pot Zarka doloCata natan¢nost
meritve (Sharma. in sod., 2010).

Z metodo MFI analiziramo delce v velikostnem obmocju od 1 do 400 um (Z6lls in sod.,
2013). Meritev je absolutna. Podatki 0 posameznem vzorcu zajemajo informacije o $tevilu,
velikosti, koncentraciji in obliki delcev v vzorcu. Programska oprema nam s pomocjo
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histogramov omogo¢a uporabo filtrov, s katerimi lahko izmerjene delce v vzorcu
porazdelimo v skupine po velikosti (Sharma. in sod., 2010).

Vzorec

Merilna celica

Detekcijsko PR 2 Vir svetlobe

obmocje

-
-
-
-
-
—
-
-
-
=
>

Slika 5: Shemati¢ni prikaz merjenja vzorca z metodo MFI (Sharma in sod., 2010: 456)

2.6 VPLIV AGREGATOV NA KAKOVOST, VARNOST IN UCINKOVITOST

Agregacija proteinov je eden od glavnih izzivov pri proizvodnji monokonskih protiteles, saj
lahko vodi v zmanj$ano ali v nekaterih primerih popolno izgubo bioloske aktivnosti,

povecano imunogenost in druge stranske ucinke.

Reverzibilni agregati predstavljajo manjse tveganje kot ireverzibilni agregati. Reverzibilna
agregacija proteinov lahko spremeni topnost in viskoznost terapevtskega proteina. Ker sta
IM in SC injiciranji omejeni z volumnom dovedene ucinkovine, je treba pripraviti visoko
koncentrirano zdravilno ucinkovino. Dovoljena koli¢ina agregatov, predpisana z
regulativami, je le nekaj odstotkov mase proteina v zdravilni ué¢inkovini (Roberts, 2014a).

Agregati v zdravilni u€inkovini lahko sprozijo imunski odziv. Bolniki lahko postanejo
tolerantni na zdravilo ali celo razvijejo avtoimunske bolezni (Roberts, 2014a).
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Imunski odziv lahko povzro¢i nevtralizacijo zdravilne ucinkovine. Kljub Stevilnim
raziskavam pa $e ni znano, katere vrste agregatov povzrocijo imunski odziv. Znanstveniki
predvidevajo, da imunski odziv sprozijo veliki agregati, predvsem tisti, ki so sestavljeni iz
proteinskih molekul, ki so po strukturi podobni nativni obliki terapevtskega proteina (Tyagi
in sod., 2008).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije in reagenti

V preglednici 2,3 in 4 so naStete uporabljene kamikalije in reagenti.

Preglednica 2: Kemikalije

Kemikalija Formula Proizvajalec
100 % Ocetna kislina CH3;COOH Merck KGaA
96 % Etanol C>HsOH Merck KGaA
Acetonitril CH:CN Merck KGaA
Di-kalijev hidrogen fosfat K2HPO4 Merck KGaA
Di-natrijev fosfat Na;HPO4 Merck KGaA
Kalijev di-hidrogen fosfat KH2PO4 Merck KGaA
Kalijev hidroksid KOH Merck KGaA
Klorovodikova kislina HCI Merck KGaA
L-histidin CsHgoNzO2 Merck KGaA
L-histidin hidroklorid mono-hidrat CeHoN3O2xHCIXH,O  Merck KGaA
Natrijev acetat CH3;COONa Merck KGaA
Natrijev acetat tri-hidrat CzH3NaO; Merck KGaA
Natrijev di-hidrogen fosfat di-hidrat NaH2PO4 x 2H,0 Merck KGaA
Natrijev hidroksid NaOH Merck KGaA
Natrijev klorid NaCl Merck KGaA
Orto-fosforna kislina H3PO4 Merck KGaA
Saharoza C12H2,011 Merck KGaA
Tri-flouro ocetna kislina C:HF30; Merck KGaA
Tris aminometan C4H11NO3 Merck KGaA
Precisc¢ena voda MilliQ Merck KGaA
Tiroglobulin Tg Sigma Aldrich
Holo-transferin n.a. Sigma Aldrich
Ogljikov disulfid CS; Sigma Aldrich
Aprotinin C284H432Nga079S7 USB corporation
32 % vodikov klorid HCI Merck KGaA
Goveji serumski albumin BSA Sigma Aldrich
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Preglednica 3: Standardi

Standardi

Proizvajalec

Standard velikosti delcev
Duke standard

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Referencni standard za izbrano monoklonsko protitelo n.a.

Preglednica 4: Reagenti

Reagenti/Standardi Sestava Proizvajalec

Pufrska raztopina pH4 citronska kislina, natrijev hidroksid, Merck KGaA
hidrogen klorid

Pufrska raztopina pH5 citronska kislina, natrijev hidroksid Merck KGaA

Pufrska raztopina pH7 di-natrijev hidrogen fosfat, kalijev di- Merck KGaA
hidrogen fosfat

Pufrska raztopina pH8 borova kislina, natrijev hidroksid, Merck KGaA

Pufrska raztopina pH9

hidrogen klorid
borova kislina, kalijev klorid, natrijev Merck KGaA
hidroksid
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3.1.2 Pufri in raztopine

Preglednica 5: Pufri in raztopine

Pufer/ Vrsta pufra Obmocje pH Obmogje Temperatura Max Cas
raztopina Prevodnosti  hranjenja Hranjenja
[mS/cm] [°C] [dni]
CIP 0,1 M NaOH >10,0 18+10% 2-8 90
CIP 0,5 M NaOH >10,0 82+10% 2-8 90
CIP 1 M NaOH >10,0 150+10% 2-38 90
DF natrijev fosfat s 7,2+0,2 05+10% 2-8 60
saharozo
EL natrijev acetat 3,6+£0,2 03+10% 2-8 60
EL histidin 7,0£0,1 04+10% 2-8 60
EQ natrijev fosfat 7,0£0,2 48+10% 2-8 60
EQ natrijev acetat 5,0£0,2 22+10% 2-8 60
MF natrijev fosfat z 7,5+0,05 / / 90
(ALC) natrijevim kloridom
MF vodikov klorid z 2,0+0,2 / / 90
(ALC) natrijevim kloridom
MF 20 % (v/v) ocetna kislina / / / 90
(ALC)
MF kalijev fosfat 6,5+0,2 / 2-8 60
(SEC)
MWM oznaCevalec molekulske  / / / /
mase
Red¢itveni kalijev fosfat 6,5+0,2 / / 30
pufer
REG ocetna kislina 2,4+04 12+10% 2-8 90
REG natrijev acetat 5,0+£0,2 69+ 10 % 2-8 60
REG ocetna kislina 2,9+0,3 044+10% 2-8 60
ST 20 % EtOH (viv) / / 2-8 90
UF saharoza / / 2-8 60
w natrijev fosfat 7,0+0,2 71+£10% 2-8 60
ST sistemski test ustreznosti  / / / /
Pufer za 1 M HCI / / / 60
Uravnavanje

pH
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3.1.3 Membrana

V poskusih smo uporabili 30 kDa membrano (Minimate TFF Capsule, proizvajalec Pall).

Preglednica 6: Specifikacije TFF membrane

Specifikacije Vrednosti

Povrsina filtracije 30 cm2

Dimenzije 20cmx3,8cmx1,8cm
Priporocen pretok 30 — 80 mL/min
Zadrzevalni volumen 1,6 mL

Operativno delovno obmocje 5-50 °C

Maksimalen delovni tlak 4 Bar

pH obmocje 1-14

Forward Flow Air Integrity Value

<7 mL/min @ 0,7 bar

3.1.4 Laboratorijska oprema

Preglednica 7: Laboratorijska oprema

Laboratorijska oprema

Proizvajalec

Analitska tehnica Adventure Pro

Avtoklav

Biofotometer

Brezprasna komora LVF 18

Brizge

Case razli¢nih velikosti

Digestorij

Filtri Opticap XL3

Filtri z nastavkom za brizgo Millex 0,22 pm
Filtri z nastavkom za brizgo Millex 0,45 pm
Flexboy puferske vrece

Gamma gold 0,22 pm filtri

HPLC viale

HPLC viale

Digestorij

Filtri Opticap XL3

Igle

Kromatografska kolona BPG 100/500
Kromatografska kolona Index 70/500

Ohaus

Belimed
Eppendorf
Iskra Pro
Henke Sass Walf
IsoLab
Kottermann
MerckMillipore
MerckMillipore
MerckMillipore
Sartorius
MerckMillipore
Agilent

Waters
Kottermann
MerckMillipore
MerckMillipore
Ge Healthcare
Ge Healthcare

»se nadaljuje«
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»nadaljevanje preglednice 7 Laboratorijska oprema«

Laboratorijska oprema

Proizvajalec

Kromatografski sistem AKTA CrossFlow
Kromatografski sistem AktaPilot LPLC

Kromatografski sistem HPLC
Kromatografski sistem HPLC
Magnetno mesalo
Membranska ¢rpalka Quattro flow
Merilni valj

Mikro flow imaging
Peristalticna ¢rpalka Masterflex L/S
pH meter Seven Multi

Pipete

Posode za pripravo pufrov
Precizna tehtnica CPA225D
Spektrofotometer

Tehtnica CPA8201
Temperaturna sonda

TFF sistem Mini Lab
Toplotni izmenjevalec
Vakumska ¢rpalka

Vodna kopel WB-20 HP
Mikrotiterske plosce

Vorteks

Zamrzovalnik - 60

Zetasizer APS Dynamic light scattering

Zobniska Crpalka Suction shue

Ge Healthcare
Ge Healthcare
Ge Healthcare
Agilent

Tehtnica

PSG Dover

Blue brand
Protein Simple
Watson Marlow
Mettler Toledo
Eppendorf

Lek

Sartorius
Ependorf
Sartorius

Lek
MerckMillipore
Lek

Millipore
Kambid

Nunc Termo Scientific
VELP Scientifica
Angelantoni Test Technologies
Malver

Cole Palmer




Jelenc M. Preucevanje vpliva ultrafiltracije in diafiltracije na tvorbo proteinskih agregatov. 29
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

3.1.5 Programska oprema

Preglednica 8: Programska oprema

Programska oprema

Namen uporabe

Stat-Ease Design-expert
Empower 3

Microsoft Visio
ParticleStudio

SciLog

Spotfile

Unicorn 5.3.1

Nacrtovanje poskusa

SEC in ALC analiza

Risanje shem

Ustvarjanje podatkovne baze podatkov
Belezenje podatkov med UF/DF
Obdelava podatkov MFI analize
Izolacija monoklonskih protiteles
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3.2 METODE

KROMATOGRAFIIA 1

WIRLSMNA
INAKTIVACILA

KROMATOGRAFIIA 2

KROMATOGRAFIIA S

UF/DF
Testiranje crpalk

AMALIZA AGREGATOV

1
¥

[ IZBIRA CRPALKE J
I

¥

UF/DF
Testiranje
parametrov

|

AMALIZA AGREGATOV

Slika 6: Potek eksperimentalnega dela
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3.2.1 Sterilizacija opreme

Pred zacetkom dela smo laboratorijsko opremo, ki smo jo uporabili pri pripravi pufrskih
raztopin, in laboratorijsko opremo, ki je med UF/DF procesom prisla v stik s produktom,
sterilizirali. Sterilizacija je bila izvedena pri standardnih pogojih: 121 °C, 1,2 bar, 20 min.

3.2.2 Priprava pufrov in raztopin

Pufre in raztopine smo pripravili v dveh posodah za pripravo pufrov z delovnim volumnom
450 L in 150 L. Posodi smo pred uporabo sterilizirali z vroco paro pri 120 °C, 2,5 bar, 20
min. V Zeleno koli¢ino WFI vode smo, glede na predhodno izdelane recepture, dodali
ustrezne koli¢ine kemikalij. Pripravljene pufre in raztopine smo filtrirali skozi 0,2 pm filter
v sterilne vre€e za shranjevanje raztopin.

3.2.3 Merjenje pH in prevodnosti

Pufrom, raztopinam in vzorcem smo pomerili pH in prevodnost pri temperaturi 21,0 = 2,0
°C.

