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1. BEVEZETES

A gyogyszeripar napjaink egyik legdinamikusabban fejlodo agazata, amelyben kiemelkedd
szerepet toltenek be a biotechnologiai eredetli gydgyszerek. A biotechnologiai gyogyszereken
beliil a monoklonalis antitestek a leggyorsabban novekvd csoport, mivel szamos gyulladasos és
daganatos betegség kezelésében hatékony terapids lehetéséget kinalnak. Kiemelkedd példa erre

az adalimumab (Humira®), amely éveken at vezette a globalis gyogyszereladasi listakat.

A monoklonélis antitestek eldallitisa rekombinans technoldgidval torténik, amely soran
emldssejtvonalakat alkalmaznak, mint példaul a kinai horcsdg petefészek sejtvonalat. Az
antitesteket a sejttenyésztési folyamat végén kell elvalasztani a sejtektdl és a termelt
melléktermékektdl. A tisztitas folyamata tobb 1épéses, koltséges kromatografias eljarast foglal

magaban, amely biztositja a készitmény gyogyszer mindségi tisztasagat.

Az elmult évtizedek technologiai fejlodése lehetové tette a fermentacidos folyamatok
produktivitasanak jelentds ndvekedését, amely ugyan javitotta a termelési hatékonysagot, de
egyuttal ) kihivasokat is hozott a tisztitdsi technoldgidk szdmara. Ez kiilondsen fontos a
monoklonalis antitestek esetében, mivel ezek a fehérjék érzékenyek a gyartasi €s tisztitasi
koriilményekre, és barmilyen szennyezddés vagy aggregacio sulyosan befolyasolhatja
hatasukat és biztonsagukat.

Kutatdsom a Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Gyodgyszertechnologiai

Laboratoriuméaban zajlott, ahol kinai horcsdg petefészek sejtvonal segitségével eldallitott

monoklondlis antitest anioncserés kromatografias modszerfejlesztését valdsitottam meg.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. Monoklonalis antitestek és jelentoségiik

Az antitestek olyan fehérjemolekulak, amelyeket az immunrendszer termel annak érdekében,
hogy felismerje és eldsegitse az idegen anyagok (antigének) eltavolitasat a szervezetbdl, amely
lehet példaul baktérium, virus vagy toxin. Minden ellenanyag egy idegen molekula egyedi

részét (epitopjat) ismeri fel és ahhoz kotddik, ezért terapias kezelésekre alkalmazhato.

Az els6 monoklonalis antitest (monoclonal antibody, mAb) 1986-ban keriilt forgalomba ¢és
2017-1g kozel 60 terapias monoklonalis antitestet engedélyezett az FDA (U.S. Food and Drug
Administration), amelyek jelenleg a klinikai vizsgalatok kiilonb6z6 fazisaiban értékelés alatt
allnak. Majdnem négy évtized alatt a folyamatos fejlddésnek koszonhetéen szamos teriileten
sikerrel hasznositottdk Oket, mint példaul sziv- és érrendszeri, légzdérendszeri, rakos

megbetegedésekre, illetve asztma kezelésére.[1-5]

2.1.1. Az antitestek altalanos szerkezete és tenyésztése

A monoklondlis antitestek az immunglobulin G (IgG) vegyiiletcsaladba tartoznak.
Szerkezetileg két {6 részre oszthatok (/. dbra): kristalyosithaté fragmensre (Fragment
crystallizable, Fc), illetve antigént kotd fragmensre (Fragment antigen binding, Fab), amelyek
egylittesen egy koriilbeliil 150 kDa tomegti, Y alaku struktirat hoznak létre.

antigénkotd hely

w %b e
Fc régio

® neheézlanc

kénnydlanc
1. abra Az antitestek felépitése

Az Fc régid két darab azonos, 50 kDa tomegii nehézlancbol all, mig a Fab régio két, egyenként
25 kDa tomegl konnytilancbol éplilnek fel. Egy-egy nehéz lanchoz egy-egy konnyt lanc
csatlakozik, diszulfid kotéssel, valamint a nehézlancokat is diszulfidhidak tartjak 6ssze, melyet

hinge régionak neveznek, ami flexibilis kapcsolatot biztosit az Y alaka molekula két Fab régioja



kozott. Az Fe és Fab régiok mas-mas feladatot latnak el, mig a Fab régi6 az antigén epitopjahoz
képes kotddni, addig az Fc régio képes az immunrendszer tovabbi elemeihez kdtddni, ezaltal

megfelel6 immunvalaszt tud kivaltani.[6-9]

Az antitesteket €10 allatok segitségével (egérben, nyulban, kecskében, birkaban, marhaban,
szamarban, patkdnyban és csirkében) vagy sejtkulturakban tenyésztik. Monoklonalis és
poliklonalis antitesteket kiilonboztetiink meg attol fliggden, hogy az antitestet termeld sejtek
egy, vagy tobb immunsejt utdodai. A monoklondlis antitestek eldallitdsa lassabb, joval
munkaigényesebb és nagyobb technoldgiai felszereltséget igényld folyamat, mint a poliklonalis

antitestek eldallitasa, viszont terapias szempontbol kedvezdbbek.

Poliklonalis antitestet legegyszertibben valamilyen allat immunizacidjaval nyerhetd. Az allat
kivalasztasa altaldban a mérete alapjan torténik, ez attdl fliigg, hogy mennyi ellenanyagot
szeretnének eldallitani. Az antigént az allatba juttatjak, majd egy hét mulva egy emlékeztetd
oltast adnak be, igy par hét mulva mar elegendd ellenanyagot tartalmaz a vér, amit levesznek

¢s lecentrifugalva vagy tisztitassal kinyerik az antitesteket. (2. dbra)
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2. abra Poliklonalis antitestek eloallitasa[10]

A monoklondlis antitest eldallitdsa szintén egy allat immunizalasaval kezdédik ugy, mint a
poliklonalis antitest esetén, majd az allat [épébdl kinyerik az ellenanyag termeld B-sejteket. (3.
dabra) Ezek oOnmagukban in vitro koriilmények kozott nem szaporithatok, ezért human
tumorsejtekkel fuzionaltatjdk dket, hogy hibrid sejtvonalat, azaz hibriddémaékat hozzanak létre.
A tovabbiakban a sejteket in vitro koriilmények kozott, hipoxantin-aminopterin-timidint (HAT)
tartalmazo tapkozegben szelektdljak, amely lehetdvé teszi, hogy csak a hibriddma sejtek
maradjanak életben és szaporodjanak, mig az eredeti tumorsejtek elpusztulnak. Mivel a B-
sejtek onalloan nem képesek korlatlan szaporodasra, egy 1d6 elteltével kizarolag a hibridoma
sejtek maradnak a kultiraban, amelyek antitesteket termelnek. Ezeket egyesével szétvalogatjak
¢és taptalajon szaporitjak, majd megvizsgaljak, hogy melyik tenyészet termeli a szdmunkra
megfeleld ellenanyagot. A megfelelét kivalasztjdk és a sejtvonalat akar a végtelenségig

fenntartva, termeltetik a monoklonalis antitestet.[8,11]
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3. abra Monoklonalis antitestek eloallitasa[10]

2.1.2. Adalimumab

Az adalimumab egy human monoklonalis antitest a tumor nekrézis faktor (TNF-a) ellen,
amelyet szubkutan beadasra fejlesztettek ki. Ez egy olyan rekombinans antitest, amit phage
display technologiaval allitanak eld, kinai horcsog petefészek (chinese hamster ovary, CHO)
emlds sejtvonalban. Mivel szerkezetében és miikodésében nem kiilonbozik a természetben
eléforduld humén IgGIl-tdl, ezért az adalimumab nagy szelektivitdssal és affinitassal
rendelkezik a TNF irant. Terapias hatasat a TNF és a p55 és p75 sejtfelszini TNF receptorok
kolesonhatasanak blokkolasaval fejti ki, ugyanis a TNF gyulladasos folyamatokat serkentd
enzim. Azzal, hogy az adalimumab TNFa-hoz kapcsolodik, meggatolja ezt a folyamatot, amivel
szdmos betegség kezelésében jatszik fontos szerepet (4. abra). Egyik eldnye, hogy az altala
kivaltott allergias reakciok eldfordulasi gyakorisaga kicsi €és csak enyhe mellékhatasa van. Az
els6 adalimumabbol késziilt készitményt (Humira®) 2002-ben hagytdk jova az Egyesiilt
Allamokban. Ezutdn szamos betegség kezelésére alkalmaztak, mint példaul reumds iziileti
gyulladasra, a gyermekkori, ismeretlen eredetii sokiziileti gyulladasra, a pikkelysomdorrel jard

iziileti gyulladasra és a Crohn-betegségre.[12—15]

p55 sejt

p57 sejt

TNF

Receptor
TNF-a

N\ (7

4. abra Az adalimumab hatasmechanizmusa



2.2. Monoklonalis antitestek eloallitasa és feldolgozasa

A monoklondlis antitesteken (mAb) alapuld terapidk a gyogyszerek és diagnosztikai szerek
fontos osztalydva valtak, kiilonosen az emberi rosszindulati daganatok ¢és mas kronikus
gyulladésos allapotok kezelésére. Nagyrészt sajatossaguknak és szelektivitasuknak koszonhetd,
hogy az elmult néhany évben megnovekedett az igény irantuk. Az antitestek az egyik
legdragabb terapias szerek koz¢ tartoznak, ami azzal magyarazhato, hogy kronikus betegségek
esetén nagy dozisban (>100 mg) alkalmazzak o6ket (alacsony hatékonysaguk miatt). Ezért
nagyiizemi eljarasokra van sziikség a jellemzdéen 10-100 kg/év volumenti eldéllitasra a piaci
igények kielégitéséhez. A monoklondlis antitestek iranti kereslet folyamatosan ndvekedése
szlikségessé teszi az eldallitasi koltségek csokkentését, ezért eldfeltétellé valik a monoklondlis

antitestek eldallitdsara hasznalt meglévo eljarasok hatékonysagéanak javitasa.

A mAb-termelés upstream és downstream miiveletekre oszthatd. Az upstream muveletek
magukba foglaljak a termék eldallitasahoz sziikséges expresszios (tenyész) sejtek kivalasztasa,
felszaporitasa, illetve a sejtek tenyésztése. A downstream muveletekhez pedig a sejtek altal
termelt monoklonalis antitestek elvalasztasi és tisztitasi Iépései tartoznak. A betegek megfeleld
¢s hatékony kezelése érdekében fontos, hogy a folyamat sordn nagy tisztasagti monoklonalis

antitestet allitsunk el6.[16,17]

2.2.1. Upstream

A monoklondlis antitestek eldallitdsdra emldssejteket, leginkabb kinai horcsog petefészek
sejteket alkalmaznak. A népszerlisége annak kO&szonhetd, hogy humdn terapids kezelés
szempontjabol  biztonsagosak, ezért az eldallitott terdpids fehérjék konnyebben
megfeleltethetok a hatosagi forgalomba hozatali kovetelményeknek. A CHO sejtvonal képes

crer

fehérjetermelésre.[18]

Az upstream technologiat nagymértékben korszerusitették a gyartdshoz hasznalt gazdasejtekrol
a bioreaktorok tipusara és kapacitasara. Az upstream folyamatok elérehaladasa a volumetrikus
termelékenység 100-szoros novekedéséhez vezetett az elmult évtizedben, és gazdasagosabba
tette a monoklonalis antitestek eldallitdsat a terapias alkalmazasokhoz. Emellett sziikségessé
valt az 0j bioreaktorok tervezése vagy a meglévok modositasa, illetve a meglévd folyamatok

optimalizalasa is.

10



Kiilonb6z6 tipusu bioreaktorokat haszndlnak emlds sejttenyésztéshez kisérleti €s ipari
méretekben, mint példaul a kevert tartdlyos bioreaktor, a 1égi szallitd bioreaktor, az iireges
rostos bioreaktor €s a rotacios sejttenyésztd rendszer. Mindegyik reaktornak megvannak a maga
elényei és hatranyai, és ennek megfelelden alkalmasak kiilonb6zo feladatokra. Legtobbszor,
ipari méretben a monoklonalis antitest termelését CHO sejtvonalakkal valositjak meg,
jellemzden rataplalasos (fed-batch) fermentacios technoldgiaval, azonban kezd elterjedni a
folyamatosan kevert tartalyos bioreaktor is a terapids fehérjetermelés ipari méretli gyartasanal

a konnyli méretnovelés €s a kényelmes vezérlés miatt.

A megfeleld mindségli és mennyiségli monoklonalis antitesttermelés szempontjabol
elengedhetetlen az egyes kritikus paraméterek, tobbek kozott a megfeleld tdpanyagtartalom, a
hémérséklet (37 °C), az oldott oxigén koncentracid és a pH (7,4-es érték) pontos kovetése €s
megfeleld tartomanyon beliili értékre szabalyozasa. Ezen kiviil célszerli vizsgalni a sejtek
aminosav sziikségletét, mert egy-egy aminosav esetleges hidnya korlatozhatja a sejtek

novekedését és termelékenységét.[19-21]

2.3. Monoklonalis antitestek downstream folyamatai

Az upstream folyamat végén a sejtek ¢és a termelt monoklondlis antitestek mellett egyéb,
kiilonb6z6 forrasbol szarmazd szennyezOket tartalmazhat a kapott fermentlé. Az embereknek
beadhatd biogyogyszereknek nagyon magas tisztasagi kovetelményeknek kell megfelelnitik,
hogy a szervezetben az esetleges mellékhatasokat €s heves immunreakciokat elkeriiljék. Ezért
az értékes €s tiszta hatdanyag eléréséhez fontos a fermentlé tisztitdsa a downstream feldolgozasi

folyamatok soran.