3.2.4 Merjenje koncentracije proteina v vzorcu

Med izvajanjem lo¢evanj na kromatografskem sistemu in med procesom UF/DF smo
informativno koncentracijo vzorcev dolocali spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 280
nm. Izracun koncentracije temelji na Beer-Lambertovem zakonu. Po kon¢anih poskusih smo
na odmrznjenih vzorcih natanéno koncentracijo dolocili z metodo afinitetne kromatografije
(ALC).

ALC analizo smo izvedli na napravi HPLC z UV detektorjem. Na stacionarno fazo
kromatografske kolone je kovalentno vezan protein A, ki ima visoko specifi¢no afiniteto za
Fc-regijo imunoglobulinov G. Vezava Fc-regije s proteinom A je najucinkovitejSa pri pH
vrednosti 7,5, elucija imunoglobulinov pa potece pri vrednosti pH okoli 2,0. VVzorce smo
pred analizo temperirali na sobni temperaturi (21 — 23 °C). Ker je delovno obmocje metode
od 0,01 do 0,8 mg/mL proteina, smo nekatere vzorce pred injiciranjem red¢ili z mobilno
fazo do primerne koncentracije. Koncentracijo proteina v vzorcih smo dolocili na podlagi
umeritvene krivulje. Umeritveno krivuljo smo pripravili iz red¢itev referencnega standarda.
Koncentracijo proteina (Cmab) smo izracunali iz povrSine vrha red¢enega vzorca (Amab) in
naklona umeritvene krivulje. Pri racunanju koncentracije smo upostevali faktor red¢enja ().
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= fmar X e (7)

Cmab

3.2.5 Kromatografija

Izolacijo in CisCenje 150 L Zetve z izbranim monoklonskim protitelesom smo izvedli na
kromatografskem sistemu LPLC z uporabo treh razli¢nih kromatografskih metod. Separacije
smo izvajali pri maksimalnem nanosu na kolono. Na prvi kromatografski stopnji smo izvedli
pet separacij, na drugi stopnji dve separaciji in na tretji stopnji tri separacije. Eluate
posameznih kromatografskih stopenj smo zdruzili in njihove karakteristike preverili z
razlicnimi analitskimi metodami.

3.2.6 Virusna inaktivacija in filtracija

Po prvi kromatografski stopnji smo na zdruzenih eluatih izvedli virusno inaktivacijo z
znizevanjem pH. Po inkubaciji pri nizki vrednosti pH smo procesnno raztopino nevtralizirali
z dodatkom bazi¢ne raztopine. Nevtralizirano raztopino smo nato prefiltrirali skozi globinski
in membranski filter.

3.2.7 Ultrafiltracija/diafiltracija
3.2.7.1 Sistem

Sistem TFF je sestavljen iz S$tevilnih komponent, ki nam omogocajo uravnavanje in
spremljanje razlicnih parametrov. Glavne komponente sistema so: Crpalka, membrana,
rezervoar z magnetnim meSalom, tlacni in temperaturni senzor, vodna kopel, toplotni
izmenjevalec, tehtnice in racunalnik.

Tekocina iz rezervoarja se ¢rpa preko toplotnega izmenjevalca do membrane. Vodna kopel
je s cevjo povezana s toplotnim izmenjevalcem in omogoca hlajenje ali ogrevanje raztopine
v sistemu. Spremljanje temperature procesne raztopine nam omogoca temperaturni senzor,
ki je namescen pred membrano. Pred in za membrano sta tlacna senzorja, ki merita tlak na
dovodni in izhodni strani. Retentatni tok procesne raztopine se vraca v rezervoar, permeatni
tok pa skozi membrano zapusti sistem. Koli¢ino permeata spremljamo na tehtnici. Celoten
sistem je povezan z racunalnikom, ki nam omogoca belezenje mase in tlaka.
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Slika 7: Shematski prikaz UD/DF sistema

3.2.7.2 Izvedbeni nacrt

Poskus smo razdelili na dva sklopa. V prvem sklopu smo testirali vpliv ¢rpalk na nastajanje
agregatov med ultrafiltracijo in diafiltracijo. Ultrafiltracijo in diafiltracijo smo izvedli pri
vrednostih, ki se obi¢ajono uporaljajo v procesu, in sicer na $tirih razli¢nih tipih ¢rpalk.
Vsebnost agregatov smo dolocali s tremi analitskimi metodami. Na podlagi rezultatov smo
izbrali ¢rpalko, pri kateri je bila vsebnost agregatov najnizja.

V drugem sklopu smo na izbrani ¢rpalki testirali vpliv nekaterih parametrov, ki bi lahko med
UF/DF vplivali na vsebnost agregatov v kon¢nem produktu. Na podlagi literature smo se
odlo¢ili za testiranje S$tirih parametrov: meSanje, TMP med UF, TMP med DF in
temperaturo. Glede na objavljene studije in lastne izkusnje smo dolocili obmocja parametrov
za testiranje. Parametre smo testirali v treh tockah, in sicer pri minimalni, maksimalni in
srednji vrednosti. Nacrt poskusov smo pripravili s programom za nacrtovanje poskusov
(Design Expert).
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3.2.7.3 Procesni parametri

Preglednica 9: Procesni parametri prvega sklopa eksperimentov

Parameter Korak Enote Nastavijena Delovno obmocdje
vrednost

Nanos / [9/m?] / 280 — 700
Pin UF [bar] 2,6 <28

DF [bar] 2,4
P out (bar) UF [bar] 0,8 <09

DF [bar] 0,5
TMP (bar) UF [bar] 1,7 <L8

DF [bar] 15
Koncentracija / [mg/mL] 50 40 - 60
produkta
Stevilo / / / >7
diavolumnov
Procesna / [°C] / 18 -25
temperatura

Preglednica 10: Procesni parametri drugega sklopa eksperimentov
Minimalna  Srednja Maksimalna
Parameter Korak Enote
vrednost vrednost vrednost
Nanos / [9/m?] / / 280 - 700
TMP (bar) UF [bar] 0,5 14 2,3
DF [bar] 0,5 0,9 1,3

Koncentracija / [mg/mL] 40 / 60
produkta
Stevilo / / / / >7
diavolumnov
Procesna / [°C] 6 15 25
temperatura

MesSanje / [rpm] 0 2,5 5
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Preglednica 11: Preglednica poskusov drugega sklopa eksperimentov s pripadajo¢imi procesnimi parameti
St.
Factor 1: UF TMP  Factor 2: DF TMP  Factor 4: MeSanje Factor 5: Temperatura
Poskusa
1 1,4 0,9 2,5 15
2 0,5 0,5 5 6
3 1,4 0,9 5 15
4 1,4 0,9 2,5 15
5 1,4 0,5 2,5 15
6 2,3 0,5 0 24
7 1,4 0,9 2,5 24
8 1,4 1,3 2,5 15
9 1,4 0,9 2,5 15
10 1,4 0,9 0 15
11 1,4 0,9 2,5 6
12 2,3 13 5 6
13 2,3 13 0 6
14 2,3 0,5 5 24
15 0,5 0,5 0 6
16 0,5 1,3 5 24
17 2,3 0,9 2,5 15
18 0,5 0,9 2,5 15
19 0,5 1,3 0 24
3.2.7.4 Izracuni
Volumen nanosa (Vnanosa) izraCunamo po enacbi:
__ nanos x povrsina membrane
Vaanos = koncentracija ’ (8)
Koncentracijski faktor (CF) izra¢unamo po enacbi:
CF = koncentracija korllénega produkta ' (9)
koncentraa]a nanosa
Volumen po koncentriranju (Vpr) izraCunamo po enacbi:
Vnanos
Vpp = -hanos ... (10)

CF
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Diavolumen (DV) izraGunamo po enacbi:

DV =7 X Vyetentat .. (11)

3.2.7.5 Vzorcenje

Vzor¢enje smo izvajali po vsaki spremembi na procesni raztopini. Vzorce, namenjene za
analize MFI in DLS, smo do meritev (1 dan) shranili v hladni sobi (8 — 10 °C). Vzorce,
namenjene analizi SEC, smo do meritev zamrznili na -60 °C.

ODTAJANJE | _,| DODATEK L) UF |, DF
SAHAROZE
Magld-
Magld- L E Mag14-UF- Mag14-DF-
intermediat int E:_; Ehd'at P P

Slika 8: Shema vzorcenja

3.2.7.6 Opis procesa

Vsak poskus vklju€uje ve€ stopenj: priprava nanosa, postavitev sistema, zacetna sanitacija
sistema in membrane, ultrafilracija, diafiltracija in kon¢na sanitacija sistema in membrane.

Izbrano ¢rpalko smo S cevjo povezali na eni strani z rezervoarjem in na drugi strani z
membrano. Pred in za membrano smo namestili tlaéne senzorje. Za drug sklop poskusov
smo uporabili toplotni izmenjevalec in temperaturno sondo. Toplotni izmenjevalec smo s
cevjo povezali z vodno kopeljo. Pretok vode iz vodne kopeli do toplotnega izmenjevalca
smo omogocili z uporabo sekundarne peristalti¢ne ¢rpalke. Med procesom ultrafiltracije smo
permeatni tok zbirali lo¢eno v shranjevalnih vrecah, namescenih na analitskih tehtnicah,
retentatni tok pa se je vracal v rezervoar.

Pripravljen sistem smo skupaj z membrano sanitirali. Sanitacijo smo naredili v treh korakih.
V prvem koraku smo sistem in membrano 15 minut krozno spirali z 0,5 M NaOH, pri 45 °C.
Po 15 min smo zamenjali raztopino 0,5 M NaOH in s svezo raztopino krozno spirali se 30
min. V zadnjem koraku smo sistem in membrano spirali z vodo od prevodnosti < 20 uS.
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Intermediat, ki se je hranil v zamrzovalniku (-60 °C), smo odmrznili pri sobni temperaturi
(21 — 23 °C) in ga do uporabe hranili v hladni sobi (8 — 10 °C). Nanos smo pripravili tako,
da smo intermediatu dodali saharozo. Odmrznjen intermediat in nanos smo vzor¢ili.

Pripravljen nanos smo pretoc€ili v rezervoar UF/DF sistema. Sledila je ultrafiltracija pri
pogojih, ki smo jih predhodno doloéili za vsak posamezen poskus. Med ultrafiltracijo smo
spremljali maso permeata in volumen retentata v rezervoarju. Koncentracijo retentata smo
med koncentrirajem preverjali spektrofotometri¢éno. Ko smo dosegli zeljeno koncentracijo
retentata, smo proces ultrafiltracije ustavili. Retentat smo vzor¢ili.

Po koncani ultrafiltraciji Smo s sistema odklopili shranjevalno vre¢o S permeatom in jo
nadomestili z novo. Rezervoar smo s cevjo povezali s ¢aso z diafiltracijskim pufrom, ki smo
jo namestili na analitsko tehtnico. Rezervoar smo neprodusno zaprli s pokrovom in tako
ustvarili vakuum, ki je ob delovanju ¢rpalke omogocal ¢rpanje diafiltracijskega pufra v
rezervoar. Sledila je diafiltracija pri pogojih, ki smo jih predhodno dolo¢ili za vsak
posamezen poskus. Med diafiltracijo smo spremljali maso permeata in maso
diafiltracijskega pufra. Po konc¢ani diafiltraciji smo retentat vzor¢ili.

Med celotnim procesom smo s programsko opremo SciLog spremljali tlak na vhodni in
izhodni strani membrane ter maso retentatnega in permeatnega toka. Da bi zagotovili Zeljene
vrednosti parametrov, smo med procesom uravnavali tlak in temperaturo. Tlak smo
uravnavali s spreminjanjem hitrosti delovanja ¢rpalke in s tlanimi ventili. Temperaturo
procesne raztopine smo uravnavali s spreminjanjem temperature vode v vodni kopeli in s
pretokom vode iz kopeli do toplotnega izmenjevalca.

3.2.8 Meritve agregatov
3.28.1 DLS

Analizo DLS smo naredili na napravi Zetasizer APS, ki nam omogoc¢a avtomatizirano

merjenje vzorcev v mikrotitrskih plos¢ah.

Vzorce smo pred meritvijo temperirali na sobni temperaturi (21 — 23 °C). V mikrotitrsko
plos¢o smo nanesli 100 pL vzorca v treh ponovitvah. Poleg vzorcev smo v mikrotitrsko
plosco na zacetku in na koncu nanesli standarde z znano koncentracijo in velikostjo delcev.
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3.2.8.2 MFI

Vsebnost delcev z analizo MFI smo doloc¢ali na vzorcih, ki so bili en dan od nastanka
shranjeni v hladni sobi (8 — 10 °C). VVzorce smo pred izvedbo meritev temperirali na sobni
temperaturi (21 — 23 °C).

Pred analizo smo merilno celico in nastavek za brizge/tipse o¢istili z detergentom in vodo.
Celico smo spirali tako dolgo, da na ekranu ni bilo vidnih delcev. Cistost celice smo preverili
z merjenjem dveh zaporednih slepih vzorcev. Celica je o¢is¢ena, ¢e je koncentracija delcev
v vodi manjSa od 80 delcev/mL. Natan¢nost metode smo preverili z merjenjem dveh
razli¢nih standardov z znano koncentracijo in velikostjo polistirenskih kroglic.

Pred injiciranjem vzorca smo naredili optimizacijo merilne celice z vodo MQ. VVzorce smo
homogenizirali s po¢asnim obracanjem vial. Meritev smo izvedli v 1,1 mL vzorca, ki smo
ga s pomocjo sterilnega tipsa nanesli v nastavek na merilni celici. Meritve smo naredili v
dveh paralelkah. Med meritvami smo merilno celico spirali z detergentom in vodo.

Analizo podatkov smo opravili s programom Particle Studio in Spotfile. S programom
Particle Studio smo podatke o meritvah (0 vsakem posameznem delcu v vzorcu) nalozili v
bazo podatko. Program Spotfile pa nam je omogocal obdelavo podatkov.

3.2.8.3 SEC

Analizo SEC smo izvedli na UPLC sistemu z UV detektorjem, ki meri absorbanco pri 210
nm.

Vzorce smo pred analizo temperirali na sobni temperaturi (21 — 23 °C) in jih nato red¢ili z
mobilno fazo do koncentracije priblizno 0,75 mg/ml. Zaporednje je poleg vzorcev vsebovala
tudi reference standarde s katerimi smo preverili natanénost delovanja metode.
Kromatografsko kolono smo pred injiciranjem vzorcev sanitirali in ekvilibrirali z mobilno
fazo. V naslednjem koraku so bili vzorci z avtomatskim injektorskim sistemom naneseni na
kolono. Komponente v vzorcu se eluirajo izokrati¢no, glede na razlike v velikosti. Rezultat
analize je elucijski profil komponent v vzorcu. Agregati se eluirajo pred glavnim vrhom,
razgradni produkti pa za glavnim vrhom.

Analizo podatkov smo izvedli s programsko opremo Empower. Koli¢ino agregatov Smo
dolo¢ili kot delez celotne povrsine pikov.

ovrsina agregacijskega vrha
% agregatov =~ ek b ... (13)

skupna povrsina vseh vrhov
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3.2.9 Naértovanje poskusov in statistiéna obdelava podatkov

Tako kot za nacrtovanje eksperimentov, smo tudi za ovrednotenje rezultatov uporabili
racunalniSki program Design Expert, ki nam omogoca statisticno obdelavo podatkov.
Rezultate analiz smo pripisali pripadajo¢im eksperimentom in s pomo¢jo programa izbrali
statisticni model, ki najbolje prikazuje vpliv izbranih procesnih parametrov na izmerjene
odzive. Eksperimente smo ovrednotili na podlagi rezultatov, pridobljenih na retentatnih
vzorcih, po ultrafiltraciji in diafiltraciji.

Odzivi, ki smo jih merili, so: koncentracija procense raztopine, dolo¢ene z ALC metodo,

odstotek agregiranosti tarénega proteina, dolocen s SEC metodo, in stevilo delcev doloc¢enih
z MFI metodo.

Dobljeni model smo ovrednotili na podlagi razli¢nih statisti¢nih parametrov:

prilagojen R? (Adj. R?): vrednost, ki nakazuje, kako dobro se model prilega surovim
podatkom;

napovedan R? (Pred. R?): vrednost, ki nakazuje, kako dobro lahko z modelom naredimo
napovedi;

razlika med prilagojenim in napovedanim R? (Adj. R? - Pred. R?). Velika razlika nakazuje
na neprimernost izbranega modela.

pomanjkanje prileganja (p-value). Manjsa kot je p-vrednost, bolj se model prilega
rezultatom.
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4 REZULTATI

41 REZULTATI PRVEGA SKLOPA POSKUSOV — IZBIRA NAJUSTREZNEJSE
CRPALKE

Na podlagi literature smo se odlocili za testiranje Stirih tipov ¢rpalk, ki so v farmacevtski
industriji najpogosteje uporabljene v procesu ultrafiltracije in diafiltracije. Ultrafiltracijske
in diafiltracijske poskuse smo izvedli na membranski, peristalti¢ni, tlaéni in zobniski ¢rpalki
pri vrednostih parametrov, ki se v procesih najpogosteje uporabljajo.

4.1.1 Procesni parametri in koncentracije vzorcev

V preglednicah 12 in 13 so prikazani procesni parametri ter koncentracije vhodnih in
izhodnih materialov ultrafiltracije in diafiltracije.

Med procesom smo v 30-sekundnih intervalih belezili tlak pred in za membrano. V
preglednicah 12 in 13 so podane povpreéne vrednosti tlakov celotnega poskusa. Trans-
membranski tlak smo izraunali na podlagi povpre¢nih vrednostih obeh tlakov.

Preglednica 12: Procesni parametri in koncentracije proteina v vzorcih med ultrafiltracijo

Procesni parametri [bar] Koncentracija [mg/mL]*
. . ] ] Zacetni
Korak Crpalka P vstopni P izstopni TMP . Nanos Retentat Permeat
material
Peristatlicna 2,6 0,9 1,8 6,6 6,1 52,1 0,2
UF Membranska 2,4 0,8 1,6 6,7 6,1 49,2 0,0
Zobniska 2,5 0,9 1,7 6,7 6,1 n.a.2 0,0
Batna 2,5 0,9 1,7 6,8 6,2 40,4 0,1

!Koncentracija dologena z metodo ALC.
2 Zaradi velike vsebnosti agregatov, vzorcev ni bilo mogoce pomeriti z metodo ALC.

Preglednica 13: Procesni parametri in koncentracije proteina v vzorcih med diafiltracijo

Procesni parametri [bar] Koncentracija [mg/mL]*
Korak Crpalka P vstopni P izstopni TMP  Nanos Retentat Permeat
Peristatlicna 2,5 0,6 15 52,1 50,2 0,1
DE Membranska 2,5 0,5 15 49,2 48,0 0,0
Zobniska 2,4 0,6 15 n.a.? n.a.? 0,1
Batna 2,5 0,6 1,5 40,4 n.a.? 0,0

!Koncentracija dologena z metodo ALC.
2 Zaradi velike vsebnosti agregatov, vzorcev ni bilo mogoce pomeriti z metodo ALC.
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Med UF/DF procesom je koncentracija procesne raztopine eden izmed pomembnejsih
faktorjev. Koncentracijo med procesom v retentatnem toku dolocamo, da zadostimo
Kriterijem predvidene konecentracije zdravilne ué¢inkovine v konénem izdelku, hkrati pa z
merjenjem koncentracije permeatnih vzorcih spremljamo ucinkovitost membrane.
Informativne vrednosti koncentracij smo med poskusom dolocali spektrofotometri¢no. Po
kon¢anem poskusu smo natan¢ne vrednosti koncentracij dolocili z metodo ALC. Na podlagi
rezultatov (preglednica 12 in 13) lahko vidimo, da se koncentracije za¢etnih materialov med
seboj minimalno razlikujejo. Razlike v koncentracij so lahko posledica napak metode.

Zaradi dodatka saharoze zaCetnemu materialu je koncentracija nanosa niZja od koncentracije
zaCetnega materiala.

Po koncani ultrafiltraciji smo retentat uporabili v koraku diafiltracije. Koncentracija retentata
po ultrafiltraciji je tako enaka koncentraciji nanosa za diafiltracijski korak. Koncentracije
retentatov so blizje spodnji vrednosti predpisane meje (40 — 60 mg/ml).

Na podlagi rezultatov meritev koncentracij v perematnih vzorcih lahko sklepamo, da protein
med poskusom ni prehajal skozi membrano, saj so vrednosti koncentracije blizu 0 mg/ml.

Koncentracije treh vzorcev zaradi visoke vsebnosti agregatov ni bilo mogoce izmeriti z ALC
metodo. Vrednosti smo dolo¢ili z manj obcutljivo metodo na spektrofotometru. Vse
vrednosti koncentracij so znotraj predpisanih mej.

4.1.2 Vsebnost agregatov

Po definiciji je agregat univerzalen izraz, s katerim poimenujemo vse proteinske vrste v
nenativni obliki. Zajema Sirok spekter tipov in velikosti proteinskih stanj npr. reverzibilni,
ne-reverzivilni, kovalentni, nekovalentni, mali, veliki. Kljub temu pa lahko v literaturi poleg
izraza agregati zasledimo tudi izraz delci.

Loc¢imo pa med izrazom primarni delci in delci. Z zdruzevanjem primarnih delcev v kristalne
strukture se tvorijo agregati ali delci. Zaradi na¢ina tvorbe agregatov je povrsina le-teh
manj$a Kot vsota povrsin primarnih delcev (Waletr, 2013).

Izraz delec je enakovreden izrazu agregat, vendar pri dolo¢enih metodah zaradi enostavnejse
interpretacije rezultatov uporabljamo le dolocen izraz.
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V nalogi smo pri razlagi rezultatov uporabljali izraze, ki so znacilni za doloceno metodo.
Metodi MFI in DLS uporabljata izraz delci, metoda SEC pa izraz agregati.

4.1.2.1 Vizualni pregled vzorcev

Prve ocene vpliva ¢rpalke na nastanek agregatov smo lahko dolo¢ili Ze vizualno. Pri
poskusih na tla¢ni in zobniski ¢rpalki smo lahko s prostim o¢esom med procesom spremljali
spreminjanje motnosti procesne raztopine. Procesna raztopina je ze med ultrafiltracijo
postajala opazno motnejSa. Po diafiltraciji je procesna raztopina postala belo-sive barve
(slika 8 in 9). Vsebnost agregatov in vecjih razgradnih produktov je onemogodila, da bi
vzorce brez predhodne obdelave (npr. filtracija, red¢enje) pomerili s katero izmed izbranih
metod. Rezultati razredCenih ali filtriranih vzorcev pa ne bi bil relevantni. S filtracijo bi
namre¢ agregate fizi€no odstranili, red€enje vzorcev pa lahko povzroci raztapljanje
agregatov.

Nanos DF retentat

Slika 9: Vzorci, nastali pri poskusih na zobniski ¢rpalki

DF retentat

Slika 10: Vzorci, nastali pri poskusih na tla¢ni ¢rpalki
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4.1.2.2 Meritve delcev z metodo MFI

Pri vzorcih, nastalih na membranski in peristalticni ¢rpalki, smo z metodo MFI dolo¢ili
Stevilo delcev v posameznih velikostnih razredih. Stevilo delcev je doloéeno v mililitru
izmerjene raztopine. Velikost delcev je dolo¢ena na podlagi ekvivalentnega kroznega
premera (ECD). ECD predstavlja premer kroga, ki ima enako projekcijsko obmocje kot
delec. Rezultat meritev je povprecno Stevilo delcev dveh zaporednih meritev istega vzorca.