Az antitestek tisztitdsara kiilonboz6é downstream eljarasokat dolgoztak mar ki, viszont az ezek
soran hasznalt feldolgozasi és tisztitdsi miiveletek kore és sorrendje nagyon hasonléd. Elsd
Iépésben eltavolitjak a sejteket és sejttormelékeket a fermentlébdl, jellemzden kiilonféle
centrifugak ¢és szlirdk segitségével. Ezt kdvetden tobblépéses folyamat soran a sejtvonalbodl
szarmazd szennyezOktOl (pl. gazdasejt fehérjék (host cell proteins, HCP), DNS, RNS,
endotoxinok ¢és virusok) és a termeléssel kapcsolatos szennyezOktdl (pl. habzasgétlo,
antibiotikum, ProteinA) kell megtisztitani az oldatot. Tovabba sziikséges a termékbdl szdrmazo
lehetséges fehérje-modosulatok (pl. bomlastermékek ¢és aggregatumok) mennyiségét is
ellendrizni, ugyanis ezeket szintén el kell valasztani a féterméktol.[22] A feliilisz6 adalimumab
tartalmat ezutan affinitds kromatografiaval kotik meg, majd egy specialis pufferrel valasztjak

le és mossék le (eludljak) az oszloprol. Az eluatumot tovabbi kromatografias tisztitasi 1épések

11



kovetik, illetve tobb virusinaktivalasi vagy virussziirési lépést is beiktatnak. Az egyes
kromatografias 1épések kozotti vagy a folyamat végén sziikséges puffercserét diasziiréssel, mig
a végso termék toményitését ultrasziiréssel valositjadk meg. A tisztitas legkoltségesebb része a

kromatografias 1épések, ezért ezek optimalizalasa és 6sszehangolasa rendkiviil fontos.[21,23]

Sejtek és sejttormelékek elvalasztisa

Affinitds kromatografia

Kromatografids tisztitds Virus inaktivalas, virussziirés

Ultrasziirés, diasziirés

5. abra A monoklonalis antitestek tisztitasi folyamatabrdja [24]

2.3.1. Sejtek és sejttormelékek elvalasztasa

A sejtek és a sejtmaradvanyok eltavolitasa érdekében a tapkodzeget centrifugalassal, majd
mélységi sziiréssel tisztitjak. A centrifugalds az oldhatatlan szilard anyagok és a folyadék
kozotti stiriségkiilonbséget hasznélja fel a szuszpendalt szilard komponensek elvalasztasara,
szabalyozott centrifugalis erdk alkalmazasaval. Nagy eldnye a konnyli méretezhetdsége és
gazdasagos lizemeltetése, igy nagyobb mennyiség tisztitasara is alkalmas, viszont nem képes a
sejtek és a sejtmaradvanyok teljeskorti elvalasztasara. Igy a centrifugalast rendszerint sziirési
1épések kovetik, mivel a kromatografias tisztitas eldtt feltétleniil sziikséges a nagyobb méretii

szilard szennyezok eltavolitasa.

A mélységi sziirét (depth filtration) széles korben hasznaljdk a biofarmakon gyartasi
folyamatokban. Ez egy olyan elvalasztasi 1épés, amely képes nagy mennyiségili oldhatatlan
szennyez0 eltdvolitdsara a kromatografids 1épés eldtt, hogy megvédjék az oszlopot az
elszennyezddéstdl. A mélységi sziirérendszerek eldobhatd elsddleges €s masodlagos sziir6kbol
allnak, amelyeket egyetlen 1épésben egyesitenek, hogy csokkentsék az id6- és anyagkdltséget.
Az elsédleges elsdsorban a sejtek €s mas nagyobb részecskék eltavolitdsara szolgal, mig a

masodlagos eltavolitja a maradék sejttormeléket €s a finomabb részecskéket. Mindkét mélységi
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szird eltavolithatja az oldhat6 szennyezddéseket a sziird ¢és az oldott anyag tulajdonsagai
alapjan. A mélységi szlirdk celluléz vagy polipropilén (PP) széalakbdl késziilnek, sziirést
elosegitd szerek (pl. kovafold) és polimer kotéanyagokkal, amelyek a szalakon tartjak a sziirési
segédanyagokat, igy biztositva a szerkezetét. A sejtek, sejttormelékek és részecskék eltavolitasa
a mélységi sziirok kanyargds dramlasi csatornaiba vald beszorulassal torténik, foként a méret
alapjan, mig az oldhat6 szennyezddések elektrosztatikus és hidrofob kdlcsonhatdsok révén
keriilnek a szlir¢ feliiletére. A masodlagos szlir6k altalaban tobb sziirési segédanyagot ¢€s
kotdanyagot tartalmaznak, mint az elsddleges szlirok, és alkalmanként specialis polimereket is
hozzaadnak. A mélységi sziirok viszonylag kis koltségliek, és jol kombinalhatd miiveleti

1épések a tisztitasi feldolgozas soran.[25-27]

2.3.2. Affinitas kromatografia

Az affinitas kromatografia a folyadékkromatografia egyik fajtdja, amely olyan biologiai dgenst
hasznél az all6fazisban, ami megkoti a célmolekulét a tisztitandd mintabdl (mozgotazis). (6.
abra) Széleskorben elterjedt modszer az antitestek tisztitdsara, amely egy specifikus fehérje-
ligandum kdélcsonhatdson alapszik. Ez az egyetlen olyan kromatografids elvalasztasi modszer,
amely bioldgiai kolcsonhatdson alapul. Ilyen példdul az enzim-szubsztrat kotddések, az
antitest-antigén kapcsolatok, lektin-poliszacharid, hormon-receptor, fémion-polihisztidin
fuzios fehérje, nukleinsav-kiegészitd bazissorrend vagy a Protein A-immunglobulin
kontaktusok. A leggyakrabban hasznalt ligandum a protein A fehérje, amely a Staphylococcus
aureus sejtfal-0sszetevdje. A specidlis kotddési tulajdonsagnak koszonhetden az affinitds
kromatografiaval nagy szelektivitas és hozam érhet6 el. Ennek kdszonhetden sokkal konnyebb
az elvalasztas, mas elvalasztasi miiveletekhez képest, amelyek sokkal bonyolultabb eldkészitést

igényelnek és 1ddigényesebbek.

A Protein A-t genetikai modszerekkel fejlesztették azért, hogy noveljék a luggal szembeni
stabilitasat, javitsdk az eliicid soran mutatott viselkedését, illetve ndveljék a kromatografias
oszlopok kotési kapacitasat. A Protein A kromatografia tovabbi eldnye, hogy egy komplex
biologiai mintdbol a célvegyiilet rendkiviill nagy tisztasaggal, szelektiven, gyorsan ¢&s
kiméletesen elvalaszthato. Hatranyuk, hogy a megfeleld allofazisok elkészitése, azaz a
ligandumok rdgzitése bonyolult és kellé gyakorlatot igényel, az allofazisok tobbségiikben
labilisak és élettartamuk rovid, Osszességében a modszerek, kiilonds tekintettel a specialis
ligandumokra dragak. Emellett egy leaching-nek (kimosodas) nevezett jelenség is fennall,
amely lényegében azt jelenti, hogy a ligandum leszakadhat az oszloprol, igy a célmolekulaval
egylitt eludlodhat, elszennyezve az eludtumot.[28,29]
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6. abra Az affinitas kromatogrdfias elvalasztdas sematikus abrazolasa[30]

2.3.3. Ioncserés kromatografia

A legtobb mAD tisztitasi eljaras az affinitas kromatografiat kovetden legalabb egy, de altalaban
ketté tovabbi kromatografids 1€pést tartalmaz, erre leggyakrabban ioncserés kromatografiat
alkalmaznak, amely sordn ioncseréld tulajdonsdgii anyagokat hasznalnak allofazisként az
allando toltéssel rendelkezd vegyiiletek (pl. erds savak és bazisok, szervetlen ionok)
elvalasztasara. Az elvalasztas az egyes ionok ¢€s az all6fazison elhelyezkedo ellentétes toltésti
funkcios csoportok kozott kialakuld kolcsonhatason alapszik. Az ioncserés kromatografias
modszerek toltés szerint csoportosithatok: kationcserés, ha negativ toltésti funkciods
csoportokkal rendelkezik (pl. deprotonalt szulfonsav, karboxilcsoport) és anioncserés, ha
pozitiv toltésti funkcids csoportokkal rendelkezik (pl. protonalt aminocsoport, kvaterner
ammonium). Illetve a toltéslik csoportosithaté még a pH-fliggése szerint is: erds ioncseréld, ha
az ioncsere kapacitdsa fliggetlen a pH-tol, illetve gyenge ioncseréld, ha az ioncsere kapacitasa
pH fiiggd. Mivel a fehérjéket aminosavak épitik fel, ezért szamos gyengén savas, illetve
gyengén bazikus oldallanc talalhato a megkotendd molekulan. Ezeknek a csoportoknak a
protonaltsagat, illetve deprotonaltsagat tudjuk befolyasolni a pH valtoztatdsaval. Az ioncserés

kromatografia esetén az amfoter jellegét hasznaljak ki a fehérjéknek.[31]
2.3.3.1. Kationcserés kromatogrdfia

Az affinitas kromatografias tisztitas utdn a kapott oldat még nem felel meg a klinikai tisztasagi
feltételeknek. A szamunkra fontos antitestek mellett maradhatnak emldssejt fehérjek (HCP),
DNS, aggregalddott antitest vagy a leszakadt protein A toltet, igy tovabbi tisztitasi Iépésekre
van még sziikség. A kationcserés kromatografiat (cation exchange chromatography, CEX)

hasznaljak a legszélesebb korben a monoklonalis antitestek tisztitdsdhoz és jellemzéséhez.[32]
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A kationcserés kromatografia soran a kromatografias oszlop toltetére olyan csoportot kotnek,
mely megfeleld koriilmények kozott negativ toltéssel rendelkezik, igy a fehérjék pozitiv toltésii
oldallancaihoz képesek kapcsolodni. A tisztitandd antitesteket az oszlopra juttatva a
ligandumhoz kotédnek, mig a szennyezddések eltavolithatok a mosési 1€épésben. Végiil az
eluald puffer megfeleld beallitasaval az antitesteket elualjak az oszloprol. Az eluélas soran

leggyakrabban pH gradienst, vagy sogradienst alkalmaznak.[24]

A sogradiens a kationcserés kromatografia kritikus 1épése, amikoris a terméket elualjuk az
oszloprol. Ennek alapja az antitest-ligandum kotés felbontasa a megfeleld elucios pufferrel,
alatt, mely igy megfeleld sorrendben szoritja le az oszloprdl a felkdtddott szennyezdket és
antitesteket. E16szor a leggyengébb ionos kolcsonhatassal rendelkezé molekuldk kezdenek el
az oszloprél lemosddni, majd a nagyobb toltéssel rendelkezOk magasabb sdkoncentraciot
igényelnek, és igy késobb eluadldédnak a gradiensben, tehat az adott fehérje toltésvariansai is
elvalaszthatok. A leggyakrabban hasznalt eluens a NaCl, amelyet nagyjabol 0-2 M-os
koncentraciotartomanyban hasznalnak. Hatranya, hogy altaldban hosszadalmas folyamat egy
kationcserés kromatografids modszer fejlesztése, illetve az optimalis bedllitdsok termék-
specifikusak, tehat mas antitest, vagy mas fermentacios koriilmények esetén ezt mindig ujra el

kell végezni.[33]

pH-gradiens alkalmazasa esetén a fehérjék netto toltésmennyiségének csokkentésén keresztiil
érik el az antitest-ligandum kotések felszakadéasat. Az eljards sordn a fehérjéket altaldban egy
kationcserés allofazisra rogzitik, ahonnan a mozg6fazis pH-janak novelésével eludljak azokat.
Az izoelektromos pont (pl) elérésével az antitestek a netto toltésiiket elvesztik, de ahhoz, hogy
teljesen elvaljanak, a pH-gradienst gyakran pH > pl végponttal szoktdk megtervezni. Ennél az
elvalasztdsi modszernél fontos a linedris pH gradiens biztositdsa viszonylag széles
tartomanyban, amelyet példaul Tris bazisbol (trisz-(hidroximetil)-amino-metan), piperazinbol

¢s imidazolbdl készitett puffer tud biztositani 6,0 és 9,5 kozotti pH-tartomanyban.[34]
2.3.3.2. Anioncserés kromatogrifia

Az anioncserés kromatografidt (anion exchange chromatography, AEX) a mAb fehérjék
downstream feldolgozdsa sordn széles korben alkalmazzak, leggyakrabban kationcserés
tisztitasi 1épést kdvetden.[35] Bar az ezt megeldzd 1€pésekben a szennyezddések nagy része
eltavolithato, viszont még mindig maradhatnak egyéb savas karakterli szennyezok. Zhou és
Tressel a 2006-0s publikaciojaban tobb kutatd eredményeit Osszevetette €s megallapitotta, hogy
Sflow-through (atfolyéasi) modszerrel miikodoé anioncserélé membranok hatékonyak a Protein A
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tisztitadsa utan. Szerintilk az anioncserés kromatografia a leghatékonyabb eszkoz kiilonféle
virusok, DNS ¢és endotoxin eltavolitasara. A flow-through mddszer idedlis, ugyanis viszonylag
kis helyigény mellett elegendd kapacitassal rendelkezik a nyomokban jelenlévd
szennyezOdések megkotéséhez. Semleges pH koriil és alacsony vezetoképesség mellett sok
virus, DNS, endotoxin és a gazdasejtfehérjék nagy szézaléka negativ toltésh, igy kotddik az
anioncserés kromatografias oszlop gyantdjahoz, mig a tipikusan bazikus (azaz semleges pH-n
pozitiv toltésii) antitestfajtdk nem. Ezért altalaban tisztitasi 1épésként hasznaljak a mAb fehérjék

gyartasa soran.[36,37]

Az anioncserés kromatografia két tizemeltetési modban is elterjedt. Hasznalhato flow-through
(atfolyasi) modban, illetve bind-and-elute (kotési és eludlasi) modban, az ellenanyag pl

értekétdl és az eltavolitandd szennyezddésektol fliggden.

A 7,5 feletti pl-értékkel rendelkezd antitestek esetében, amelyek magukban foglaljak a legtobb
humanizalt IgG1 és IgG2 antitestet, az flow-through mdd jobb valasztas lehet a szennyezddések
eltavolitasara. Ilyenkor a szennyezddések megkotddnek a gyantan, és a kivant termék atfolyik.
Az oszlop kapacitdsa, azaz a tisztitand6 antitest tomege a tdltet tomegéhez viszonyitva
meglehetdsen nagy lehet, mivel a gyantan 1évo kotdhelyeket csak a szennyezddések foglaljak
el. Ennél a mddszernél a pH altalaban 8,0 és 8,2 kozott valtozik és ilyenkor az antitest termék
atesik az oszlopon, mikézben a szennyezddések megkotddnek. A kationcserés oszlophoz
hasonldan az oszloprol a szennyezddéseket regeneracios pufferes mosassal a vezetOképesség
novelésével tavolitjak el. Fejlesztési célbol ez a mosodfolyadék lehet 1,0 M NaCl (vagy
valamilyen mas megfeleld s6), hogy a regeneracids frakcioban meg lehessen vizsgélni a
gazdasejt fehérjéit, DNS-¢t és antitesteit a tomegegyensuly biztositasa érdekében. Késdbb, a
gyartads sordn ezt a magas sotartalmi mosast altaldban fertdtlenitd pufterrel, példaul 1,0 M
NaOH-val helyettesitik. Amellett, hogy a nagy ionerdssége miatt elualja a fehérjéket, a

fehérjéket és mas molekulédkat is lebontja, és eltavolitja az oszloprol.[38,39]

Azon antitestek esetében, amelyek pl-értéke a savas €s a semleges tartomanyban van, amely
magaban foglalja a legtobb humanizalt IgG4-et, a bind-and-elute mod hasznalhato a folyamattal
¢s a termékkel kapcsolatos szennyezddések eltavolitasara az adott termékbdl. A fehérje oldatot
elészor az oszlopra toltik, majd a kivant terméket magasabb sokoncentracioval elualjak
1épcsdzetes eliicioval vagy linedris gradienssel, igy a szennyezddések tobbsége az oszlophoz
kotédik. A szennyezok a tisztitasi vagy regeneraldsi 1€pés soran elualodnak az oszloprol. Bind-
and-elute modban a fejlesztés és az optimalizalas soran a pH-nak a termék pl érteke felett vagy

annak kozelében kell lennie, hogy nettd negativ toltést vagy magasabb negativ toltésszamot
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kapjunk az antitestmolekuldk feliiletén, és ezaltal nagyobb kotoképességet érjiink el a
kromatografids 1épés soran. A mddszer eldnye, hogy a szennyezdk nagy hanyada erdsebben
kotddik, mint az antitest, illetve a legtobb gazdasejt fehérje pl-értéke kisebb, mint az
elvalasztashoz hasznalt pufferek pH-ja, igy ezen szennyezOk hatékonyan eltavolithatok. A
koriilményeket tehat gy érdemes megvalasztani, hogy a termék ne kétddjon az oszlophoz,

amig a szennyezOk megtapadnak.[39,40]

A két iizemeltetési mod koziil a flow-through modszer fejlesztése egyszeriibb, illetve szélesebb
korben alkalmazhaté az antitestek magas izoelektromos pontja miatt, ugyanis ekkor a toltet

kotohelyeit csak a szennyezodések foglaljak el.[39]

2.3.4. FPLC rendszer

A fentebb emlitett kromatografids tisztitasok megvaldsitasdhoz az egyik leggyakrabban
alkalmazott moddszer a gyors fehérje-folyadékkromatografia (fast protein liquid
chromatography, FPLC), amely a nagy teljesitményli folyadékkromatografia (high-
performance liquid chromatography, HPLC) egyik fajtaja. A mddszert kifejezetten fehérjék,
peptidek és polinukleotidok elvalasztasara dolgoztak ki, melynek jellemzdi a nagy terhelési
kapacitas, a biokompatibilis vizes pufferrendszerek, a gyors aramlasi sebesség, a kdzepes €s
alacsony nyomas, az oszlop nagy belsdé atmérdje, valamint az, hogy a legtobb kromatografiai
modban alkalmazhat6 (példaul ioncsere, forditott fazis és affinitds kromatografia). A rendszer
lehetové teszi a reprodukalhatd elvalasztast azaltal, hogy automatizalhato, beleértve az
automatikus mintavevoket, a gradiens programvezérlést és a csuicsgytijtést. A fehérjéken kiviil
a modszer mas tipust biologiai mintdkra is alkalmazhat6, mint példaul az oligonukleotidokra

¢és plazmidokra.[41]

Az FPLC-t 1982-ben egy svéd cég, a Pharmacia vezette be a piacra. A modszer elve hasonlé a
nagy teljesitményti folyadékkromatografia¢hoz. Példaul mindkét rendszer infuzidés pumpaval,
érzékeny detektorokkal, gradienselucios eszkozokkel, automatikus gytijtokésziilékkel és
szamitogépes vezérléssel van felszerelve, illetve mindkettdt gyorsasag, nagy felbontas és nagy
elvalasztasi hatékonysag jellemzi. Az FPLC rendszer abban kiilonbozik a HPLC-tdl, hogy a
csOrendszere nagy nyomasnak ellenalld miianyag csovekbdl all, az aramlasi sebesség
tartomanya 0-100 ml/perc, az analitikai pontossdga nem olyan nagy, mint a HPLC-é, és csak
hagyomdnyos szervetlen sooldatok alkalmazhatok. A legfébb kiilonbség az, hogy alkalmas
mintak nagy 1éptékii tisztitasara, ugyanis mig a HPLC elsdsorban kis anyagmennyiségli mintak

elemzésére szolgald analitikai modszer, addig az FPLC preparativ célu technika. Ennél a
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rendszernél hasznalt oszlopok mérete nagyjabol 5 ml-t6l 15 1-ig terjed, amely bizonyitja, hogy

nem csak fejlesztési, de gyartasi célra is hasznalhato a technoldgia.[42,43]

2.3.5. Virus inaktivalas, virussziirés

Az mAD fehérjék és mas terapias rekombinans fehérjék eldallitdisahoz hasznalt emldssejtek
endogén retrovirusokat termelnek, és a feldolgozas soran el6fordul, hogy jarulékos virusokkal
fert6zddnek meg. A biztonsagi eldirasok miatt az emlds sejtekbdl szarmazo termékek millid
adagonként kevesebb mint egy virusrészecskét tartalmazhatnak. Az affinitas kromatografia 10’
nagysagrendil viruscsokkentést képes biztositani, majd az ezt kovetd ioncseréld kromatografias
1épések tovabbi 10*-es csokkenést eredményezhetnek. A viruseltavolitasi és inaktivalasi 1épések
beépitése a tisztitasi folyamatokba a termékbiztonsagi stratégidk szerves részét képezi.
Altalaban a kromatografias elvalasztasok mellett legalabb két fiiggetlen 1épés alkalmazéasa a
kovetelmény, amelyek specifikusak a virustartalom csékkentésére, igy az egyik mechanizmus
altal nem tisztitott virusokat a masik eltavolithatja, amellyel garantalhatjak az eldallitott

termékek biztonsagat.[24,38,39]

A legtobb ipari folyamat az alacsony pH-ju inaktivalason alapul, amely sikeresen inaktivalhatja
a virusokat szdmos biotechnologiai termékben. Mivel a Protein A oszlop eludtuménak pH-ja
alacsony, ¢s tekintettel arra, hogy a legtobb mAb stabil oldatban alacsony pH-ju koriilmények
kozott, viszonylag konnyli egy alacsony pH-ju inkubacids Iépést beiktatni a virusok
inaktivalasara. Az alacsony pH-ju kezelésrél kimutattdk, hogy sikeresen inaktivéalja a
retrovirusokat szdmos biotechnologiai termék esetében. Gyenge savakat, példaul 0,5 M-os
foszforsavat érdemes hasznéalni a megfeleld pH elérése érdekében. Erds savak, példaul HCl
hasznalata keriilendd annak ellenére, hogy keveset kell beldle adagolni, ugyanis a termék
denaturalodhat azon a helyen, ahol az oldatot hozzdadjak. A mAb-ok esetén az inaktivalas pH-
értekét az optimalis elucids koriilmények és a termék inaktivalas alatti stabilitdsdnak
figyelembevételével kell meghatarozni. A folyamattol fiigg az inaktivalas ideje, amely 30 és
120 perc kozott valtozhat. Az inaktivalashoz sziikséges specifikus 1ddt (inkubacids i1dot)
azonban az inaktivalas kinetikdjanak figyelembevételével kell megallapitani. Az inkubécios 1d6

lejarta utan a pH-t beallitjuk, és a tisztitasi folyamat folytatddhat a kdvetkez6 1épésben.[24,26]

A virusszlirés egy méretalapu elvalasztasi modszer, amely kiegésziti a tobbi viruseltavolitasi
1épést. A biotechnoldgiai iparban gyakran két kategdridba soroljék: az 50 nm-es vagy nagyobb
virusok (retrovirusok) sziiréi és a 20 nm-es vagy nagyobb virusok sziiréi (parvovirusok). A

virussziir6ket altalaban allandé nyomason miikodtetik. Kis porusméretiik miatt (kiilondsen a

18



parvovirus mindségli sziir6k) viszonylag gyorsan eltomddnek részecskeaggregatumok
jelenlétében, ezért tulnyomdsos tartalyokat alkalmaznak a folyadék atvezetésére. Megfeleld
elosziirdkkel jelentésen csokkenthetdé az eltomddés kockdzata, és novelhetd a virussziird
teljesitménye. A virussziir6 membranok hidrofil poliéter-szulfonbol (PES), hidrofil
polivinilidénbdl (PVDF) és regeneralt cellulozbol késziilnek. A virussziirdket altalaban a

folyamat végére helyezik, vagy a kromatografias tisztitasi 1épések koz¢ iktatjak be.[24,26,39]

2.3.6. Ultrasziirés, diasziirés

Az ultrasziirés (ultrafiltration, UF) - diasziirés (diafiltration, DF) muveletet széles korben
szakaszaban, hogy a céldoézisig koncentraljak (ultrasziirés), és puffercserét (diafiltraciot)
végezzenek a kivant végso készitménybe. Az ultrasziirés egy nyomasvezérelt membraneljaras.
Virussziiréshez hasonldan ez is egy méret alapu elvalasztas, viszont az UF-nél hasznalt kisebb,
1-20 nm pérusméretli membran mér a 0,5-1000 kDa molekulatomegii antitesteket is képes
visszatartani. Az ultraszlir6 membranja sokféle polimerbdl késziilhet, példaul a poliszulfonbol,
a poliéter-szulfonbodl, a polivinilidén-fluoridbdl vagy regeneralt cellulozbol. Az ultrasziird
membranok egyediilalld anizotrop szerkezettel rendelkeznek, azaz térben nem egységes a
szerkezetiik. A membranszelektivitdst egy vékony, koriilbelil 0,5 pm vastag hartya
szabalyozza, a mechanikai szilardsagot pedig egy vastagabb makroporusos also réteg biztositja.
Ez lehetové teszi a retencidt (visszatartdst) a membran feliiletén, meggatolva, hogy a
szlirOszerkezeten beliil torténjen visszatartds.[39] A membran elszennyezddése €s tisztitasa
viszont kritikus tényezd ezeknek a folyamatoknak a teljesitményében, bar ezekrdl nagyon
korlatozott adatok allnak rendelkezésre, kiilonosen a jelenlegi UF-DF-rendszerekben hasznalt

magas monoklonalis antitest-koncentraciok esetén.

A tisztitasi folyamat végén kapott oldat toményitése egy fontos 1épés, amennyiben a terapids
mAb készitményeket szubkutdn, azaz a bor alatti kotdszovetbe injektalva adjak be a
betegeknek. A kivant terdpids dozis egyetlen szubkutdan injekcidjaban altaldban nagy
koncentraciora van sziikség (joval 100 g/l felett). A fehérje stabilitdsanak biztositasa €s az
aggregacio minimalizalasa nehézkes lehet az UF-DF feldolgozas soran, mivel nemcsak a mAb
van kitéve kiilonféle kornyezeti terheléseknek, hanem folyamatosan valtoznak mind a
fehérjekoncentraci6, mind az oldat jellemzdi, ugyanis toményebb oldatban nagyobb az
modszer, hogy nagyobb hdmérsékleten végzik a szlirési eljarast. Luo és munkatarsai nagy
viszkozitasu IgG1 antitest oldat esetén példaul 23 °C-rdl 46 °C-ra emelve a hémérsékletet azt
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tapasztaltak, hogy a viszkozitas a felére csokkent, ami lehetdvé tette az akar 200 g/l fol6tti
koncentracio elérését €s megallapitottak, hogy nagyobb homérsékleten torténd feldolgozas nem

befolyasolta a termék mindségét.[39,44,45]

A puftfercserét diasziiréssel érik el, amelyben a kivant végsé Osszetételii puffert ugyanolyan
sebességgel adjak a retentditumrendszerhez mint, ahogy a sziirlet tavolitjak el, igy allando
visszatartott térfogatot tartanak fenn. A diasziirés az ultraszlirés egy specialis formaja, amikor a
visszamaradt oldatot (retentat) vizzel vagy egy tetszéleges pufferrel higitjak, és visszaforgatva
azt a betaplalasi agba, Gjrasziirik. A diasziirés soran az antitestek koncentracioja nem valtozik,
csak a membranon athaladé komponenseké csokken. A diasziirést jellemzden a kromatografias

1épések kozott vagy a folyamat végén alkalmazzak.[39,44]

2.4. Downstream folyamat kihivasai

A monoklonalis antitestek novekvo termékigénye miatt egyre olcsobb termékeket igényelnek a
versenyképesség megdrzése érdekében, ezért a jelenlegi meglehetdsen koltséges gyartasi
folyamatokat jelentdsen javitani kell. A downstream fejlesztés a koltség és az 1do
minimalizdldséra, illetve ezek mellett a mindségre Osszpontosit. Ez a szétvalasztasi
haté¢konysdganak novelésével, a meglévd létesitmények bdvitésével, valamint a meglévd ¢és

alternativ folyamatok optimalizalasaval érhet6 el.[21]