MFI metoda je ena izmed redkih metod, ki nam omogoca detekcijo tako proteinskih kot ne

proteinskih delcev (npr. zra¢ni mehurcki in procesne necistote). Na podlagi slikovnega
materiala smo dolo€ili, da je 90 % izmerjenih delcev proteinskega izvora.

-] ;

Slika 11:Primer slike pridobljene z MFI metodo. (a) in (b): agretati, (C): zraéni mehuréek, (d): vlakno in dva
zra¢na mehurcka.
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Preglednica 14: Popvpreéno $tevilo delcev v posameznih velikostnih razredih dolo¢enih z metodo MFI

Povprecno Povprecno Povprecno
Korak Tip ¢rpalke Material Stevilo delcev Stevilo delcev Stevilo delcev
ECD 2.0-6.5pm ECD6.5-15um ECD 15-25 pm
- - Zacetni material 11066 880 119
- - Nanos 9723 559 132
Membranska Permeat 153 11 2
Membranska Retentat 222662 26434 524
ok Peristalti¢na Permeat 632 52 2
Peristalti¢na Retentat 110331 18865 180
Membranska Permeat 389 16 5
Membranska Retentat 386074 37414 123
bF Peristalticna Permeat 1154 73 1
Peristalti¢na Retentat 54073 5478 11

Na sliki 12 je prikazano Stevilo delcev posameznih velikostnih razredih v vzorcih zacetnega
materiala, nanosa, permeata in retentata.

B Povprecje ECD (2.0-6.5) ® Povprecje ECD (6.5-15) M Povprecje ECD (15-25)

400000
350000
300000
& 250000
-
S
o 200000
3
xn 150000
100000
50000 I
zacetni  nanos UF UF DF DF UF UF DF DF
material permeat retentat permeat retentat permeat retentat permeat retentat
brez ¢rpalke membranska peristalti¢na

Slika 12: Stevilo delcev glede na velikostni razred delcev v zaCetnem materialu, nanosu, permeatu in retentatu

Na sliki 12 lahko vidimo, da je najmanj delcev v permeatnih vzorcih. Nekaj ve¢ delcev lahko
opazimo v vzorcih zatetnega materiala in nanosa. Stevilo delcev v zaéetnem materialu se po
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dodatku saharoze spremeni, in sicer lahko iz preglednice 14 najvecjo razliko opazimo v
Stevilu najman;j$ih delcev (ECD 2.0 — 6.5 um), ki se poveca za faktor 2. Kljub temu pa je
Stevilo delcev v zaCetnem materialu, v primerjavi s Stevilom delcev v retentatnih vzorcih,
veliko manjse. Glede na podatke lahko vidimo, da v vzorcih pridobljenih na razli¢nih
stopnjah, prevladujejo delci najmanjSega velikostnega razreda (ECD 2.0-6.5 pm).

Pri primerjavi retentatnih vzorcev lahko tako v koraku ultrafiltracije kot diafiltracije
opazimo, da je Stevilo delcev v vzorcih, pridobljenih na membranski ¢rpalki, visje kot v
vzorcih, pridobljenih s peristalti¢no ¢rpalko.

Trend v tvorbi delcev se med ¢rpalkama razlikuje. Pri uporabi membranske ¢rpalke se je
Stevilo delcev med procesom povedevalo: tevilo delcev je vedje po diafiltraciji. Stevilo
delcev pri uporabi peristalti¢ne ¢rpalke se je med procesom zmanjsalo: Stevilo delcev je po
diafiltraciji manjse. Pri uporabi obeh ¢rpalk pa prevladujejo najmanjsi delci (ECD 2.0 — 6.5
um), sledijo delci velikostnega razreda ECD 6.5 — 15.0 um, najmanj zastopani so delci,
vecjih od 25 um.

4.1.2.3 Meritve delcev z metodo DLS

Z metodo DLS smo doloéili polidisperzni indeks vzorcev ter povprecni hidrodinamski
premer delcev v velikostnem razredu od 1 nm do 1 um. Hidrodinamski premer delca
predstavlja premer krogle, ki se giba enako hitro, kot izmerjen delec.

V preglednici 15 so prikazani polidisperzni indeksi (Pdl) posameznih vzorcev na
membranski in peristaltiéni ¢rpalki.

Preglednica 15: Polidisperzni indeks vzorcev na membranski in peristalti¢ni ¢rpalki

Polidisperzni indeks

Ime vzorca Membranska ¢rpalka Peristalticna ¢rpalka
Zacetni material 0,09 0,10
Nanos 0,12 0,12
UF retentat 0,16 0,15
DF retentat 0,19 0,13

Pdl med procesom narasca (slika 13). Pdl v vzorcu intermediata kaZze na monodisperznost
zadetnega vzorca. Ze po dodatku saharoze PdI naraste nad 0,1, kar nakazuje na prisotnost
delcev razli¢nih velikosti. V vzorcih vseh retentatov so prisotni delci razli¢nih velikosti.
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Slika 13: PdI vzorcev na membranski in peristalti¢ni érpalki

V preglednici 16 so prikazani povprec¢ni hidrodinamski premeri delcev v vzorcih.

Preglednica 16: Povpre¢ni hidrodinamski premeri delcev v vzorcih na membranski in peristaltiéni érpalki

Hidrodinamié¢ni diameter (nm)

Ime vzorca Membranska ¢rpalka Peristalti¢na ¢rpalka
Zacetni material 18 18
Nanos 18 18
UF retentat 35 34
DF retentat 49 53

Zaradi vrednosti Pdl, ki nakazujejo polidisperznost izmerjenih raztopin, DLS ni primerna
metoda za doloc¢anje delcev v naSih vzorcih. Signal odbite svetlobe vecjih delcev v
omenjenih vzorcih je lahko dominanten in tako zasenéi prisotnost manjsih delcev, kar se
lahko odraza v nepravilnih vrednostih povpre¢nih hidrodinamskih premerih delcev. Kljub
temu pa lahko na podlagi rezultatov sklepamo, da se je vsebnost delcev v vzorcih
povecevala. Vrednost povprecnega hidrodinamskega premera je lahko zaradi prisotnosti vse
vecjega Stevila delcev med procesom narascala.

4.1.2.4 Meritve agregatov z metodo SEC

Z metodo SEC smo dolo¢ili odstotek agregiranosti tarénega proteina. Metoda omogoca
detekcijo agregatov do velikosti 100 nm.
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Slika 15 prikazuje odstotek agregiranosti med procesom, izvedenim na membranski in
peristalti¢ni ¢rpalki.

B membranska M peristalticna

0,0
0,0
0,0
0,0
0,00

zacCetni material nanos UF retentat DF retentat

Agregati (%)
N
= = [y =
> o)) [o%] o N > o))

N

Slika 14: Odstotek agregiranosti vzorcev na membranski in peristalti¢ni ¢rpalki

Odstotek agregiranosti se po dodatku saharoze ni spremenil. Pri obeh tipih ¢rpalk smo
opazili, da se odstotek agregiranosti med procesom povecuje. Odstotek agregiranosti je med
ultrafiltracijo vecji pri uporabi membranske c¢rpalke, medtem ko med diafiltacijo vecji
odstotek agregiranosti opazimo na vzorcih, pridobljenih na peristalti¢ni érpalki.

S pomocjo enacbe (7) smo dolocili velikost proteinov in agregatov v vzorcih izmerjenih z
metodo SEC. Ob predpostavki, da so tako proteini kor agregati kroglaste oblike smo iz
molekulskih mas dolocili premer, ki predstavlja minimalen premer krogle, ki ga z dano
molsko maso zavzema, in nato izracunali povrSino krogle. IzraCunane velikosti na sliki 16
so zgolj ocene, saj so tako proteini kot agregati navadno nepravilnih oblik.
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Preglednica 17: Ocena povrsin agregatov in proteinov dolo¢enih z metodo SEC

Korak Tip Material Komponenta Masa (kDa) Rmin (hm)  PovrSina

¢rpalke (nm)
Zacetni Agregacijski vrh 2 444 .4 50 78,5
material Agregacijski vrh 1 335,8 4,6 66,4

- - Glavni vrh 170,8 3,7
43,0
Nanos Agregacijski vrh 2 444 .4 50 78,5
_ _ Agregacijski vrh 1 333,8 4,6 66,4
Glavni vrh 170,4 3,7 43,0
UF Retentat Agregacijski vrh 2 443,9 5,0 78,5
5 Agregacijski vrh 1 341.4 4,6 66.4
g Glavni vrh 170,0 3,7 43,0
DF E Retentat Agregacijski vrh 1 449,7 51 81,7
Glavni vrh 163,5 3,6 40,7
Zacetni Agregacijski vrh 2 446,0 50 78,5
_ material Agregacijski vrh 1 341,8 4,6 66,4

- Glavni vrh 170,4 3,7
43,0
Nanos Agregacijski vrh 2 4470 50 78,5
_ _ Agregacijski vrh 1 3374 4.6 66,4
Glavni vrh 170,4 3,7 43,0
UF Retentat Agregacijski vrh 2 446,5 5,0 78,5
o Agregacijski vrh 1 340,6 4,6 66,4
é Glavni vrh 170,4 3,7 43,0
DF % Retentat Agregacijski vrh 2 4444 5,0 78,5
N Agregacijski vrh 1 338,6 4,6 66,4
Glavni vrh 169,8 3,7 43,0

Uporabljene metode obravnavajo delce v razliénih velikostnih razredih. Rezultati metode
SEC, s katero lahko dolo¢imo le najmanjse agregate, niso pokazali razlik v odstoteku
agregiranosti med ¢rpalkama. Rezultati metode DLS zaradi polidisperznosti raztopine niso
relavantni. Odlocitev o izboru najprimernejSe ¢rpalke smo sprejeli na podlagi rezultatov
metode MFI. S slednjo smo namre¢ opazili razlike v Stevilu razli¢no velikih delcev.



Jelenc M. Preucevanje vpliva ultrafiltracije in diafiltracije na tvorbo proteinskih agregatov. 49
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

4.2 REZULTATI DRUGEGA SKLOPA POSKUSOV- TESTIRANJE PROCESNIH
PARAMETROV NA IZBRANI CRPALKI

Na podlagi rezultatov prvega sklopa poskusov smo kot najprimernejSo izbrali peristalti¢no
¢rpalko, na njej smo v drugem sklopu poskusov testirali procesne parametre.

Pri nacrtovanju poskusov smo za vsak parameter dolocili tri vrednosti, ki smo jih Zeleli
testirati. S programom Design Expert smo pripravili nacrt poskusov, ki nam je omogocal
preucuvanje vec¢ razlicnih parametrov hkrati. Izmerjneje odzive smo pripisali posameznim
poskusom in s pomocjo statisti¢nih orodij ovrednotili vplive posameznih prametrov. Poleg
ovrednotenja vplivov parametrov s statisticnimi modeli, smo rezultate prikazali tudi
grafi¢no. Uporabljeni program nam omogoca, da poleg vpliva parametrov v testiranih
vrednostih napovemo tudi njihov vpliv pri vrednostih, ki jih nismo testirali in so znotraj
testiranih vrendnostih. Z barvno lestvico ponazarjamo vpliv prarametrov na $tevilo delcev,
kjer je najvecji vpliv prikazan z rdeco barvo in najman;jsi z modro barvo.