A downstream folyamatokban az egyik legfobb kritikus szempont a fehérjék stabilitasanak
megorzése, mivel a fehérjék érzékenyek lehetnek a pH, sOkoncentracid és hOmérséklet
véltozasaira, amelyek denaturdcidhoz vagy aggregéacidhoz vezethetnek. A megfeleld pH és
vezetOképesség fenntartdsa alapvetd fontossdgli a fehérjék oldhatdésaganak és stabilitasanak
biztositasa érdekében. A sok koncentricidja, tipusa, valamint a kromatografias elucios profil
szintén dontd szerepet jatszik a tisztitds hatékonysagaban. Eppen ezért a tisztitasi folyamat
hatékonysaganak javitasa érdekében Uj tipust ioncserés kromatografias oszlopok keriilnek
forgalomba, amelyek optimalis vizsgalati modszerei még nem kidolgozottak, ezért sziikséges
ezen oszlopokat alkalmaz6 analitikai modszer fejlesztése. Az 01 elvalasztasi technologidk ipari
1éptékli megvalodsitasa jelentds fejlesztési, bovitési és validaladsi beruhdzasokat igényel,
beleértve a kapcsolodo kockazatokat is. Kisebb térfogati kromatogréafias oszlopokkal elérhetd
a meérési 1d6 minimalizaldsa, amelyhez, ha egy megfeleld moddszert sikeriil kifejleszteni, az

rengeteg anyagi megtakaritashoz vezethet hosszutavon.[21]

20



2.5. Downstream folyamatok tisztitas hatékonysaganak ellenorzésére

szolgal6 analitikai modszerek

2.5.1. HPLC méretkizarasos kromatografia

A méretkizarasos kromatografia (Size Exclusion Chromatography, SEC) a leggyakrabban
multimerek (monomerek, dimerek, trimerek és oligomerek) mennyiségi meghatarozasara is
hasznaljak 1 és 100 nm kozotti mérettartomanyban mAb-oknal.[46] A méretkizarasos
kromatografia alapja, hogy a kiilonféle molekulakat méretiik szerint valasztja el. Ehhez olyan
porusos toltettel rendelkezd kolonndkat hasznalnak, ahol idedlis esetben semmilyen
kolcsonhatds nem jon létre az allofazis és a mintat alkotd komponensek kozott. Az
elvalasztashoz porozus (makroporusos) kiilonbozé kémiai mindségii tolteteket hasznalnak,
mint pl. szilikagél, modositott szilikagél €s szerves polimerek. A toltet porusai igen tag
méreteloszlasuak, mely az elvéalasztandd, kiillonbozé méreti  makromolekulak
mérettartomanyéba esik. Mig a hagyomdnyos folyadékkromatografidban alkalmazott pordzus
toltetek porusatmérdje jellemzéen 5-15 nm kozott van, addig a méretkizarasos
kromatografidban 5-10 pm-es tartomanyba esik, mivel jellemzéen nagy molekulatdmegii (10°-
10® Da) biopolimerek, peptidek, enzimek, szerves polimerek, fehérjék elvalasztasara
hasznéljak.[47] Nagy eldnye ennek a kromatografids modszernek, hogy enyhe koriilményeket
hasznal (vizes mozgofazis, kdrnyezeti hdmérséklet, viszonylag kis nyomas, fiziologias koriili
mozg6fazis pH), ezért a fehérjéket a természetes konformacios szerkezetiiket megtartva tudjuk
elvalasztani. Attdl fliggéen, hogy az elvéalasztandd minta vizben vagy szerves oldoszerben
oldédik, beszélhetiink vizes vagy szerves oldodszeres kozegli méretkizarasos kromatografiarol.
Vizben altalaban a biopolimerek (pl. fehérjék) olddédnak jol, mig a szintetikus polimer
molekuldk szerves oldoszerben oldodnak, igy elvélasztdsukkor tetrahidrofurant, toluolt kell
alkalmazni eluensként, amelyek kornyezetvédelmi szempontbdl nem til elénydsek. A
mozgofazissal szemben tdmasztott legfontosabb kovetelmény, hogy a vizsgalandé mintét
megfelel6 mértékben oldja, illetve, hogy az eluens ne valtoztassa meg az allofazis

tulajdonsagait.

A kiilonboz6 porusméretii mintat alkoté komponensek koziil a legnagyobb méretli molekulak a
mozg6fazis sebességével haladnak végig a tdlteten, ugyanis egyetlen pérusba sem férnek bele.
Ezt a méretet kizarasi méretnek nevezik és ebben az esetben a kizart molekulék retencids ideje

(tr) adja meg a holtidot (to). A kizarasi méretnél kisebb molekuldk mar beleférnek a porusokba,
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azaz visszatartddnak. Az adott toltet altal vizsgalhato (tehat a visszatartott) tdmegtartomanyt
nevezik mérési vagy miikddési tartomanynak. Minél kisebb a molekula mérete, annal tobb

porusba tud beleférni, azaz annal nagyobb lesz a retencids ideje.[8,31,48,49]

2.5.2. Dinamikus fényszoras

A dinamikus fényszoras (Dynamic Light Scattering, DLS) egy viszonylag gyors mddszer az
mindossze néhany percet vesz igénybe. A DLS a homogén monodiszperz és az aggregalt minta
megkiilonboztetésére hasznalhatd. Amikor a fény athalad egy molekulakat tartalmazé oldaton,
a rendszer optikai paramétereitdl fliggden a fény egy része szorddik és ezt a szort fényt
intenzitésa, illetve fluktuacioja alapjan lehet elemezni. Az elébbit statikus fényszorasnak (Static
Light Scattering, SLS) nevezik, amely felhasznalhaté a molaris tomeg és a forgasi sugar
meghatarozasara. Szamos tipikus biomolekula (<20 nm) esetében azonban a forgasi sugar
nehezen mérhetd, mivel az intenzitasban csak kismértékii szogeltérés mutatkozik. Ez azt jelenti,
hogy a méréseket egyetlen szogben is el lehet végezni, feltéve, hogy a koncentracio és a
torésmutato ismert. A DLS azonban érzékeli a szorasi intenzitds ingadozasait az oldatban 1évo
molekuldk Brown-mozgasanak koszonhetden. A szorasi jel statisztikdit korrelatorral elemzi €s
a kapott korrelacios fiiggvényt invertalhatjuk, hogy megtalaljuk az oldatban 1évé molekulak
méreteloszlasat. Ez a technika a mintakoncentraci6 pontos ismerete nélkiil miikodik, és sikerrel
alkalmaztak a szerkezetbiologidban. Az egyetlen kdvetelmény az, hogy megfelelden nagy
legyen a fényszords a korrelacios fiiggvény kelld statisztikai pontossaganak eléréséhez. A
gyakorlatban a DLS-kisérletek végzésekor a legfontosabb paraméterek a homérséklet, a

torésmutat6 és a viszkozitas.[46,50,51]

crer

diffuzids koefficiens (D) meghatarozasdhoz, amelybdl a hidrodinamikai atmérd (Du) kaphatd
meg az Einstein-Stokes Osszefiiggés (/. egyenlet) alapjan, amely megadja a részecske méretét
kiilonbozd diszpergald folyadékokban. A hidrodinamikai atmérd egy olyan gomb atmérdje,
amelynek a transzlacios diffizios koefficiense a részecskéével megegyezo.

D — kT
" 3nnD

1. egyenlet Einstein-Stokes Osszefiiggés
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Ahol a Dy a hidrodinamikai 4tmérdé [m], a k& a Boltzmann-alland6 [1,38-1072° J/K], a T az
abszolut homérséklet [K], a n a viszkozitas [Pas] és a D a transzlaciés diffuzios koefficiens

[m?/s].

Mivel a szort fény intenzitasat detektaljuk egy adott részecskérdl, ezért fontos, hogy a mérés
soran ne 1épjen fel tobbszords szoras, amikoris a részecskén szorodo fény a detektorba jutas
elott tobb masik részecskén is szorodik. (7. dabra) A tobbszords szoras hatasat minimalizalni
kell, hogy nagyobb koncentraciok esetén is megbizhaté legyen a mérés. Ehhez a lehetd
legkisebbre kell csokkenteni a szort fény athaladasdnak hosszat, amely elérhetd visszaszort fény

optika hasznalataval, ilyenkor a szort fény detektalasa 173° -os szognél torténik.[50]
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7. abra Az egyszeres szords (a) és a tobbszords szords (b) jelensége

A DLS felsé koncentracidé hatarat meghatarozza egyrészt a tobbszOrds szords, ugyanis ez
csokkenti a megjelend méretet és a jel/zaj viszonyt, masrészt a részecske-részecske
kolcsonhatés is, amely befolyasolja a részecskék diffuzids sebességét és ezaltal a megjelend
meéretet. Az alsé koncentracid hatar fligg a minta altal a szuszpendaloé anyaghoz képest generalt
tobblet fény mennyiségétdl. (8. dbra) Ha til kevés részecske van a mintdban, akkor a jelszintet

lényegesen befolyasolja a mérési térfogatba be-, illetve kilépo részecskék szama.[50]
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8. abra A hidrodinamikai atmérd fiiggése a mintakoncentrdciotol
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Egyre nagyobb figyelmet kap a DLS mérés a SEC-kel szemben, ugyanis a méretkizarasos
kromatografidnak szamos hatranya van. A hagyomanyos SEC-analizis lassu, a tipikus
mintaelemzési ideje 30 perc/minta, és draga miiszereket €s fogyoeszkozoket igényel, mig egy
DLS méréshez a mintankat egy kiivettaba toltjiik és lemérjiik par perc alatt. A SEC oszlopba
nagyobb aggregatumok (>100 nm) beszorulhatnak, megakadalyozva, hogy athaladjanak az
oszlopon és a detektoron. (9. dbra) Eppen ezért, hogy a SEC méréshez oszlopot és a késziiléket
kiméljiik, eldzetes sziirést végziink a mintaelokészités soran, amely szintén meghosszabbitja a
mérést és ezaltal a vizsgalhaté mérettartomanyt is korlatozza.[46]

1nm 10 nm 25nm 100 nm Tpm 2pym  10pm 100 pm 300 pm 1 mm 1cm 10cm
| VPR S (YT I S S 1T | PTPE TR S TTTR T Lo Laasay Lo o )

< o

Fragmens
Monomer Oligomer Szabad szemmel nem
lathato aggregatumok
Méretkizarasos kromatografia (SEC) (4-2 pm) Seibad szemmei

lathato6 aggre gatumok
Dinamikus fényszoras (DLS)

9. abra A méretkizardasos kromatogrdfia (SEC) és a dinamikus fényszoras (DLS) vizsgalati

mérettartomanya[46]

2.5.3. dsDNS szennyezd azonositasa

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) a gazdasejtbdl szarmazo
DNS-re vonatkozd kovetelményt 10 ng/dozis alatti mennyiségben hatdrozta meg a
biotechnologiai készitményekben. A dsDNS (kettdsszala DNS, double-stranded DNA) nagy
koncentracioban van jelen a sejttenyésztd folyadékban (> 1 000 ng/mg), azonban ez szliréssel
jelentésen csokkenthetd. A dsDNS mennyiségi meghatarozasat dsDNA assay kit segitségével
szoktdk végezni, mig a mindségi meghatarozasat kvantitativ polimerdz-lancreakcio

(quantitative polymerase chain reaction, qPCR) mddszerel.[38]
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3. CELKITUZES

A monoklonalis antitestek, egyre fontosabb szerepet toltenek be a kiilonb6z6 tipusu
megbetegedések kezelésében, és a folyamatosan novekvd igények miatt elengedhetetlen a
gyartasi folyamatok fejlesztése. A downstream feldolgozas, kiilondsen a tisztitas, kritikus 1épés
a megfeleld0 mindségli termék eldallitdsahoz, hiszen a fermentlébdl kinyert antitestek
szennyezOdésektol vald megtisztitasa jelentdés hatdssal van a termék hatékonysagara és
biztonsagara. A hatékonysag ndvelése és a koltségek csokkentése érdekében sziikség van az
anioncserés kromatografidas modszerek optimalizalasara, kiilondsen az uj tipusu oszlopok

alkalmazasaval.

Eppen ezért munkam célja egy hatékony anioncserés kromatografidss modszer kidolgozasa,
amely alkalmas a fermentlében taldlhaté szennyezddésektdél megtisztitani az adalimumab
antitesteket. A fehérje alapu gyogyszerek egyik kritikus faktora a megfeleld fehérjetartalom
mellett a jelenlevd szennyez6dés (mint a pl.: dsDNS) és az aggregicidé mértéke. A
modszerfejlesztést a két alapvetd elicios eljards: a sdgradiens és a pH-gradiens modszer
alkalmazasaval kezdem egy Ujtipusti anioncserés oszlopon. Elsékorben a minta pH-janak,
illetve az elicid mennyiségének optimalizalasat végzem el. Ezt kovetden a sodgradiens
optimalizalasdhoz egy kisérletterv alapi modszerfejlesztést tervezek megvaldsitani, amely
soran 3 vizsgalt pH-n 6 kiilonbozd ionerdsségi bedllitassal végzek kromatografias tisztitast. A

fejlesztdémunka mellett célom tovabba a rendszer minél alaposabb megismerése.