Z uporabo peristalticne ¢rpalke smo izvedli 19 ultrafiltracijskih in 19 diafiltracijskih
eksperimentov. V vsakem eksperimentu smo spreminjali vrednosti treh procesnih
parametrov: TMP, meSanje in temperaturo. Pridobljene vzorce smo analizirali S tremi
metodami: ALC, SEC in MFI. VVzorce smo nato okarakterizirali na podlagi desetih razli¢nih
odzivov. V preglednicah 18 in 19 so prikazane vrednosti izmerjenih odzivov v posameznem
poskusu po ultrafiltraciji in diafiltraciji.
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Preglednica 18: Vrednosti odzivov po ultrafiltraciji v vzorcih retentatnega toka izbranega eksperimenta

Parameter Odziv
R1 R3 R5 R7 R9
., s = 5§ 5o B E ERN
¢ FE E P £S5 28 835 8% 8%
€ Y= 3= e~ S E 8 W = wa
= 2 S ~ h S
1 1,4 2,5 15 47,4 0,16 389475 62034 61360
2 0,5 5,0 6 50,4 0,17 258523 52472 89370
3 14 5,0 15 46,3 0,29 336223 45822 37245
4 14 2,5 15 49,0 0,22 358999 37125 27716
5 14 2,5 15 44,0 0,18 318398 33102 24651
6 2,3 0,0 24 45,9 0,16 162861 26219 19461
7 1,4 2,5 24 50,1 0,19 368533 50020 42438
8 1,4 2,5 15 47,5 0,19 362464 69929 87945
9 14 2,5 15 47,6 0,20 273827 53965 77192
10 14 0,00 15 47,7 0,21 227974 25808 20812
11 14 2,5 6 48,4 0,19 432396 84940 117432
12 2,3 5,00 6 43,1 0,19 202548 40181 66114
13 2,3 0,00 6 46,9 0,18 221061 47156 82993
14 2,3 5,00 24 48,3 0,17 492316 52911 38030
15 0,5 0,00 6 45,0 n.a’ 247067 51944 61495
16 0,5 5,00 24 44,6 0,17 353937 41971 28994
17 2,3 2,5 15 47,5 0,17 270575 32283 23993
18 0,5 2,5 15 48,57 0,17 376622 63645 68122
19 0,5 0,00 24 43,49 n.as 122553 8974 7788

1Koncentracijo smo med izvedbo poskusov dolo¢ali, da zadostimo kritarijem predvidene konecentracije
zdravilne u¢inkovine v konénem izdelku.

2Stevilo delcev dologenega velikostnega razreda.

3Zaradi napak pri izvajanju SEC analize vzorcema iz poskusov 15 in 19 nismo mogli dolo¢iti odstotka

agregiranosti.
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Preglednica 19: Vrednosti odzivov po diafiltraciji v vzorcih retentatnega toka izbranega eksperimenta

Parameter Odziv

R2 R4 R6 R8 R10
x5 ~ o~ N
3 S- tg % 5 g%‘ gH [a) : o) E‘ [a) E
: L& g 3¢9 52 58 Q¢ gS g4
& 87 =% 5 £ & s S - S
= N X N s S
1 0,9 2,5 15 50,33 0,19 391827 80725 140511
2 0,5 50 6 43,22 0,17 227417 45118 78154
3 0,9 5,0 15 46,02 0,23 331548 68418 115145
4 0,9 2,5 15 46,96 0,27 464196 94569 153776
5 0,5 2,5 15 45,54 0,19 330815 76342 127848
6 0,5 0,0 24 49,10 0,21 312763 98667 99344
7 0,9 2,5 24 46,22 0,22 245048 76616 129447
8 1,3 2,5 15 46,69 0,23 292487 57853 101868
9 0,9 2,5 15 45,98 0,22 188730 44418 77083
10 0,9 0,0 15 44,12 0,23 178504 36159 44534
11 0,9 2,5 6 47,37 0,19 202794 51833 91552
12 1,3 50 6 45,10 0,19 176746 37183 63873
13 1,3 0,0 6 45,60 0,19 164104 33774 58811
14 0,5 50 24 48,68 0,20 349928 86625 150529

158 0,5 0,0 6 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
16 1,3 50 24 44,37 0,20 173792 61905 121797
17 0,9 2,5 15 44,77 0,19 304282 79130 133758
18 0,9 2,5 15 44,64 0,18 108706 49073 95086
19 13 0,0 24 46,25 0,21 359978 96094 98901

!Koncentracijo smo med izvedbo poskusov dolo¢ali, da zadostimo kritarijem predvidene konecentracije
zdravilne u¢inkovine v konénem izdelku.

2Stevilo delcev dologenega velikostnega razreda.

SDiafiltracije pri poskusu 15 ni bilo mogoge izvesti pri izbranih pogojih.

Koncentracije procesne raztopine doloc¢ene, z ALC metodo, so tako po ultrafiltraciji kot
diafiltraciji znotraj predpisanih vrednostih (40 — 60 mg/ml).

Vpliv parametrov na nastanek agregatov smo zaradi razlik v velikosti agregatov in
detekcijskih mej izbranih analitskih metod analizirali z dvema metodama. S SEC metodo
smo dolocili agregate v velikostnem obmoc¢ju 1 — 100 nm, z MFI metodo pa delce v
velikostnem obmoc¢ju ECD 2,0 — 25,0 um.
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V preglednici 20 so prikazani odzivi z nekaterimi statisticnimi vrednostmi in pripadajo¢imi
evalvacijskimi modeli, na podlagi katerih smo dolo¢ili vpliv parametrov na posamezen
odziv.

Preglednica 20: Pregled izmerjenih odzivov s pripadajo¢imi evaluacijskimi modeli

Odziv Ime odziva Enote Minimalna Maksimalna Srednja Standardna Evaluacijski
vrednost vrednost vrednost deviacija model
R1 ALC: UF [mg/ml] 43,10 50,43 46,93 2,12 RQuadratic
R2 ALC: DF [mg/ml] 43,22 50,33 46,16 1,83 Quadratic
R3 SEC - % AG: UF  [%] 0,16 0,29 0,19 0,03 RQuadratic
R4 SEC-% AG: DF  [%] 0,17 0,27 0,21 0,02 RQuadratic
MFI (ECD 2,0 - .
R5 - 122553 492316 304018 94870 RQuadratic
6,5 um): UF
MFI (ECD 2,0 -
R6 - 108706 464195 266870 95476 Mean
6,5): DF
MFI (ECD 6,5 - ]
R7 - 8974 84939 46342 17502 RQuadratic
10,0 pm): UF
MFI (ECD 6,5 - .
R8 - 33773 98667 65249 21761 RLinear
10,0 um): DF
MFI (ECD 10,0 - .
R9 - 7788 117432 51744 30131 RLinear
25,0 um): UF
MFI (ECD 10,0 - .
R10 - 44534 153776 104556 31974 RLinear
25,0 um): DF

4.2.1 Vpliv procesnih parametrov na tvorbo delcev, dolo¢enih z MFI

4.2.1.1 Meritve z metodo MFI med ultrafiltracijo

Po ultrafiltraciji smo vzorce pomerili z metodo MFI in dobili tri odzive (Stevilo delcev v treh
velikostnih razredih, ECD 2,0 — 6,5 um, ECD 6,5 — 10,0 um in ECD 10,0 — 25,0 um).
Vsakega izmed odzivov smo lo¢eno statisticno evalvirali.

Med ultrafiltracijo ima na tvorbo delcev najvecji vpliv hitrost meSanja in temperatura. Vpliv
UF TMP je signifikanten samo v korelaciji s temperaturo. Procesni parametri imajo razli¢éno
mocan vpliv na delce posameznih velikostnih razredov. MeSanje in temperatura vplivata na
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tvorbo najmanjsih (ECD 2,0 — 6,5 pm), TMP in temperatura na malo vecje delcev (ECD 6,5
—10,0 um). Na tvorbo velikih delcev (ECD 10,0 — 25,0 um) vpliva le temperatura.

Tvorba manjsih delcev (ECD 2,0 — 6,5 um) z vi§jo intenziteto meSanja nara$¢a vse do

najvi§je hitrosti meSanja, kjer lahko vidimo, da za¢ne Stevilo delcev upadati (slika 17).
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Slika 15:Vpliv mesanja na Stevilo delcev (ECD 2,0 — 6,5 pm) po ultrafiltraciji

Vpliv temperature na tvorbo delcev (ECD 2,0 — 6,5 um) je opazen le v kombinaciji z
mesanjem. Na sliki 18 lahko vidimo, da najve¢ delcev nastane, ko proces izvajamo pri
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Slika 16: Vpliv hitrosti meSanja in temperature na $tevilo delcev (ECD 2,0 — 6,5 um) po ultrafiltraciji
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Tako kot pri tvorbi manjsih delcev, ima meSanje v korelaciji s temperaturo najvecji vpliv
tudi pri tvorbi vecjih delcev (ECD 6,5 -10,0 um) med ultrafiltracijo. Na sliki 19 lahko
vidimo, da najman;j delcev nastane pri vi§jih temperaturah in nizki hitrosti mesanja. Pogoji,
ki spodbujajo tvorbo delcev, so srednje hitrosti mesanja in nizje temperature.

Temperatura [°C]

0.00 125 2.50 375 5.00

Mes$anje [rpm]

Slika 17: Vpliv me$anja in temperature na Stevilo delcev (ECD 6,5 - 10,0 um) po ultrafiltraciji

Vpliv na tvorbo delcev med ultrafiltracijo predstavlja tudi korelacija TMP in temperature.
Najve¢ vecjih delcev (ECD 6,5 — 10,0 um) nastane pri nizjih tlakih in nizji temperaturi.
Idealne pogoje dosezemo, e proces vodimo pri nizjih do srednjih vrednostih temperature in
visokem TMP ali pri zelo visokih temperaturah in zelo nizkem TMP (slika 20).
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Slika 18: Vpliv UF TMP in temperature na tvorbo delcev v velikostnem obmoc&ju ECD 6,5 -10,0 pm
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4.2.1.2 Meritve z metodo MFI med diafiltracijo

Tudi med diafiltracijo smo z metodo MFI dobili tri odzive (Stevilo delcev v treh velikostnih
razredih, ECD 2,0 — 6,5 um, ECD 6,5 — 10,0 um in ECD 10,0 — 25,0 um). Vsakega izmed
odzivov smo lo¢eno statisti¢no evalvirali. S preu¢evanjem vpliva procesnih parametrov na
tvorbo delcev v procesu diafiltracije in obdelavo rezultatov z izbranim programom smo
ugotovili, da imata signifikanten vpliv na tvorbo delcev temperatura in transmembranski
tlak.

Omenjena parametra vplivata na tvorbo vecjih delcev (ECD 6,5 — 25,0 um). Obdelava
podatkov z izbranim programom ni pokazala vpliva preuc¢evanih procesnih parametrov na
tvorbo najmanjsih delcev (ECD 2,0 — 6,5 pm).

Na sliki 21 vidimo, da z visanjem temperature Stevilo delcev (ECD 6,5 — 10,0 um) narasca.
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Slika 19: Vpliv temperature na tvorbo delcev (ECD 6,5 — 10,0 um) med diafiltracijo
Na tvorbo delcev (ECD 6,5 — 10,0 um) vliva tudi TMP v Kkorelaciji s temperaturo. Na sliki

22 vidimo, da se najve¢ delcev tvori pri visokem transmembranskem tlaku in niZjih
temperaturah.



Jelenc M. Preucevanje vpliva ultrafiltracije in diafiltracije na tvorbo proteinskih agregatov. 56
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

Temperatura [°C]

0.50 0.70 0.90 1.10 1.30

TMP_DF [bar]

Slika 20: Vpliv TMP in temperature na tvorbo delcev (ECD 6,5 -10,0 um) med diafiltracijo

Tempratura je pomemben faktor tudi pri tvorbi vecjih agregatov (ECD 10,0 — 25,0 um). Z
viSanjem temperature Stevilo delcev narasca.

Na slikah 23 in 24 je prikazana primerjava vpliva temperature med ultrafiltracijo in med
diafiltracijo. Nastajanje delcev je med ultrafiltracijo najbolj izrazito pri nizki temperaturi
med ultrafiltracijo pa pri visoki temperaturi.