A kitlizott céljaim kozott szerepel az egyes kromatografids tisztitdsok utdn a kritikus
termékjellemzd paraméterek vizsgalata, mint a fehérjetartalom, valamint a szennyezddések
koziil a gazdasejt DNS tartalom vizsgélata, illetve dinamikus fényszoras méréssel a mintadk
méreteloszlasanak meghatarozdsa. Munkdm soran kationcserés és anioncserés kromatografias
elvalasztas modszerfejlesztésével és Osszehasonlitasdval foglalkozom, igy ezen lépések
szennyezd tisztitasi hatékonysagat tervezem megvizsgalni és statisztikailag értékelni a kapott

eredményeket.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. AKTA™ pure rendszer

A munkéam soran a GE Healthcare Life Sciences cég AKTA™ pure FPLC rendszerén végeztem
a kromatografids elvalasztisokat. (/0. abra) A berendezés egy munkaallomasbol, egy
pufferkeverd és vezérld egységbdl, egy M9 mixerbol, U9-L UV detektorbodl, C9 vezetdképesség
mérdbal, kiillonbozo szelepekbdl, oszloptartobol és egy frakcidszeddbdl all. A munkaallomason
két darab P9 pumpa talalhato, amelyek A és B betiikkel vannak jeldlve. Az U9-L UV detektor
az oldatok UV jelét 280 nm-es hullamhosszon méri. A C9 jelzéshi egység az oszlopbol kilépd
oldatok vezetdképességét méri. A berendezésen taldlhaté még egy V9-Inj szelep, ami a minta
felvitelét biztositja az oszlopra. Loop F, Loop E, Wi, W2, Col, Syp, Syr ¢és Sap éallasokban
hasznalhat6. Emellett taldlhato még egy szelep, ami a kolonnarol tdvozo oldatot tudja négy

kiilonbozd dgon elvezetni; Frac, In, Out és W allasokban. A rendszert szamitogéprol vezéreltem

a Unicorn 7.2 nevil program segitségével.

10. abra AKTA™ pure FPLC rendszer

4.2. Kationcserés kromatografias tisztitas

Ehhez a 1épéshez sziikséges volt eldzetesen a mAb-ot tartalmazd fermentlevek affinités
kromatografids tisztitdsara. Az igy megtisztitott mAb oldatot haszndltam a kationcserés

tisztitasra, amelyhez a kutatocsoportunk altal kifejlesztett modszert alkalmaztam.[52]
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4.2.1. Felhasznalt oldatok
Ekvilibral6 puffer: 20 mM Na-citrat pH=4,5
Mosopuffer: 20 mM Na-citrat pH=4,5
Elucios pufter: A eluens: 20 mM Tris pufter pH=7,0
B eluens: 20 mM Tris puffer pH=9,1 + 500 mM NaCl
CIP oldatok: 2,0 M-os NaCl, 1,0 M-os NaOH oldat

Tarold oldat: 20%-o0s etanol oldat

4.2.2. Kationcserés kromatografias oszlop toltése

A kationcserés tisztitasi 1épésekhez PALL Life Sciences 10 x 120 mm-es oszlopot hasznaltam.
Toltetként a Thermo Fisher Scientific cég POROS™ 50 HS tipusu erds kationcserélé gyantajat
hasznaltam.[53] Az altalam t6lt6tt oszlop térfogata 5,0 ml.

4.2.3. Protokoll a toltott oszlopra

Oszlop elokészitése (ekvilibralas):

Az oszlopot hiitében taroltam 4 °C-on, 20%-os etanol oldattal feltdltve. A mintafelvitel eldtt
ezért sziikséges a taroldoldat lemosasa €s az oszlop elokészitése. E10szor 1 CV UP (ultratiszta,
ultrapure) vizzel, majd 3 CV ekvilibral6 pufferrel mostam az oszlopot. Az oszlophoz 1 ml/perc

aramlasi sebességet valasztottam.

Mintafelvitel:
A mintafelvitel térfogata 5,5 ml volt. A minta felvitele az ekvilibralassal azonos sebességgel

tortént.

Mosas:
A Sample d4gban maradt minta felmosasa érdekében az oszlop mosésa 3 CV ekvilibralo pufterrel
tortént.
Elucio:
A lineéris gradiens eltcio soran a 20 mM Tris puffer oldatrél (pH=7,0) a 20 mM Tris puffer
(pH=9,1) + 500 mM NacCl oldatra valtozott. Majd, amikor elérte a 100%-ot a gradiens, 1 CV

oldatot még felvittem az oszlopra a B oldatbol.

27



CIP:
A CIP tisztitas célja a maradék szennyez6dés és nem eludlodott mAb eltavolitasa az oszloprol.

Ezt 2 CV NaCl oldattal és 2 CV NaOH oldattal végeztem.

Reekvilibralas:
A CIP tisztitast kovetden sziikséges az oszlop, tarolés eldtti reekvilibralasa. Ez 3 CV ekvilibralo
pufferes, valamint 2 CV 20%-0s etanolos mosast jelent. Ezt kovetden az oszlopot visszatettem

a hiitébe (4 °C) a kovetkez6 hasznalatig.

4.3. Anioncserés kromatografias tisztitas

Az anioncserés kromatografidss méréshez szintén sziikség volt a mAb-ot tartalmazé
fermentlevek affinitds kromatografias tisztitasara, illetve a minta puffercseréjére, amelyhez az
Amicon® Ultra-15 30K centrifugacsdvet hasznaltam.[54] Az igy megtisztitott és puffercserélt
mAb oldatot hasznaltam az anioncserés tisztitasra. F6leg egy online javasolt modszer alapjan

indultam el, majd készitettem el a protokollt.[55,56]
4.3.1. Felhasznalt oldatok

Ekvilibral6 puffer: 10 mM Tris-HCI (A pH kisérletenként valtozott.)

Mosopuffer: 10 mM Tris-HCI (A pH kisérletenként valtozott.)
Eltcios pufter: Kisérletenként valtozott.

CIP oldatok: 500 mM NaOH

Tarol6 oldat: 20%-os etanol oldat

4.3.2. Anioncserés kromatografias oszlop

Az anioncserés tisztitasi Iépésekhez 1 ml-es Skillpak TOYOPEARL NH»-750F toltetes oszlopot
hasznaltam.[57] (/1. abra) A NH>-750F toltet egy gyenge anioncseréld, pordzus €s gomb alakl

polimerbdl all, szemcsemérete pedig 30-60 pm-es tartomanyban mozog.[58]
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i ™ 1mL
§Ir(':||'!‘lil’gl§25 mm H, Lot # DO1D
P/N 45209, Batch COB0006
TOYOPEARL® NH2-750F
M:

ade in Canada with imported parts

11. dabra SkillPak I ml-es TOYOPEARL NH2-750F téltetes oszlop

4.3.3. Protokoll az anioncserés kromatografias oszlophoz

Oszlop elokészitése (ekvilibralas):

Az oszlopot hiitében taroltam 4 °C-on, 20%-os etanol oldattal feltdltve. A mintafelvitel eldtt
ezért sziikséges a tarolooldat lemosasa és az oszlop eldkészitése. E16szor 1 CV UP vizzel, majd
5 CV ekvilibralo pufferrel mostam az oszlopot, hogy kellden lemossam a taroldoldatot. Az

oszlophoz 1 ml/perc aramlasi sebességet valasztottam.

Mintafelvitel:
A mintafelvitel térfogata mindig pontosan 4,0 ml volt. A minta felvitele 0,25 ml/perc-es

sebességgel tortént.

Mosas:

A Sample dgban maradt minta felmosasa érdekében az oszlop mosasa 2 ml ekvilibral6 pufterrel
tortént.

Elucio:

Munkam egyik {6 célkitlizése ennek optimalizalasa volt, igy kisérletenként véltozott.

CIP:

A CIP tisztitas célja a maradék szennyezddés és nem elualodott mAb eltavolitasa az oszloprol.

Ezt 5 CV 500mM-o0s NaOH oldattal végeztem.

Reekvilibradlas:
A CIP tisztitast kovetden sziikséges az oszlop, tarolas eldtti reekvilibralasa. Ehhez 5 CV 20%-
os etanolos oldatot alkalmaztam. Ezt kdvetéen az oszlopot visszatettem a hiitdbe (4 °C) a

kovetkezd hasznalatig.
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4.4. HPLC méretkizarasos kromatografias tisztitas

Az ioncserés kromatografia sordn gyijtott mintak tisztasaganak ellendrzésére méretkizarasos
kromatografiat (SEC) alkalmaztam, amelyet egy Agilent 1260 Infinity II tipust HPLC-vel
valésitottam meg. A méréshez SEC A méréshez SEC kolonnat (TSKgel G3000SWxI,
7,8mm(D)x300mm(L), Sum (d) - GFC) alkalmaztam 0,2 M néatrium-foszfat (Na;HPOs,
NaH>POs) pufferbdl (pH=6,8) all6 mozgofazissal kombinalva, amely alkalmas 10-500 kDa
méretig a molekuldk elvalasztdsara. A fehérjemintdkat injektalas elott 0,45 pm-es sziirén
(Millipore) szlirtem. A mintdkbol 20 pl-t injektaltam az oszlopra, és az elvalasztast 1 ml/perc
aramlasi sebességgel végeztem. A detektalas UV-abszorpcié alapon tortént, a fehérjék

detektalasara alkalmas 280 nm-en.

A méretalapti elvalasztds lehetdvé tette egy kalibracios gorbe létrehozasat, amely ismert

cre

crer

ismeretlen mintakban.

1. tablazat HPLC mérés paraméterei

Mozgo6 fazis 0,2M natrium-foszfat puffer (pH=6,8)
Aramlasi sebesség 1,0 ml/perc

Elvélasztas modja Izokratikus elvalasztas

Oszlop hémérséklete 25°C

Mintatér hémérséklete 25°C

Injektalasi térfogat 20 pl

Oszlop nyomasa ~ 60 bar

Detektalas UV, 280 nm

Stop time 20 perc

Retencids 1d6 ~ 7,9 perc

4.5. dsDNS szennyezo mérés

A dsDNS szennyez6 méréséhez az Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Reagent and Kit készletet
hasznaltam. Ez egy in vitro immunvizsgalati mddszer, amely gazdasejtbdl szdrmazdé DNS
szennyezd mennyiségének vizsgalatira szolgal, egy ultraérzékeny fluoreszcens
nukleinsavfesték segitségével. A Kit hdrom oldatot tartalmaz: Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNS

reagens, 20X TE puffer (200 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, pH=7,5) és Lambda DNS standard.
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Elkészitettlik a leirat alapjan a sziikséges oldatokat, a kalibracios sort és a mintdink tizszeres
higitasat. A microplate assayhez egy 96 well-es platet hasznaltam, majd alapos sszekeverés
utan 2-5 percig szobahdmérsékleten inkubaltam, megfelel fényvédelem mellett. A gerjesztés
480 nm hullamhosszon tortént és a fluoreszencia emisszid intenzitdsat 520 nm hullimhosszon

mértem spektrofluorométerrel.[59]

4.6. Dinamikus fényszoras mérés

A tisztitott mintak részecskeméret-eloszlasat fotonkorrelacios spektroszkopia alkalmazasaval
hatdroztam meg Zetasizer NanoZS késziilék (Malvern Instruments, Malvern, Egyesiilt
Kiralysag) segitségével. A fényszoras mérést 25 °C-on, 90°-os szorasi szog mellett 3
parhuzamossal végeztem el és a fehérjemintdk elemzéséhez alkalmazhaté L-Curve analizist

hasznaltam.
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5. EREDMENYEK

A munkam célja ioncserés kromatografia alkalmazasa volt az adalimumab fehérje tisztitasara,
a rendszer vizsgdlataval pedig egy hatékony elvalasztasi modszer kidolgozésa anioncserés
kromatografids oszlopra. A moddszerfejlesztés 1épéseit a 4.3. Anioncserés kromatografias

tisztitas fejezetben leirtak szerint végeztem el.

Az anioncserés kromatografias oszlop modszerfejlesztése soran feladatom volt, hogy az elucio
mennyiségét, illetve a megfeleld sogradienst meghatdrozzam a fehérje és a szennyezok
elvalasztasara kiilonb6z6 pH értékeken. 7,0-es, 8,0-as és 9,0-es pH-n végeztem a kisérleteket,

ugyanis az adalimumab pl pontja 8,7-8,9-es tartomanyban talalhato.[60]

5.1. Elokisérletek

A rendelkezésre allo adatok alapjan az anioncserés kromatografias oszlopnal elséként a gyartoi
ajanlas alapjan végeztem a tisztitast. 10 CV-s elticioval kezdtem a méréseket 8,0-as és 9,0-es
pH-n, amely sordn a mintat barmiféle eldzetes mintaeldkészités nélkiil vittem fel az oszlopra.
Az elicidhoz az A eluensnek 10 mM-os Tris-HCI oldatot, a B eluensnek pedig 10 mM-os Tris-
HCl + 500 mM NaCl-os oldatot alkalmaztam.[61] A két pH-n elvégzett kisérletek
kromatogramjai a /2. és 3. dbran lathatdak, nyillal jelolve a fehérjéhez tartozd cstcsot.
(Minden feltiintetett FPLC kromatogramon az x tengely a CV [ml], mig az y tengely az
intenzitas [mAU].)

skillPak_1mL_Nh2-750F_1 001
mau

fehérje

/

600

400
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Equilibration | samplc appication sample wash

5 [} 5 10 15 20 o

12. abra 8,0-as pH-n végzett elokisérlet kromatogramja (10 CV, minta pH nincs beallitva,
A eluens: 10 mM Tris-HCI, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 500 mM NaCl)
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skillPak_1mL_Nh2-750F_1 002
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fehérje

13. abra 9,0-es pH-n végzett elokisérlet kromatogramja (10 CV, minta pH nincs bedllitva,
A eluens: 10 mM Tris-HCI, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 500 mM NaCl)

A 12. abran lathatd, hogy a 8,0-as pH-n végzett tisztitas nem volt megfeleld, hiszen a fehérje
mar a gradiens elucio elott atesett az oszlopon. Mig a 9,0-es pH-n végzett eldkisérlet
kromatogramjan (/3. dbra) az figyelhetd meg, hogy a minta az elicié soran nem valt le az
oszloprol, hanem csak az oszlop tisztitasi 1épésében elualodott. Ezen eredmények alapjan azt a
kovetkeztetést tudtam levonni, hogy szilikséges a modszer optimalizalasa. Az optimalizalas elsé

1épéseként elvégeztem az adalimumab tartalmi minta pH-janak beallitasat.