Rezultati so pokazali zanimivo razliko v vplivu temperature na tvorbo najvec¢jih delcev
(ECD 10,0 — 25,0 um) med ultrafiltracijo in diafiltracijo. Vpliv temperature med
ultrafiltracijo je obraten vplivu temperature med diafiltracijo. Medtem ko med diafiltracijo
ve¢ vecjih delcev nastane pri visokih temperaturah (slika 23), je tvorba delcev med
ultrafiltracijo visja pri nizjih temperaturah (slika 24).
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Slika 21: Vpliv temperature na $tevilo delcev (ECD 10,0 — 25,0 um) med diafiltracijo
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Slika 22: Vpliv temperature na $tevilo delcev (ECD 10,0 — 25,0 um) med ultrafiltracijo

4.2.2 Vpliv procesnih parametrov na tvorbo agregatov, dolo¢enih s SEC

4.2.2.1 Meritve odstotka agregiranosti z metodo SEC med ultrafiltracijo

Na podlagi podatkov iz preglednic 18 in 19 vidimo, da je razlika v odstotkih agregiranosti
med eksperimenti relativno majhna. Kljub temu pa je analiza pokazala, da na tvorbo
najmanjSih agregatov (do 100 nm) med ultrafiltracijo najbolj vplivajo srednje vrednosti TMP
in mejne vrednosti intenzitete meSanja. Najmanj agregatov med ultrafiltracijo nastane pri
mejnih vrednostih TMP (slika 25) in srednjih vrednostih intenzitet meSanja (slika 26).
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Slika 23: Vpiv TMP na odstotek agregiranosti med ultrafiltracijo
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Slika 24: Vpiv mesanja na odstotek agregiranosti med ultrafiltracijo

4.2.2.2 Meritve odstotka agregiranosti z metodo SEC med diafiltracijo

Med diafiltracijo odstotek agregiranosti s temperaturo naraséa (slika 27).
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Slika 25: Vpliv temperature na odstotek agregiranosti med diafiltracijo

4.2.3 Optimizacija

Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko s pomoc¢jo programa Design Expert dolo¢imo
vrednosti parametrov pri katerih je tvorba agregatov ¢im manjsa.

Kot najvplivnejSa parametra, povezana z nastankom agregatov, sta bila prepoznana
temperatura in hitrost mesanja.

Optimizacijo smo naredili na podlagi Stevila delcev, dolo¢enih z metodo MFI.
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Rumeno obarvane povrsine na grafih oznacujejo obmocja vrednosti procesnih parametrov,
pri katerih bi bilo stevilo delcev enako srednji vrednosti $t. delcev, ki smo jih z metodo MFI
izmerili vzorcem iz izvedenih poskusov.

V primeru, ko imamo po UF/DF procesu na voljo dodatne tehnike CiSCenja, npr. razlicne
filtracije, s katerimi lahko odstranimo delce dolo¢ene velikosti, lahko UF/DF proces vodimo
pri pogojih, ki so optimalni za dolo¢eno velikost delcev. Na slikah 25 in 26 so prikazana
optimalna obmoc¢ja vrednosti parametrov med ultrafiltracijo in diafiltracijo za vsak
velikostni razred delca posebe;j.

Optimalni obmoc¢ji vrednosti procesnih parametrov, pri katerih nastane najmanj delcev
velikostnih razredov ECD 2,0 — 6,5 pm in ECD 6,5 — 10,0 um, sta precej skladni. Na
nastanek velikih delcev (ECD 10,0 — 25,0 um) pa vpliva le temperatura (slika 26).
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Slika 26: Optimalna obmod¢ja vrednosti procesnih parametrov med ultrafiltracijo za vsak velikostni razred
delcev
Na sliki 27 vidimo, da se optimalna obmocja za ¢im manjSo tvorbo razli¢no velikih delcev
med diafiltracijo med seboj precej razlikujejo. Temperatura in meSanje v obmocju testiranih
vrednosti nimata vpliva na tvorbo najmanjsih agregatov. Na tvorbo srednje velikih delcev
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slabo vplivajo visoke temperature. Najve¢ velikih delcev bo nastalo pri zelo visokih

temperaturah in nizkih intenzitetah meSanja ali pri nizjih temperaturah in visokih hitrostih
mesanja.
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Slika 27: Optimalna obmocdja vrednosti procesnih parametrov med diafiltracijo za vsak velikostni

razred delcev

Proces ultrafiltracije in diafiltracije lahko vodimo pri pogojih, pri katerih bo tvorba delcev
razli¢nih velikostnih razredov ¢im manjsa. Dolocili smo, da bo tvorba agregatov med
ultrafiltracijo najnizja pri visokih temperaturah in nizkih hitrostih mesanja (slika 28), med
diafiltracijo pa pri srednjih vrednostih temperature v kombinaciji z nizkimi hitrostmi
mesanja ali pri nizkih temperaturah v kombinaciji z visokimi intenzitetami mesanja (slika

29).
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Slika 28: Optimalna obmocja vrednosti procesnih parametrov med ultrafiltarcijo
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Slika 29: Optimalna obmog¢ja vrednosti procesnih parametrov med diafiltracijo

Z optimizacijskim modelom lahko dolo¢imo vrednosti parametrov med UF/DF procesom,
ki so optimalne za izbrano protitelo. Zaradi razlik med protitelesi lahko optimizacijske

rezultate uporabimo le kot smernice ali izhodiS¢e testiranj parametrov UF/DF procesa v
razvoju novega protitelesa.
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5 RAZPRAVA

51 VPLIV CRPALK

V sklopu prvega dela raziskovanja smo s poskusi ultrafiltracije in diafiltracije poskusali
dolo¢iti vpliv razli¢nih tipov ¢rpalk na tvorbo agregatov. Preizkusili smo naslednje tipe
¢rpalk: zobniska, batna, membranska in peristalti¢na. Ker so bili poskusi na razli¢nih tipih
¢rpalk izvedeni pri enakih procesnih pogojih, lahko razlike v agregiranosti vzorcev
pripiSemo vplivu razli¢énih mehanizmov ¢rpanja. V poskusih smo uporabili ¢rpalke s Stirimi
razli¢nimi mehanizmi ¢rpanja. Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko potrdimo hipotezo,
da se raven agregatov pri uporabi razli¢nih tipov ¢rpalk razlikuje. Prav tako lahko potrdimo
naSe predvidevanja, da je raven agregatov niZja pri uporabi peristalti¢ne ¢rpalke.

Rezultati so pokazali, da je stopnja agregiranosti najvisja pri vzorcih iz poskusov, izvedenih
na batni in zobniski ¢rpalki. Vsebnost agregatov je bila tako visoka, da brez predhodne
obdelave konéne raztopine ni bilo mogoc¢e natan¢no dolociti vsebnosti agregatov s katero
izmed izbranih metod. Tako tudi ni bilo mogoce dolo¢iti, katera izmed omenjenih ¢rpalk
ima veéji vpliv na agregacijo. Najmanj agregatov smo izmerili na vzorcih iz poskusov,
izvedenih na peristalti¢ni ¢rpalki in nekaj ve¢ na vzorcih iz poskusov na membranski Crpalki.

Mehanizem ¢rpanja posameznih ¢rpalk vpliva na intenziteto stresa, kateremu je izpostavljen
protein. Inkompatibilnost ¢rpalke s procesno raztopino je lahko posledica mehanskega stresa
zaradi gibanja ¢rpalke ali razli¢nih tujih materialov s katerimi protein med ¢rpanjem pride v
stik (Meyer, 2012). Na podlagi gibanja ¢rpalke lahko identificiramo ve¢ vzrokov, ki
povecujejo moznost za nastanek agregatov: produkt je ujet med gibajoce dele Crpalke,
poviSana temperatura kot posledica gibanja ¢rpalke, penjenje in stik produkta s ¢rpalko
(Nayak in sod., 2011).

Nekatere Studije, izvedene na stopnji kon¢nega polnjenja zdravilne u¢inkovine, So pokazale
korelacijo med uporabo razli¢nih tipov ¢rpalk in tvorbo delcev. Nayak in sod. (2011) so s
svojimi poskusi ugotovili, da najve¢ subvidnih delcev nastane pri uporabi batne ¢rpalke.
Prav tako so Cromwell in sod. (2006) v svoji Studiji preucevanje tvorbe delcev med
polnjenjem vial z IgG opazili ve¢jo tvorbo delcev pri uporabi batne ¢rpalke kot pri uporabi
membranske Crpalke, vendar vzroka niso odkrili. Podobno $tudijo so opravili tudi Tyagi in
sod. (2009), ki navajajo, da je tvorba delcev pri uporabi batne ¢rpalke vi§ja v primerjavi s
tvorbo delcev pri uporabi peristalticne ali membranske ¢rpalke.
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V Stevilnih Studijah kot glavne razloge tvorbe agregatov med ¢rpanjem navajajo prisotnost
interfaz, ki nastanejo kot posledica kavitacije, stika s povrSino in kontaminacije s tujimi
delci.

Kavitacija, ki jo povzroc¢a lokalni padec tlaka, predstavlja vir interfaz voda/zrak. Zaradi stika
s povrsino ali necistoami, ki izhajajo iz mikro in nano delcev, kateri se sproscajo iz
uporabljenih materialov, prihaja do nastanka interfaz voda/trdna snov. Razvitje proteina je
zaradi hidrofobnega dela molekule ob prisotnosti interfaz energetsko ugodno stanje
(Biddlecombe in sod., 2009).

Sklepamo lahko, da je pojav kavitacije najbolj izrazit pri uporabi Crpalk, kjer je gibanje
tekoCine intenzivnejSe. Gibanje tekoCine pri batni in membranski ¢rpalki je posledica
spreminjanja prostornine v komori ¢rpalke. Teko¢ina mora v prvi fazi napolniti komoro
¢rpalke, ta pa se nato izprazni zaradi mehanskega gibanja delov ¢rpalke. Pri membranski
¢rpalki je to posledica membrane, ki s spreminjanjem pozicije potisne tekoc¢ino iz komore.
Padec tlaka, ki povzroca kavitacijo, je torej prisoten tudi pri membranski ¢rpalki, vendar je
tu protein deloma zasc€iten z elastomerno membrano. Precej ve¢ji vpliv na protein ima batna
¢rpalka, pri kateri gibanje bata omogoci potisk tekocine iz komore. Padec tlaka na povrSini
gibljivega bata lahko povzroci kavitacijo. Med samim delovanjem raztopina, ki napolni
prostor med batom in cilindrom, sluzi kot mazivo premikajoemu batu, hkrati pa je
izpostavljena tudi mo¢nemu trenju. Zaradi interakcije hidrofobne povrSine bata in
hidrofobnega dela molekule proteina lahko pride do razvitja proteina. Intenzivno gibanje
tekocine je prisotno tudi pri uporabi zobniSke ¢rpalke. Tekoc€ina je vse od vstopa do izstopa
1z komore v neposrednem stiku z gibajo€imi zobniki. Pri ¢rpanju s peristalti¢no ¢rpalko je
stres na procesno raztopino veliko man;jsi, raztopina namre¢ ni v neposrednem stiku s
komoro ¢rpalke, saj potuje po silikonskih ceveh.

Poleg interfaz pa se kot vzrok tvorbe agregatov veckrat omenjajo tudi strizne sile. Kljub
temu, da je raztopina med ¢rpanjem izpostavljena striznim silam, SO mnogi znanstveniki
mnenja, da strizne sile same po sebi ne vplivajo signifikantno na tvorbo agregatov. Kljub
temu pa vpliva striznih sil ne moremo popolnoma izkljuéiti. Zaradi delovanja striznih sil se
lahko poveca vpliv interfaz, te namre¢ generirajo in rusijo interfaze voda/zrak ali pa sluZijo
kot transport proteina na povrSino C¢rpalke ali na trdne delce, prisotne v tekocini
(Biddlecombe in sod., 2009).

Pomemben vpliv na tvorbo agregatov v procesu ¢rpanja ima tudi stik raztopine s povr§ino
Crpalke ali izpostavljenost razlicnim tujim delcem. Vse povrSine, s katerimi protein pride v



Jelenc M. Preucevanje vpliva ultrafiltracije in diafiltracije na tvorbo proteinskih agregatov. 64
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

stik, so lahko vir izluznin. Tyagi in sod. (2009) so v svoji Studiji ugotovili, da absorbcija
proteinov na mikro in nanodelce iz procesne opreme lahko sprozi agregacijske procese.