5.1.1. A minta pH-janak optimalizalasa

A kovetkezd 1épésben a mintael6készitéssel kiegészitve végeztem el a kisérleteket. A minta
megfeleld pH-ra valo beallitasat puffercserével végeztem el, amely soran adott mennyiségii
mintat a kivant pH-ja 10 mM-os Tris-HCI oldattal higitottam ¢és egy 30kDa-os PES sziirén
centrifugdlds sordn atszlirtem. A centrifugélas utan a maradék oldatot kipipettaztam, a higitd
oldattal atmostam a sz{irdt és a tisztitdshoz sziikséges térfogatra higitottam. A minta pH-janak
optimalizalasa soran a tisztitast 9,0-es pH-n végeztem ugy, hogy a minta pH-jat valtoztattam.

(14. dbra és F1.-F3. abrdk).
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14. abra 9,0-es pH-n végzett elokisérlet kromatogramja (10 CV, minta pH=9,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 500 mM NaCl)

Az eredmények alapjan azt tapasztaltam, hogy a minta pH-jandk valtoztatasa nem javitott a
modszeren. 8,0-as pH-n is elvégeztem egy tisztitast, 8,0-as minta pH-val (F9. dbra), viszont itt

is hasonl6 eredményt kaptam, igy mas Uton haladtam tovabb a modszerfejlesztésben.

5.1.2. Az elucio paramétereinek optimalizalasa

A kovetkezd 1épésben az elticibhoz hasznalt oldatok Osszetételén valtoztattam gy, hogy a
tisztitds soran a minta pH-jat a tovabbiakban az eliicibhoz hasznalt oldatok pH értékével
megegyezOre allitottam. Ezen optimalizéaci6 soran els6kdrben a B eluens ionerdsségét noveltem

1,0 M NaCl-ra (/5. dbra).

34



skillPak_1mL_Nh2-750F_1008
mau
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15. abra 8,0-as pH-n végzett elokisérlet kromatogramja (10 CV, minta pH=8,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

Az ionerdsség novelésének hatdsara a kromatogramon lathatd valtozas tortént (két cstics
figyelhetd meg), viszont lathat6, hogy még mindig a tisztitasi, illetve a tarold oldatban jott a
fehérjéhez tartozo csucs, igy sziikség volt még az elucios 1€pés tovabbi optimalizalasara. Az
oldatok ionerdsségének valtoztatasan tul az elacid idejének nodvelése ezaltal egy lassabb
gradiens alkalmazasa segithet a fehérje oszloprol torténd megfeleld levalasdban, igy a

kovetkezokben ezzel kisérleteztem.

Tovabbi méréseim soran az elucid hosszanak elséként 15, majd 20 CV-t alkalmaztam (F10. és

crer

mindig tovabbi elucios 1d6 ndvelésre volt sziikség. Azt tapasztaltam, hogy 60 CV-n keresztiil
tarto elaciod (/6. dbra) bizonyult a legmegfelelobbnek, hiszen a fehérjéhez tartozo cstics mar az

elticidban jott, igy a kovetkezd 1épés a sogradiens fejlesztése volt.
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16. abra 8,0-as pH-n végzett elokisérlet kromatogramja (60 CV, minta pH=8,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

5.2. Sogradiens elucio

A sogradienst az A eluens 0sszetételével optimalizaltam. B eluensnek minden mérésnél 10 mM
Tris-HCI + 1,0 M NacCl oldatot hasznaltam, A eluensnek pedig a 10 mM Tris-HCI oldathoz 0-
500 mM-ig valtoztattam a sokoncentraciot 100 mM-ként nodvelve. Mindhdrom pH-n
elvégeztem a kisérleteket. A kisérletek szamat és a mérés soran 1évd kritikus paraméterek
kiilonboz6 bedllitasi szintjeit a /7. abran vizualisan is szemléltetem, illetve tablazatokban

osszefoglalva megtaldlhatok a paraméterek a fiiggelékben. (F'1.-F5. tablazatok)
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17. abra A kisérletek szama és a kritikus paraméterek kiilonbozo bedllitasi szintjei
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A mérések soran a legtobb esetben a 16. abrahoz hasonl6 kromatogramot kaptam, (F'12. és F13.
abrak) amelyeken egy csucs talalhatd, amibdl pedig megallapithatd, hogy ezen esetekben a
fehérje és a szennyezO nem valt el. Viszont jelentds valtozas tortént, amint elértem a 300 mM-
os koncentracidt, ahol mar tobb csucs volt megfigyelheté a kromatogramokon (/8. és 9.
abrak). 400 és 500 mM-os NaCl koncentracidval is végeztem méréseket, majd a minta fehérje
¢és szennyezO tartalmat tovabbi moddszerekkel vizsgaltam annak eldontésére, hogy melyik

modszer bizonyul a legmegfelelobbnek fehérjetisztitasra.
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18. dabra 9,0-es pH-n végzett mérés kromatogramja (60 CV, minta pH=9,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI + 300 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

skillPak_LmL_Nh2-750F_1 012
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19. dabra 8,0-as pH-n végzett mérés kromatogramja (60 CV, minta pH=8,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI + 300 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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5.3. Fehérjekoncentracio és aggregacio meghatarozasa SEC mérésekkel

A HPLC-SEC mérésekkel hataroztam meg a fehérjekoncentraciot, illetve ellendriztem a
mintaim tisztasagat. A SEC oszlop védelme érdekében a kezeletlen fermentlé tisztatasdgat nem
vizsgaltam. A mintdk mérése elott elvégeztem egy molekula standard mérést, valamint egy
kalibracios egyenest vettem fel az adalimumab standard oldat higitasi soraval. Az adalimumab
standard alapjan az adalimumabnak 8,0 perc koriili retencios ideje van. A 20. abran lathato a 8-
as pH-n és 10 mM Tris-HCI + 400 mM NaCl oldattal elvégzett tisztitds soran kapott minta
HPLC kromatogramja, amelyben semmilyen szennyezd nem lathatd. A tobbi kromatogram a

fiiggelékben megtaldlhatd. (F22. - F38. dbra)

pH_B_400mh | DAD1 4 Sig=280 4 Ref=off | 2024-08-12 16-48-51+02-00-22 ¢x

Response(maL]

1 2 3 4 B 5 7 8 11 12 13 14 15 15 17 18 19

10
Retertion tine [rmin]

20. abra HPLC kromatogram (8,0-as pH-n végzett mérés, 60 CV, minta pH=8,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI + 400 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

crer

segitségével szamitottam ki, amely az 21. abran lathato.
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21. abra HPLC mérés kalibracios gorbéje
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Az igy meghatarozott fehérjekoncentracidkat a 22. abran tiintettem fel egyiittesen. (Az adatokat
lasd F6. tablazat.)

0,70
0,60
0,50

0,40
0,30
0,20
0,00 0 -

0mM 100 mM 200 mM 300mM 400 mM 500 mM

Koncentracio [mg/mL]

Tonerdsség [MM]

mpH=70 mpH=8,0 mpH=9,0
22. dbra Osszesitett HPLC eredmények

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy minden pH-n, a 400 és 500 mM ionerdsség mellett
végzett tisztitdsok eredményezték a legmagasabb adalimumab koncentraciot. Annak érdekében,

hogy megallapitsam, hogy a pH-nak és az ionerdsségnek milyen hatdsa van a fehérje

crer

hatasok vizsgalatara két rogzitett faktoros (pH és ionerdsség) varianciaanalizist (ANOVA)

alkalmaztam. El6szor a pH faktor hatdsanak vizsgalatara elkészitettem a box-plotot (23. dbra).
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23. abra Box-plot abra a pH hatasanak vizsgalatara
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A box-plot abran lathatd, hogy a fehérjekoncentracioban a pH ndvelésével egy ndvekvo
tendencia figyelhetd meg, a 9,0-es pH medianja veszi fel a legnagyobb értéket, azaz ezen a pH-
n végzett tisztitasokkal kaptam a kozépértéket tekintve a legnagyobb fehérjekoncentraciot. A
legnagyobb koncentracié érték a 9,0-es €s 8,0-as pH-n kozel azonos, viszont a 8,0-as pH-n az
interkvartilis terjedelem (azaz a doboz szélessége) joval kisebb tartomanyban helyezkedik el.
Megjegyzendd, hogy ismételt mérések hidnyadban a dobozok szélességét az ionerdsség
szintjeinek kiillonb6zdségébdl szarmazo ingadozas is adja. A varianciaanalizis eredményeit a
2. tablazatban foglaltam Ossze.

2. tablazat ANOVA elemzés eredményei

Effect SS fﬁi‘;‘)'f(asdzzﬁ; MS F B
Intercept | 2,28813 i 228813 231,19 0,0000
pH 0,10201 2 0,05101 5,15 0,0290
Ionerésség | 0,32699 5 0,06540 6,61 0,0058
Error 0,098973 10 0,00990

A fenti ANOVA tablazatbol leolvashatd, hogy mind a 2 faktor (pH ¢és lonerdsség) p-értéke
kisebb, mint az a (0,05) szignifikancia szint. Ez azt jelenti, hogy a pH-nak és az ionerdsségnek
statisztikailag szignifikans hatdsa van az adalimumab koncentracidora. A koztik levd
kolcsonhatast azonban ismételt mérés hianydban nem tudtuk elemezni, hiszen a mintdk
tisztitdsanal nem tudtunk parhuzamos méréseket végezni a fermentlé korlatozott mennyisége
miatt. A varianciaanalizis  szokasos

feltételet (a hibatag normalis eloszlasa,

homoszkedaszticitas, fiiggetlenség) a reziduum-abrak alapjan teljesiilnek. (F39. abra)

Néhany mérés esetében a HPLC-SEC mérések soran kismértékli szennyezdk jelentek meg a
kromatogramokon. Az adalimumabnil nagyobb méretli szennyezOdések ¢€s az antitest
aggregatumok kordbban eludlédnanak az oszloprol, amelyet a legtobb minta esetében
tapasztaltam. Néhany esetben szennyez6t fedeztem fel a kromatogramon, amelyek az antitest
utan elualodtak, azaz a fehérjénél kisebb méretii szennyezddések voltak. A szennyezdket csak
11 percig vettem figyelembe, mivel 11-12 perc kozott a kromatogramokon is lathato egy
volgyszert ,,torés”, amely a vizjel, azaz oldoszerhez tartozo jel, ami az injektalt minta esetében
a legkisebb molekula. Az ennél kisebb csticsok pedig feltehetden az oszloppal kolcsonhatasba

1ép6 molekuldkhoz tartoznak. Mivel nem ismertek a pontos szennyezdk, ezért a gorbe alatti
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tertiletek Osszehasonlitasaval jellemeztem a kiilonb6zo tisztitdsi modszereket, azaz szennyezo

terliletét a focsucs teriiletéhez ardnyositottam, ezeket az adatokat a 3. tdbldazat tartalmazza.

3. tablazat Szennyezo teriilete a focsucs teriiletéhez ardanyositva

.l(ligtcinciéi ~6,6 9,51 10,115 | 10,30

1do [perc

(21)0};=7i\04) 0,53% | 0,53% 0,55%
m

pH=7,0 0,88%

(500 mM)

pH=8,0 1,28%

(0 mM)

pH=8,0 1,23%

(100 mM)

pH=8,0 1,50%

(200 mM)

(3polg=81\04) 0,82% 2,37%
m

pH=8,0 1,27%

(500 mM)

pH=9,0 1,60%

(0 mM)

pH=9,0 1,34%

(100 mM)

pH=9,0 1,26%

(200 mM)

pH=9,0 0,29%

(300 mM)

pH=9,0 0,96%

(400 mM)

pH=9,0 1,33%

(500 mM)

POROS 0,74%

HS50

Elmondhat6, hogy a jelenlévd szennyezOk legnagyobb része a fehérje elott elualodik, ami
aggregatumokra utal. Az aggregatumok a fehérjék és biohatdéanyagok egyik leggyakoribb
szennyezdi, bar ezen szennyezOk szinte minden mintdban jelen vannak, a mennyiségiik
rendkiviil alacsony, a legnagyobb aggregatummennyiség is csak 1,5% a focstcs teriiletéhez
viszonyitva. Az aggregdtumok mennyiségének minimalizaldsa fontos a termék stabilitdsanak
biztositasanak érdekében, valamint az immunogenitas elkeriilése érdekében. Az irdnyelvek
szerint az aggregatumok mennyiségét a lehetd legkisebb szintre kell csokkenteni, altalaban 0,5-
2% kozotti értekekkel.[62] Bar ezen mérés a szennyezdkre nézve nem egy kvantitativ modszer,

viszont az iranyelveket alapjan a fOcsucs teriiletéhez viszonyitva a tisztitdsaink soran kapott
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aggregatummennyiség alacsonynak tekinthetd. Viszont annak érdekében, hogy még pontosabb
képet kapjak a mintak szennyezd tartalmérol, a dsDNS szennyezd tartalmat is megvizsgaltam

a mintakban.

5.4. dsDNS szennyezo6 mérése

A dsDNS méréssel hatdroztam meg a mintankban levd szennyez6k mennyiségét, amelyhez
ebben az esetben is sziikség volt egy kalibracios egyenes felvételére. A kalibracioval kiszamitott
szennyezO koncentracidkat kiilonbozo pH értékeken kiilon-kiilon is abrazoltam, amely a 24.

abran lathato.
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24. abra Kalibracioval kiszamitott dsDNS szennyezo koncentrdaciok

Annak érdekében, hogy a modszer hatékonysagat értékelni tudjam, a mintdkat megtisztitottam
egy mar kifejlesztett kationcserés modszerrel is, €s az igy kapott minta szennyezdtartalmat is
meghataroztam (25. dbra kationcserés kromatografids oszlop), valamint ioncserés tisztitas

nélkiili minta szennyezdtartalmat is meghataroztam (235. dbra aftinitas kromatografias oszlop).
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25. abra dsDNS osszesitett eredmény

Megfigyelhetd az abran, hogy a 7,0-es pH-n végzett eredmények valtozo tendenciat mutatnak,
mig a 8,0-as pH-n egy csokkend trendet lehet felfedezni az ionerdsség ndvelésével a szennyezd
koncentracioban, addig a 9,0-es pH-n kapott értékek nem mutatnak egyértelmii tendenciat.
Lathatd, hogy az ioncserés tisztitas nélkiili mintahoz képest 1ényegesen sikeriilt csokkentenem

a szennyezOk mennyiségét.