Pri poskusih, izvedenih na vseh S$tirih tipih ¢rpalk, so bile uporabljene enake komponente:
cevi, povezovalni deli, rezervoar in membrana. Med poskusi smo vse sestavne dele sanitirali
po enakem postopku: krozno spiranje z 1 M natrijevim hidroksidom, ki mu je sledilo spiranje
z WFI vodo. U¢inkovitost spiranja smo preverjali z merjenjem prevodnosti spiralne vode.
Razlike v materialih, s katerimi je raztopina priSla v stik, torej izvirajo iz materialov
uporabljenih ¢rpalk.

Nerjavece jeklo, steklo in celuloza so le nekateri izmed materialov s katerimi pride protein
v stik med proizvodnim procesom. Bee in sod., (2009) so v S$tudiji preucevali vpliv
izpostavljenosti monoklonskih proteiteles mikrodelcem stekla, nerjavecega jekla in celuloze.
Rezultat adsorpcije proteinskih molekul na mikrodelce je lahko tvorba agregactov. V studiji
so raztopine monoklonskih protiteles 30 dni inkubirali z mikrodelci omenjenih materialov.
Rezultati nakazujejo, da inkubacija z mikrodelci stekla in celuloze ne vpliva signifikantno
na agregacijo, medtem ko je inkubacija z mikrodelci nerjavecega jekla povzrocila tvorbo
topnih in netopnih agregatov. Do podobnih zakljuckov sta prisla tudi Wang in Roberts
(2010), ki formulacijo subvidnih delcev pripisujeta adsorpciji proteinskih molekul na
nanodelce, ki izhajajo iz komor ¢rpalk iz nerjavecega jekla.

Adsorpcija proteinov na delce je posledica elektrostatskih interakcij. Na nivo adsorpcije
vpliva nabitost mikrodelcev, vendar to podrocje $e ni raziskano. Adsorpcijo monoklonskih
protiteles bi tako lahko v nekaterih primerih zmanjsali s spremembo pH raztopine (Bee in
sod., 2009). Za dolocitev optimalne pH vrednosti raztopine bi bilo potrebno izvesti dodatne
prakti¢ne Studije s posameznim tipom proteina in uporabljene opreme.

Crpalki, pri katerih smo opazili najvedjo agregiranost (batna in zobniska &rpalka), sta
narejeni iz nerjavecega jekla. Raztopina je v komori ¢rpalke v neposrednem stiku z
nerjave¢im jeklom. Najmanj agregatov smo detektirali v vzorcih iz membranske in
peristalticne ¢rpalke, kjer je izpostavljenost kriticnim materialom manjSa. Membranska
¢rpalka je sicer prav tako izdelana iz nerjavecega jelka, vendar je membrana tisti faktor, ki
lahko deloma za$c¢iti protein in zmanjsSa izpostavljenost povrSini. Pri uporabi peristalti¢ne
¢rpalke raztopina skozi celoten proces potuje po elasti¢ni silikonski cevi in tako ne pride v
stik z drugimi materiali.

Nasa ugotovitev, da je peristalticna ¢rpalka z vidika nastajanja agregatov najprimernejSa za
izvedbo ultrafiltracije in diafiltracije, je torej skladna z rezultati objavljenih Studij. En od
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razlogov je nacin delovanja te ¢rpalke. Tekocina pri tej ¢rpalki le relativno pocasi potuje po
cevi, se minimalno peni, nastajanje mehurckov (kavitacija) je zanemarljivo. Poleg tega je
raztopina proteina ves Cas procesa v stiku le s povrsino silikonske cevi, ki je v primerjavi s
povrsino iz nerjavecega jekla bolj ugodna za protein in povrzoca niZjo stopnjo agregiranosti.

Na osnovi prvega sklopa poskusov smo torej kot optimalno izbrali peristalti¢na ¢rpalko, s
katero smo izvedli drugi sklop poskusov, v katerem smo testirali vpliv izbranih procesnih
parametrov na nastajanje agregatov.

5.2 VPLIV PROCESNIH PARAMETROV

Drugi sklop poskusov smo namenili preuc¢evanju vpliva procesnih parametrov na tvorbo
delcev. Vse poskuse smo izvedli s peristaltiéno ¢rpalko, spreminjali pa smo naslednje
procesne parametre: UF TMP, DF TMP, meSanje in temperaturo. Obmocja testiranja
parametrov smo dolocili na podlagi literature in v okviru proizvodnih zmoznosti. Vsak
parameter smo testirali v treh to¢kah: na zgornji in spodnji meji izbranega obmocja ter pri
srednji vrednosti. Zaradi razlik v velikosti delcev in detekcijskih mej izbranih metod smo
vzorce testirali z dvema metodama, SEC in MFI.

Rezultati, pridobljeni z obema metodama, se lahko med samo razlikujejo. Razlogov za to je
ve¢. Poleg razlik v detekcijskih mejah je lahko odsotnost agregacijskih vrhov pri metodi
SEC posledica tega, da netopni agregati ostanejo na friti SEC kolone. Topne agregate lahko
iz vzorcev odstranimo z redCenjem in centrifugiranjem, ki ju uporabljamo v postopku
priprave vzorca na SEC analizo (Sahin in sod., 2012).

5.2.1 Vpliv procesnih parametrov na tvorbo agregatov dolo¢enih z MFI

S testiranjem vpliva procesnih parametrov na tvorbo delcev med ultrafiltracijo in diafiltracijo
smo pokazali, da se vpliv izbranih parametrov med korakoma razlikuje. Vpliv dolo¢enega
parametra je tako lahko izrazit le v enem koraku, v drugem koraku pa je njegov vpliv
zanemarljiv. V nekaterih primerih je vpliv dolo¢enega parametra signifikanten le v korelaciji
z drugim parametrom. Poleg tega imajo lahko enake vrednosti parametrov razli¢en vpliv na
tvorbo delcev posameznih velikostnih razredov.

Razumevanje poti nastanka delcev je omejeno z analitskimi in biofizikalnimi metodami, Ki
nam omogocajo karakterizacijo delcev. Razli¢ne oblike stresa povzrocajo konformacijske
spremembe nativnega proteina, posledi¢no ima takSen protein vecjo tendenco po
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agregiranju. Konformacijske spremembe torej povzrocijo nastanek manjSih topnih
agregatov. Z zdruZevanjem manjSih agregatov se formirajo vecji agregati, vse do vidnih
agregatov, ki so navadno nereverzibilni. Kljub opisanemu mehanizmu tvorbe agregatov
Studije nakazujejo, da je pot nastanka velikokrat bolj zapletena in ne sledi nujno opisanemu
zaporedju. Tvorba tako manjsih kot vecjih agregatov je proteinsko in formulacijsko
specifi¢na (Simler in sod., 2012).

Nasi rezultati kazejo, da povprecno Stevilo delcev med procesom naras¢a. Opazili smo, da
se tvori najve¢ najmanjsih delcev. Stevilo delcev, ki smo jih uvrstili v skupino najve&jih
delcev, pa je vecje od Stevila srednje velikih delcev, tako med ultrafiltracijo kot med
diafiltracijo. Med ultrafiltracijo procesni parametri signifikantno vplivajo na tvorbo manjsih
delcev (ECD 2 — 10 um). Med diafiltracijo pa procesni parametri izrazito vplivajo le na
tvorbo vecjih delcev. Kljub temu vidimo, da se $tevilo najmanjsih delcev po diafiltraciji
zmanjs$a. Razlog je lahko to, da so manjsi agregati reverzibilni in se med diafiltracijo
raztopijo, nereverzibilni agregati pa se lahko zdruzujejo v veéje agregate.

5.2.1.1 Vpliv hitrosti meSanja na tvorbo agregatov

Mesanje ima podoben vpliv na tekoc¢ine kot gibanje tekoc€in zaradi delovanja crpalk. Pri
intenzivnem mesSanju lahko na raztopino delujejo strizne sile, ki pa so v primerjavi s striznimi
silami, ki nastanjejo kot posledica delovanja nekaterih ¢rpalk, precej manjse. Med mesanjem
na tvorbo delcev vpliva tudi kavitacija, ki je Se izrazitej$a ob delovanju striznih sil.

Mesanje lahko povzroci strukturne spremembe proteina zaradi nastajanja interfaz voda/zrak.
Posledica strukturnih sprememb je lahko delna ali popolna izpostavljenost hidrofobnih
aminokislin, ki so pri nativnem proteinu skrite v notranjosti. Izpostavitev hidrofobnih
aminokislin vodi do razli¢nih interakcij in posledi¢no tvorbe agregatov. Manjsi delci se
lahko akumulirajo v vecje (Jayaraman in sod., 2014).

S poskusi smo ugotovili, da hitrost meSanja izmed vseh testiranih procesnih parametrov
najbolj vpliva na nastajanje agregatov. Med ultrafiltracijo smo opazili predvsem povecano
nastajanje manjSih delcev (do ECD 10 um). Vpliv meSanja s casom naraS¢a. Vpliv meSanja
smo med ultrafilracijo opazili tudi v korelaciji s temperaturo. Ce vzamemo v obzir le
temperaturo in meSanje, dobimo najboljse rezultate — najmanj agregatov, ¢e proces izvajamo
pri visji temperaturi (nad 15 °C) in v odsotnosti mesanja. Temperatura sama po sebi v okviru
testiranih vrednostih nima izrazitega vpliva. Kljub temu pa so za vecjo tvorbo agregatov pri
nizjih temperaturah, ki vplivajo na vec¢jo viskoznost raztopine, dovolj Ze srednje intenzitete
mesanja.
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Kljub temu, da meSanje v prvi vrsti vpliva na nastanek manjsih agregatov, natancen
mehanizem agregacije kot posledice mesanja Se ni znan. Pomembno je zavedanje, da je vpliv
mesanja odvisen od strukturnih in fizikalnih lastnosti proteina pa tudi od lastnosti raztopine,
v kateri se protein nahaja, in se tako lahko razlikuje od proteina do proteina (Jayaraman in
sod., 2014).

5.2.1.2 Vpliv temperature na tvorbo agregatov

Vpliv temperature smo opazili med ultrafiltracijo in med diafiltracijo. Ve¢ji vpliv smo
opazili med diafiltracijo, vpliv temperature med ultrafiltracijo pa je izrazit v korelaciji z
drugimi procesnimi parametri (npr. hitrostjo mesanja.).

Iz rezultatov lahko vidimo, da ima temperatura med ultrafiltracijo obraten vpliv kot med
diafiltracijo. Vzroki za omenjeni pojav so v tesni korelaciji z lastnostmi vhodnega materiala,
kot so pH in viskoznost raztopine. pH raztopine vpliva na topnost agregatov. Visja kot je pH
vrednost raztopine, slabSa je topnost agregatov. Literatura navaja, da raztopine z
monoklonskimi protitelesi z nizjo pH vrednostjo (pod 4.5) niso odvisne od temperature,
medtem ko je vpliv temperature izrazitej$i pri vi§jih pH vrednostih. Na pojav agregatov
vpliva tudi viskoznost raztopine (Sahin in sod., 2012).

S poskusi smo pokazali, da v koraku ultrafiltracije Stevilo delcev z nizanjem temperature
nara$¢a. Vzrok za to lahko pripiSemo viskoznosti raztopine. Na viskoznost raztopine poleg
pH, inorganskih soli, sladkorjev in ostalih necisto¢ vpliva tudi temperatura. Z niZanjem
temperature se viskoznost raztopin povecCuje. Posledica viskoznosti raztopin so ne-
kovalentne interakcije, ki spodbujajo tvorbo agregatov (Cheng in sod., 2013). Vhodni
material za ultrafiltracijo vsebuje vec razli¢nih topljencev, ki vplivajo na viskoznost
raztopine med procesom. V poskusih smo z nizanjem temperature povecali vpliv viskoznosti
in posledi¢no vplivali na vecjo tvorbo agregatov.

Obratno kot v procesu ultrafiltracije, med diafiltracijo Stevilo delcev naras¢a z viSanjem
temperature. Vpliv na tvorbo delcev lahko pojasnimo z vplivom temperature na pH
raztopine. Z visanjem temperature lahko okrepimo vpliv pH raztopine, ki se med diafiltracijo
in pribliza pl molekule kar spodbudi elektrostratske interakcije in posledicno spodbudi
tvorbo agregatov (Cheng in sod., 2013). Poleg tega z viSanjem temperature spodbudimo
hidrofobne interakcije in strukturne spremembe proteina, ki posledi¢no vodijo v agregacijo
proteinov (Wang in sod., 2010).

5.2.1.3 Vpliv procesnih parametrov na tvorbo agregatov: transmembranski tlak
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Transmembranski tlak med ultrafiltracijo in diafiltracijo v korelaciji s temperaturo vpliva le
na srednje velike delce (ECD 6,5 -10,0 um). Visoki tlaki destabilizirajo ionske in hidrofobne
vezi, kar vodi do poveCane agregacije. Temperatura in tlak vplivata na proteine tudi preko
kemijske reaktivnosti, in sicer s spremembo reakcijskega ravnotezja (Rivalain, Roquain in
Demazeau, 2010).

Obmocje transmembranskega tlaka, ki spodbuja tvorbo agregatov se med diafiltracijo
zmanj$a v primerjavi z obmoc¢jem med ultrafiltracijo za 0,4 bara. 1z grafov lahko opazimo,

da najveC agregatov, znotraj omenjenega obmocja, nastane pri nizjih temperaturah (pod 9
°C).

5.2.2 Vpliv procesnih parametrov na tvorbo agregatov, dolo¢enih s SEC

Iz rezultatov lahko vidimo, da je razlika v agregiranosti vzorcev, dolo¢enih z metodo SEC,
med eksperimenti majhna. Razlike v nastajanju vecjih delcev, ki smo jih detektirali z metodo
MFI, so precej bolj izrazite. Simler in sod. (2012) so v svoji Studiji pokazali, da nagnjenost
k tvorbi majhnih delcev ni nujno sorazmerna nagnjenosti k tvorbi vecjih delcev. Ugotovili
so, da se pri IgG protitelesih zaradi stresa, ki ga povzro¢i mesanje, masa vecjih delcev hitreje
povecuje kot masa manjsih delcev.

Osnovni mehanizem tvorbe agregatov sicer predvideva, da najprej nastanejo manjsi agregati,
z zdruZevanjem teh pa nato nastajajo vecji agregati. Kot Ze omenjeno, pa je proces tvorbe
agregatov precej bolj zapleten in do sedaj Se relativno neraziskan. Kljub temu, da se
mehanizmi tvorbe agregatov med proteinskimi molekulami razlikujejo, pa imajo navadno
faktorji, ki vplivajo na tvorbo manjsih agregatov, pomembno vlogo tudi pri tvorbi vecjih
agregatov (Simler in sod., 2012).

Na nastanek agregatov, detektiranih z metodo SEC, med ultrafiltracijo vplivata
transmembranski tlak in meSanje, vpliv temperature pa je opazen med diafiltracijo.

Pri izvedbi analize z metodo SEC moramo upostevati, da vecji agregati (nad 0,1 um) ne
morejo potovati skozi kromatografsko kolono in jih zato s to metodo ni mogoce detektirati
(Cromwell in sod., 2006).

5.2.2.1 Vpliv procesnih parametrov na tvorbo agregatov: meSanje

Rezultati vpliva mesSanja nakazujejo, da najvecji odstotek agregiranosti dosezemo ob
odsotnosti meSanja in pri maksimalnem meSanju. Ob odsotnosti meSanja raztopina v
rezervoarju ni homogena, zato prihaja do lokalnih razlik v viskoznosti materiala. Pri
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moc¢nem mesSanju se vplivi mesanja, kot so kavitacija in strizne sile okrepijo, in Se dodatno
spodbujajo nastanek agregatov.

5.2.2.2 Vpliv procesnih parametrov na tvorbo agregatov: temperatura

Vpliv temperature na odstotek agregiranosti je izrazit med diafiltracijskim korakom. Do
podobnih rezultatov, kot smo prisli pri analizi ve¢jih delcev, je tudi tvorba najmanjSih
agregatov najvecja pri visjih temperaturah. Kot Ze omenjeno, vi§ja temperatura spodbudi
elektrostatske interakcije in posledi¢no vpliva na konformacijske spremembe nativnega
proteina.

5.2.2.3 Vpliv procesnih parametrov na tvorbo agregatov: transmembranski tlak

Tako kot tvorba ve¢jih agregatov (ECD 2 -25 um), je tudi tvorba manjsih agregatov (pod
100 nm) najizrazitejSa pri transmembranskem tlaku 1,3 bara. Odstotek agregiranosti se z
viSanjem transmembranskega tlaka zmanjSuje. Glede na podatke, pridobljene tako iz MFI
kot SEC analize, lahko zaklju¢imo, da ima obmocje okoli 1,3 bara transmembranskega tlaka
najve¢ji vpliv na kemijsko reaktivnost proteinskih molekul.
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6 SKLEPI

Raven agregatov je po procesu ultrafiltracije in diafiltracije na razli¢nih tipih ¢rpalk
razlicna. Nave¢ agregatov nastane pri uporabi tlaéne in zobniske ¢rpalke. Najmanj
agregatov smo izmerili na vzorcih iz poskusov na peristalti¢ni ¢rpalki in nekaj ve¢
na vzorcih iz poskusov na membranski ¢rpalki.

Vpliv mesanja na tvorbo agregatov je izrazit med procesom ultrafiltracije. Ugotovili
smo, da meSanje vpliva predvsem na nastanek manjsih agregatov, vendar pa se lahko
posledi¢no ob daljsi izpostavitvi meSanja manjsi agregati akumulirajo v ve¢je. Med
procesom mesanja je pomemben faktor tudi temperatura. Pri nizki temperaturi je
tvorba delcev povec€ana zZe pri nizZjih intenzitetah meSanja. Najmanj delcev nastane
pri nizkih intenzitetah meSanja ali v odsotnosti meSanja (¢e proces to dovoljuje) ob
temperaturi nad 15 °C.

Temperatura vpliva na tvorbo delcev tako v procesu ultrafiltracije kot diafiltracije.
Njen vpliv je izrazitej$i med diafiltracijo. Vpliv temperature je odvisen od
karakteristik procesne raztopine kar se odraza v obratnem vplivu temperature med
ultrafiltracijo in diafiltracijo. Ugotovili smo, da je za manjSo tvorbo agregatov
ultrafiltracijo ugodneje izvajati pri vi$ji temperaturi, saj tako zmanjSamo vpliv
viskoznosti. Tvorba agregatov med diafiltracijo pa bo manjsa pri nizjih temperaturah.

Najmanj agregatov se tvori pri vi§jem transmembranskem tlaku (2 bara). Vpliv
transmembranskega tlaka je opazen tako med ultrafiltracijo kot diafiltracijo.
Ugotovili smo, da se njegov vpliv poveca pri nizji temperaturi.
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7 POVZETEK

Agregati so vse proteinske vrste v nenativni obliki, ki nastajajo s pomoc¢jo kovalentnih ali
ne-kovalentnih vezi. Ker je tvorba agregatov prisotna na vseh stopnjah proizvodnje
terapevtskih protiteles, znanstveniki poskusajo odkriti vzroke za tvorbo in dolociti vrednosti
procesnih parametrov pri katerih bo tvorba agregatov kar najmanjsa. Raziskave vzrokov
agregacije in odpravljanje le-teh so izredno pomembne, saj lahko prisotnost agregatov v
zdravilni u€inkovini sprozi Stevilne stranske u¢inke pri pacientu.

Ultrafiltracija in diafiltracija sta pomembna koraka v proizvodnji terapevtskih protiteles.
Parametri, ki med ultrafiltracijo in diafiltracijo lahko vplivajo na raven agregatov so ¢rpanje,
mesSanje, temperatura in transmembranski tlak. Z namenom, da bi dolocili kriti¢ne in
posledi¢no tudi optimalne vrednosti parametrov znotraj procesnih zmoznosti, smo s poskusi
testirali razli¢ne vrednosti omenjenih parametrov.

Pred izvedbo ultrafiltracije in diafiltracije je eden najbolj kriticnih parametrov izbor ¢rpalke.
Na izbor ¢rpalke ne vpliva le mehanizem ¢rpanja, velik vpliv imajo tudi materiali, ki tekom
procesa ¢rpanja pridejo v stik s proteinom. Ugotovili smo, da je, glede na mehanizem
¢rpanja, najprimernejsa peristalti¢na ¢rpalka. Poleg tega se ob uporabi peristalti¢ne ¢rpalke
izognemo uporabi kritiénih materialov, Ki bi lahko spodbujali agregacijo.

Poleg ¢rpalke smo tekom procesa spreminjali vrednosti treh razli¢nih parametrov: mesanja,
temperature in tlaka. Znotraj testiranih vrednosti parametrov smo ugotovili, da je njihov
vpliv opazen tako med ultrafiltracijo kot diafiltracijo. Njihov vpliv je lahko izrazit le v
korelaciji z drugimi parametri ali pa pri dolo€enih vrednostih vplivajo le na delce doloCenega
velikostnega razreda. Pri preucevanju pogojev mesanja, katerega vpliv je sicer lahko odvisen
tudi od procesne temperature, smo ugotovili, da je tvorba agregatov manjSa pri nizkih
intenzitetah meSanja. Na podlagi tega lahko sklepamo, da bi bile idealne razmere za protein
popolna odsotnost meSanja, vendar pri takSnih procesnih nastavitvah prihaja do lokalnih
razlik v koncentraciji procesne raztopine. Vpliv temperature je odvisen od lastnosti procesne
raztopine. Med procesom ultrafiltracije in diafiltracije se lastnosti raztopine spreminjajo in
posledi¢no je tudi vpliv temperature razlicen. Temperaturno obmocje je zato potrebno
prilagoditi vsakemu procesu posebej, glede na tip proteina in puferske raztopine, ki jih
uporabljamo.

Med procesom proizvodnje terapevtskih protiteles je potrebno redno spremljanje vsebnosti
agregatov v raztopini. Na voljo je sicer ve¢ metod, ki nam omogocajo detekcijo delcev,
vendar je potrebno pred izborom ustrezne metode poleg prednosti poznati tudi njihove
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omejitve. Vsebnost agregatov smo tekom poskusov dolocali s tremi metodami: DLS, SEC
in MFL. Ze po prvem sklopu eksperimentov smo ugotovili, da zaradi nehomogenosti v smislu
prisotnosti delcev razli¢nih velikosti rezultati metode DLS niso reprezentativni. Metodo bi
lahko uporabili, ¢e bi pridobljene vzorce pred izvedbo analize dodatno filtrirali ali red¢ili, v
tem primeru pa rezultati za nase potrebe ne bi bili relevantni. Agregiranost smo tako v
nadaljevanju doloc¢ali s SEC in MFI metodo. Kljub temu, da je SEC dobro raziskana in
najpogosteje uporabljena metoda za dolo¢evanje agregatov, pa nam njeni rezultati ne podajo
celotne slike prisotnosti agregatov v vzorcih. V postopku priprave vzorca in med samo
analizo se iz vzorcev odstranijo vecji agregati. MFI metoda nam omogoca analizo delcev
razli¢nih velikosti. Njena najvecja prednost je vizualizacija delcev. Na sliki, ki jo metoda
posname, lahko z uporabo razli¢nih filtrov lo¢imo ne-proteinske od proteinskih delcev in jih
analiziramo po Zeljenem velikostnem razredu. Analiza z MFI je napram DLS in SEC analizi
izredno dolgotrajna. Poleg izvedbe metode, kjer je potrebno vsak vzorec ro¢no injicirati, je
pri MFI dolgotraja tudi sama obdelava podatkov.

Navkljub zaklju¢kom, do katerih smo pri§li na podlagi eksperimentov pa je pred
znanstveniki $e dolga pot. Cetudi poznamo dologene vzroke agregacije pa so v §tevilnih
primerih mehanizmi tvorbe agregatov le delno raziskani. Zaradi raznolikosti terapevtskih
protiteles je potrebno vrednosti procesnih parametrov pred produkcijo novega protitelesa
eksperimentalno potrditi.
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