Ebben az esetben is kiértékeltem statisztikailag a kapott eredményeket a Statistica program
segitségével. Ismét kétfaktoros ANOVA elemzést végeztem el a kapott dsDNS eredményeken.

Els6 Iépésként szintén megvizsgaltam az adatsorbol készitett box-plot abrat. (26. abra)
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26. abra dsDNS szennyezohoz tartozo box-plot abra
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A box-plot abran lathatd, hogy a szennyezd mennyisége a pH ndvelésével csokkend tendenciat
mutat, a 7,0-es pH medidnja veszi fel a legnagyobb értéket, azaz ezen a pH-n végzett
tisztitdsokkal kaptam a kozépértéket tekintve a legtobb szennyezot. A 9,0-es és 8,0-as pH-n
kozel azonos a median értéke, viszont ezen a két pH-n az interkvartilis terjedelem kisebb

tartomanyban helyezkedik el.

Majd kovetkezd 1épésként elvégeztem a két rogzitett faktoros (pH ¢€s ionerdsség)

varianciaanalizist, amelynek eredményeit a 4. tdbldzat tartalmazza.

4. tablazat ANOVA elemzés eredményei

Effect SS fif{?)'i’(asd;angl; MS F p
Intercept 568469,2 1 568469,2 961,61 0,0000
pH 35842,6 2 17921,3 30,32 0,0000
Ionerésség 28193,1 5 5638,6 9,54 0,0000
pH*Ionerdsség | 373835 10 3738,3 6,32 0,0001
Error 14188.0 24 591,2

A fenti ANOVA téblabol leolvashat6, hogy mind a 2 faktor (pH €s Ionerdsség) p-értéke kisebb,
mint az a (0,05) szignifikancia szint. Ez azt jelenti, hogy a pH-nak és az ionerdsségnek
statisztikailag szignifikdns a hatasa az szennyezd koncentraciora. Ezen mérés esetében a két
faktor kolcsonhatdsa is vizsgéalhaté volt, hiszen ebben az esetben megvaldsithatd volt a
parhuzamos mérések végzése. Lathato, hogy a két faktor kdlcsonhatasanak p-értéke is kisebb
mint 0,05 azaz a kolcsonhatas is statisztikailag szignifikans hatassal van a fiiggd valtozora. Ezt

kovetden elvégeztem az ANOVA feltételeinek az ellendrzését, megvizsgaltam a reziduumok

normalis eloszlasat és a varianciak azonossagat. (27. abra)
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27. abra Reziduumok normalis eloszldsa (a) és a varianciak azonossdaga (b)



Megfigyelhetd az abrakon, hogy a reziduumok enyhe S alakot képezve kovetik a piros vonalat,
valamint a reziduumok a becsiilt érték fliggvényében nem véletlenszerlien helyezkednek el,
azaz egy tendencia 1ép fel a szorddasukban. Tehat a hibatag variancidjanak konstanssagara
vonatkoz¢ feltétel sériil. Ebben az esetben sziikség van az adatok box-cox transzformalésara. A
Statistica szoftverrel meghatarozott transzformacié az 1/y, vagyis a mérési eredmények
reciprokat véve értékeltem ki Ujra az eredményeket. A kétfaktoros varianciaanalizis

eredményeit az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat A kétfaktoros varianciaanalizis eredményei a transzformalt adatokkal

Effect SS fii?)l;(a;?fl; MS F p
Intercept 0,0038 1 0,0038 2180,75 0,0000
pH 0,0001 2 0,0001 37,00 0,0000
Tonerdsség 0,0001 5 0,0000 14,08 0,0000
pH*Tonerésség | 0,001 10 0,0000 6,43 0,0001
Error 0,0000 24 0,0000

A fenti ANOVA tablabol leolvashatd, hogy a transzformalas utan is mind a 2 faktor (pH és
ionerdsség) és a két faktor kolesonhatdsanak p-értéke kisebb, mint az a (0,05) szignifikancia
szint. Ez azt jelenti, hogy a pH-nak, az ionerdsségnek és a kdlcsonhatdsnak is statisztikailag
szignifikdns a hatdsa az szennyezd koncentraciora. Ezutdn uUjra ellendriztem az ANOVA
elemzés feltételeit, amelyek a transzformaciéo utdn megfelelonek bizonyultak. (F40. abra)
Diagramon abrazolva (28. abra) jobban megfigyelhetd a szignifikans jellege a faktoroknak.
Megallapithatd, hogy a 8,0-as pH esetén latunk megfeleld tendenciat az ionerdsség
valtoztatasaval, igy ezt a pH-t tartom legjobbnak az adalimumab anioncserés tisztitdsahoz. Az
ionerdsséget tekintve a tisztitds soran tapasztaltbol, a HPLC-SEC mérés altal kapott
eredményekbdl, valamint a szennyezd mértékébdl arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy ezen

antitest elvalasztasara a 500 mM ionerdsség az optimalis.
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28. abra LS-means (least squares means)-plot

Annak érdekében, hogy statisztikailag is 6sszehasonlitsam a kiilonboz0 tisztitasi modszerekkel
kapott szennyezdtartalmat, ezaltal a modszerek hatékonysagét értékelhessem, kétmintas -
probaval is 0sszevetettem az eredményeimet (a harom kiillonb6z6é pH eredményeit dsszesitve,
illetve a 8,0-as ¢és 9,0-es pH legjobb tisztitdsi modszerét) a kationcserés oszlophoz, illetve az

affinitds kromatografids tisztitotthoz hasonlitva, amelynek az eredményei a 6. tablazatban

lathato.
6. tablazat Kétmintds t-proba eredményei
t-proba p-érték (Kationcserés k.) | z-préba p-érték (Affinitas k.)

pH=17,0 1,14 - 102 6,79 - 107!

pH = 8,0 2,32-107 1,17 - 1071

pH = 8,0 (400 mM) 3,75 - 1073 2,14 - 10*
pH=9,0 9,05 - 10 1,54 - 1071

pH =9,0 (400 mM) 2,31 - 107 2,06 - 10
Anion 1,14 - 107 441-102

Kation - 1,62 - 10*

Lathato, hogy a kétmintas t-proba p-értékei minden esetben kisebbek, mint 0,05, igy
elmondhatd, hogy az affinitds kromatografias tisztitott kiinduldsi mintdhoz képest valoban
lényegesen lecsokkent a szennyezd mennyisége. A kationcserés modszerhez képest is jelentds

(p<0,05) eltérést mutatnak az anionos tisztitads eredményei.
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Osszességében megallapithato a kapott adatok alapjan, hogy a 7,0-es pH nem alkalmas ezen
minta tisztitdsara, mivel ezen a pH-n a dsDNS szennyez6 jelent6s maradt a tisztitds utan is.
Ezzel szemben a 8,0-as és 9,0-es pH alkalmazhat6 az adalimumab anioncserés tisztitasara,
hiszen ezen a két pH-n a szennyezdk mennyisége mar alacsonyabbnak mutatkozott. Tehat az
altalam fejlesztett anionos moddszer alkalmas az adalimumab szennyezok csokkentésére,
viszont a kationos mddszerhez képest kisebb hatékonysaggal. Fontos azonban megjegyezni,
hogy a két mddszer egymads kiegészitésére szolgél, hiszen az mindkét modszer képes olyan
szennyezOk eltavolitasara, amelyre a masik kevésbé alkalmazhato. Mindazonaltal, ahogyan az
irodalmi attekintésben is emlitettem, a gazdasejtb6l szdrmazdé dsDNS-re vonatkozo
kovetelmény maximum 10 ng/dézis. Ez egyik alkalmazott tisztitdsi modszer esetében sem
teljesiilt, igy a jovoben a két modszer kombindlasa sziikséges lehet a jobb eredmények elérése
érdekében. Viszont mindenképp szem eldtt tartando, hogy a dsDNS szennyezé mellett mas
szennyezOk vizsgalata is sziikséges, mint példaul a HCP, illetve a virus meghatdrozésa, melyek

egy tovabbi munka részét fogjak képezni.

5.5. DLS mérés

A dinamikus fényszorads (DLS) mérést a nagyobb méretli fehérjeaggregatumok meglétének
vizsgalatara és azok atlagos méretének becslésére alkalmaztam. Az adalimumab esetén
altalanosan a részecskeméret 5-20 nm tartomanyba (jellemzden 15 nm) esik a kisebb
aggregatumok esetén, de stressz vagy degradacios koriilmények kozott nagyobb aggregdtumok
is megjelenhetnek, melyek akar 100 nm vagy annal nagyobb méretiiek is lehetnek. Ezek a
méretvaltozasok jelentdsen befolyasolhatjak a gydgyszer hatékonysdgat €s immunogenitasat,
ezért a DLS mérések rendkiviil fontosak a stabilitas ellendrzésében és a kiilonb6z0 gyartasi

tételek 0sszehasonlitasaban.

A mérés sordn néhany minta esetében higitasra volt sziikség a megfelel6 mérési pontossag
érdekében (az affinitds kromatografiaval tisztitott minta esetében 10x higitas, a pH=7,0, 0 mM
mintdja esetében 5x higitds, a pH=7,0, 0 mM mintéja esetében 7x higitas, 8,0-as pH minden
mintdja, valamint a kationos tisztitds sordn gy{ijtott minta esetében 2x higitas alkalmazasara
volt sziikség). A mérés akkor tekinthetd megbizhatonak és elfogadhatonak, hogy ha a
korrelogramon abrazolt korrelacios egyiitthatd kiindulési értéke 0,7-1,0 kozott van (29. dbra),

igy a higitasok mértékét is ennek megfelelden valositottam meg.
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29. abra Affinitas kromatografiaval tisztitott minta kollerogramja

A 30. abra a fermentlébdl szarmazo, affinitds kromatografiaval tisztitott minta, mig a 3/. dbra
a pH=8,0, 500 mM mintdjarol késziilt részecskeeloszlasait mutatja be példaként. A 30. dbran
lathatd, hogy az affinitas kromatografiaval tisztitott minta tobbféle méretli részecskét tartalmaz
az intenzitasszerinti eloszlas alapjan, viszont a minta nagy része kisebb részecskékbdl all, amely
a monoklonalis antitest monomerjeként azonosithat6. Azonban érdemes megjegyezni, hogy a
dinamikus fényszoras az egyes részecskék altal szort fény intenzitasan alapszik és mivel a szort
fény intenzitasa erdsen fligg a részecskék méretétdl, a nagyobb részecskék sokkal erdsebben
szorjak a fényt, igy aranytalanul nagyobb hatissal lesznek az eloszlasra. Eppen ezért az
intenzitas szerinti eloszlas érzékenyebb a nagyobb aggregatumokra, ezért gyorsan kimutatja, ha
aggregacio torténik. (30. dbra/a) Ez egy gyors és érzékeny modszer, de az eloszlds erdsen
torzithat a nagyobb részecskék irdnyaba. Annak érdekében, hogy pontosabb képet kapjak a
részecskek fizikai eloszlasardl, megvizsgaltam a térfogat szerinti eloszlast is (30. dabra/b),
hiszen ez figyelembe veszi a részecskék tényleges térfogatat is. Ezzel a mddszerrel minden
részecske a méretével aranyos térfogatot kap, fiiggetleniil attol, hogy mekkora fényt szor. A
térfogat szerinti eloszlas ezért kiegyensulyozottabb, és pontosabb képet ad a részecskék
méreteloszlasardl, mivel nem torzit olyan mértékben a nagyobb részecskék iranyaba, mint az
intenzitas szerinti eloszlas. Lathatd, hogy ezen értékelési modszerrel mar csak egy csucs
figyelhetd meg, ami alapjan megallapithatd, hogy az aggregatumok bar jelen vannak a

mintaban, de rendkiviil kis mennyiségben.
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30. abra Affinitas kromatografiaval tisztitott minta DLS mérésének eredmeénye,

intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlds (b)

A pH=8,0, 500 mM tisztitdsi minta intenzitds szerinti részecskeméret-eloszlasa (31. abra/a)
szintén a 10 nm koriili tartomdnyban mutat egy intenziv csucsot, de ebben az esetben az eloszlas
még homogénebb, ¢s kevésbé jellemzoek a nagyobb méretli részecskék. Ez azt mutatja, hogy
az alkalmazott tisztitdsi modszer jelentds hatdst gyakorol a részecskék méretére, és altalaban
egy egyenletesebb, homogénebb méreteloszlast eredményez. Ebben az esetben is
megvizsgaltam a térfogat szerinti méreteloszlast (31. abra/b), amely esetén hasonld

kovetkeztetést lehet levonni, mint az affinitads kromatografiaval tisztitott mintanal leirtak.
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31. abra pH=8,0-as 500 mM-os minta DLS mérésének eredménye,

intenzitas szerinti eloszlas (a), térfogat szerinti eloszlas (b)

A tobbi optimalizaciés paraméterrel végzett tisztitdsok részecskeméret-eloszlas éabraja a
figgelékben megtekinthetd. (F41.-F58. abrak) Az egyes kisérletek soran kapott

részecskeméretek eredményeit a 7. tdblazatban foglaltam Gssze.
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7. tablazat DLS mérés eredmények

wo Monomer atlagos Aggregatum(ok)
Ionerdsség , . c c
részecskemérete [nm] | részecskemérete [nm]
0 mM 8,598 -
16,68
100 mM 8,733
409.,4
12,49
pH=7,0 200 mM 7,364
155,2
300 mM 8,561 -
400 mM 10,04 219,1
500 mM 10,65 327,7
0 mM 10,69 319.9
100 mM 8,89 72,35
200 mM 9,68 -
pH=8,0 125,1
300 mM 10,49
718
400 mM 8,076 -
500 mM 10,91 5176
0 mM 11,2 851,3
100 mM 9,826 172,5
200 mM 10,59 538,2
pH=9,0
300 mM 9,878 217,6
400 mM 10,83 274,9
500 mM 9,419 43,95
Katl(')nc§e,res k. i 8,941 53.3
tisztitas
Affinitas k. i 11.97 94,43
tisztitott minta ’ 2491

Az étlagos részecskeméret elemzése soran jol lathat6, hogy mind a pH, mind az ionerdsség
jelentds hatassal van az antitestek aggregaciora. A 7,0-es pH esetén megfigyelhetd, hogy az
ionerdsség novelésével a monomer részecskék mérete 7 és 10 nm kozott valtozott, mig a
nagyobb aggregatumok jelenléte is megfigyelhetd volt, kiilondsen a 100 mM ¢és 500 mM
ionerdsségnél. A nagyobb ionerdsségnél az aggregatumok mérete 219,1 nm-tdl egészen 327,7

nm-ig terjedt, ami azt mutatja, hogy az aggregicidé mértéke ndtt a tisztitds soran. Az
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aggregatumok a 8,0-as ¢és 9,0-es pH esetén végzett tisztitdsok mintai legtobbjeiben is
megfigyelhetdk.
Osszességében elmondhato, hogy rendkiviil fontos a tisztitds soran a részecskék homogén

eloszlasahoz a megadott pH-n optimalis ionerdsséget megtaldlni, hiszen lathato, hogy a 8,0-as

pH esetén két esetben is sikeriilt nagyobb aggregatumtol mentes tisztitdst megvaldsitanom.
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6. OSSZEFOGLALAS

A monoklonalis antitestek novekvo termékigénye miatt a gyartasi folyamatok €s a hatékonysag
javitdsa a megfeleldé mindség biztositasa mellett kiemelkedd fontossagu. A downstream
miiveletek soran alkalmazott tisztitasi folyamat hatékonysagéanak javitasara uj tipusu ioncserés
kromatografids oszlopok keriilnek forgalomba, amelyek optimalis vizsgélati mddszerei még

nem kidolgozottak, ezért sziikséges ezen oszlopokat alkalmazé analitikai modszer fejlesztése.

Igy kutatomunkam soran megvalositottam egy 0j fejlesztésti anioncserés kromatografias oszlop
felhaszndlasaval az adalimumab anioncserés tisztitdisainak modszerfejlesztését, ahol az
elokisérletek soran megvizsgadltam ¢és optimalizaltam a minta pH-janak, az eltcid
mennyiségének hatdsdt a kromatografids tisztitdsra. Ezt kovetden egy kisérletterv alapu
modszerfejlesztés keretében megvalositottam a pH és sogradiens optimalizalasat ¢s
megallapitottam, hogy ezen kritikus paraméterek kombinalasa elengedhetetlen az adalimumab
elvégzése sordn kapott kromatogramok alapjan mér megfigyelhetd volt, hogy 7,0-es pH-ju
pufferrendszert alkalmazva az elvalasztas nem bizonyult megfelelének, amit a késObbiekben

tovabbi mérésekkel is bizonyitottam.

Meéretkizarasos kromatografiat alkalmazva meghatdroztam az egyes tisztitdsok sordn vett
novekedésével a fehérjemennyiség is nd. Tovabba a moddszer lehetové tette a szennyezd
mennyiségének vizsgalatat is, amelyek alapjan megallapithaté volt, hogy a 8,0-as pH-ju, 400
mM-os minta tlint a legmegfelelébbnek, ugyanis a kromatogramon semmilyen szennyez6 nem

volt lathato.

Ezt kovetden meghatdroztam a dsDNS szennyezd mennyiségét ¢s megbizonyosodtam arrdl,
hogy a 8,0-as pH-n az 500 mM-os mérésben talalhato a legkevesebb dsDNS szennyezd, 9,0-es
pH-n pedig a 400 mM-os mintdban, amelyek a legjobb mérési eredménynek bizonyultak.
Osszehasonlitva a kiinduldsi, tehat az affinitds kromatografiaval tisztitott mintabol, Iényegesen
sikeriilt a szennyez6 mennyiségét lecsokkenteni, viszont megfigyelhetd, hogy a kationcserés
tisztitasnal valamelyest alacsonyabb dsDNS szennyezd mennyiséget kaptam, bar a két modszer
egymas kiegészitésére szolgal, hiszen mindkét modszer képes olyan szennyezok eltavolitasara,
amelyre a masik kevésbé alkalmazhatd, éppen ezért ezen két ioncserés kromatografids tisztitas

kombinalasat a jovOben tervezem megvalositani.
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Mindkét analitikai modszer altal kapott eredményt statisztikailag is értékeltem, amelyek alapjan
megallapithat6 volt, hogy mind a pH-nak mind pedig az ionerésségnek szignifikans hatdsa van

a fehérjekoncentraciora és a szennyezok mennyiségére is.

Végil dinamikai fényszoras méréssel a szennyezOk intenzitds szerinti méreteloszlasat is
megvizsgaltam, amely érzékenyebb a nagyobb méretli aggregatumok jelenlétére. Ezek a
mérések aldtdmasztottak a kordbbi eredményeimet, azaz, hogy 7,0-es pH-n nem célszerli ezen
fehérje tisztitasat végezni, hiszen ezen pH-n végzett tisztitasok mintai tobb aggregatumot
tartalmaztak. Viszont a térfogat szerinti eloszlas alapjan, amely kiegyensulyozottabb, ¢és
pontosabb képet ad a részecskék méreteloszlasardl, megallapithatd, hogy az aggregatumok bar
jelen vannak a mintaban, de rendkiviil kis mennyiségben. Az aggregatumok a 8,0-as és 9,0-es
pH esetén végzett tisztitdsok mintéi legtobbjeiben is megfigyelhetdk, viszont a 8,0-as pH esetén
két esetben 1is sikeriilt nagyobb aggregatumtol mentes tisztitast megvalositanom. A
tapasztalataim ¢és statisztikai elemzések is megerdsitették, hogy a 8,0-as pH optimalis az

anioncserés tisztitas tovabbfejlesztéséhez.

Osszességében elmondhatd, hogy az altalam kifejlesztett modszer lehetdséget biztosit a
biogydgyszerek tisztitdsanak hatékonyabba tételére, ezaltal novelve a gyartasi folyamat
megbizhatosdgat és biztonsdgat. Mindez hozzajarulhat a huméan alkalmazésra széant
készitmények mindségének javitasdhoz, és hosszi tdvon a biotechnologiai iparban is

széleskoruen alkalmazhatdva valhat.
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F9. abra 8,0-as pH-n végzett elokisérlet kromatogramja (10 CV, minta pH=8,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 500 mM NaCl)
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A eluens: 10 mM Tris-HCI + 200 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

skillPak_1mL_Nh2-750F_1 024
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e ConC B
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Equilbration | sam... | 5. Elution P storage

[ 10 20 30 40 50 &

F14. abra 8,0-as pH-n végzett mérés kromatogramja (60 CV, minta pH=8,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI + 400 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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F15. abra 8,0-as pH-n végzett mérés kromatogramja (60 CV, minta pH=8,0

—

e CoNC B

A eluens: 10 mM Tris-HCI + 500 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

skillPak_1mL_Nh2-750F_1 029
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100
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F16. abra 7,0-es pH-n végzett meérés kromatogramja (60 CV, minta pH=7,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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100
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F17. abra 7,0-es pH-n végzett mérés kromatogramja (60 CV, minta pH=7,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI + 100 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

skillPak_1mL_Nh2-750F_1 026

mAU
20

fehérje

Equilbration  Sam... | S. Elution

F18. dbra 7,0-es pH-n végzett mérés kromatogramja (60 CV, minta pH=7,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI + 200 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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F19. abra 7,0-es pH-n végzett mérés kromatogramja (60 CV, minta pH=7,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI + 300 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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F19. abra 7,0-es pH-n végzett meérés kromatogramja (60 CV, minta pH=7,0
A eluens: 10 mM Tris-HCI + 400 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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F20. abra 7,0-es pH-n végzett mérés kromatogramja (60 CV, minta pH=7,0

A eluens: 10 mM Tris-HCI + 500 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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Equilibration
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F21. dbra Kationcserés kromatografids oszloppal végzett tisztitds
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F1. tablazat Elokisérletek 9,0-es pH-n

Ekvilibralo oldat Minta pH Eluci6 oldat A Eluci6 oldat B Eltci6 CV
10 mM Tris-HCI nem et 10 mM Tris-HCI losrggdmﬁ%ilg 1 1ocv
10 mM Tris-HCI pH =9,0 10 mM Tris-HCI losrgymﬁ;ilgll 1 1o0cv
10 mM Tris-HCI pH =8,0 10 mM Tris-HCI losrggAmTl\r/[lSI\ggll 1 1ocv
10 mM Tris-HCI pH=7,0 10 mM Tris-HCI losrgymﬁ;ilgll 1 1ocv
10 mM Tris-HCI pH = 6,0 10 mM Tris-HCI losrgymﬁ;ilg T locv
F2. tablazat Elokisérletek 8,0-as pH-n
Ekvilibralo6 oldat Minta pH Elucid oldat A Elucio oldat B Eltcio CV
10 mM Tris-HCI pem et 10 mM Tris-HCI losrgé\’[mjﬁslﬁgll 1 1ocv
10 mM Tris-HCI pH = 8,0 10 mM Tris-HCI 105rg(1)\4mT1\r/[is1;11;181 T 1ocv
10 mM Tris-HCI pH = 8,0 10 mM Tris-HCl | 1© Tﬁ’ﬁﬁl\?a}gl 1 1ocv
10 mM Tris-HCI pH = 8,0 mli,r},Mmf\ﬁiﬁg 10 Tyﬁrﬁa}gl T o15cv
10 mM Tris-HCI pH = 8,0 1033%Mmﬁs$8 |10 ?ﬁdﬁrﬁa}éﬁ:l 1 20cv
F3. tablazat Mérések paraméterei 9,0-es pH-n

Ekvilibral6 oldat Minta pH Eluci6 oldat A Eltcid oldat B Elucié CV
10 mM Tris-HCI pH=9,0 10 mM Tris-HC1 | 1© T%AI\E\SIE? T eocv
omMTrsHCL | pH=00 | [0 e O Nt | 60CV
10 mM Tris-HCl | pH=9,0 iOZ%Mmﬁ;fg 10 Tlgll\gja%fl Tl e0cv
10 mM Tris-HCI pH =90 i%g},Mmﬁslﬁg 10 Tlg/ll\ir;s]a%fl T eocv
0mMTris-HCl | pH=90 | |00 TisHE | 10 Tlg/ll\ir;s]a%fl Tl oeocy
10 mM Tris-HCl pH =9.0 10 mM Tris-HCI | 10 mM Tris-HCI + 60 CV

+ 500 mM NaCl

1,0 M NaCl
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F4. tablazat Mérések parameéterei 8,0-as pH-n

Ekvilibralo oldat Minta pH Eluci6 oldat A Eltci6 oldat B Elaci6 CV
10 mM Tris-HCl | pH =8,0 10 mM Tris-HC1 | ° T?ﬁrﬁaléfl T oeocv
10 mM Tris-HCI pH = 8,0 iolg})Mm{wﬁslﬁg 10 Tlg/ﬁrﬁ;élcl | eocv
10 mM Tris-HCI pH = 8,0 iozg})Mm{wﬁslﬁg 10 Tlg/ﬁrﬁ;élcl | eocv
10 mM Tris-HCI pH = 8,0 i%g;)Mm{wriS&gg 10 T%dﬁrgaléfl | eocv
10 mM Tris-HCl | pH =8,0 ﬁg;)Mm{wriS&gg 10 Tl(\)/ﬁrﬁaléfl T eocv
10 mM Tris-HCl | pH =8,0 iOSB%MmfwriS&gg 10 T?ﬁrijalélcl T eocv
F5. tablazat Mérések paraméterei 7,0-es pH-n
Ekvilibral6 oldat Minta pH Eluci6 oldat A Eluci6 oldat B Eltcio CV
OmMTrsHCL | pH=70 | 10mMTrs-nel | OPOETE g0 cv
10mMTris-HCI | pH=70 | [0V Hse | 10 rfl(\fﬁrlljaléfl Tl osocv
10mMTris-HCI | pH=70 | |00V Hsie | 10 Tl(\fﬁrllj;éfl Tl osocv
10mMTris-HCI | pH=70 | [0V T | 10 Tl(\fﬁrllj;éfl Tl oeocv
10mMTris-HCl | pH=70 | |00V TS | 10 Tl(\fﬁrllj;éfl Tl oeocv
10mMTris-HCl | pH=7,0 | [0V T | 10 Tl(\fﬁrllj;éfl Tl oeocv
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Response[mal]
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pH_2| DAD1 A Sig=260,4 Ref=0ft| 2024-08-15 15-16-35+02-00-05

46515

—<| 7908

—

F22. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=9,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI,
B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

a 10 " 12
Retention time [min]

pH_5_100mM | DAL A,5ig=260,4 Ret=0ft | 2024-08-13 15-37-41 +02-00-0 0k

<]6.616*

——=d7.310

a 10 i 12
Retention time [min]

F23. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=9,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 100 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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pH_2_200mM |DADH 4, Sig=260,4 Fief=0tt | 2024-08-13 1 5-55-47+02-00-07 ok
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4 6 G258

a 10 " 12 13 14 15 16 17 18
Retention time [min]

F24. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=9,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 200 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

pH_8_300mM | DAL A,5ig=260,4 Ret=0ft | 2024-08-13 16-19-55+02-00-08 0k

7005

<16.606 *

a 10 i 12 13 14 15 16 17 16
Retention time [min]

F25. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=9,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 300 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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Response[mal]

pH_5_400mh | DAD1 4, Sig=260,4 Ret=0ff | 2024-08-13 15-41-03+02-00-09 ¢

<]7.910

N

F26. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=9,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 400 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

10
Retention time min]

11

pH_8_500mM | DAL A,5ig=260,4 Ret=0ft | 2024-08-13 17-02-10+02-00-1 0.
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F27. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=9,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI

a 10
Retention time [min]

i

+ 500 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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Response(mal]

pH_8 | DAD1 A Sig=260,4 Ret=0ft| 2024-08-12 17-22-26+02-00-1 8.

=< 7918

<16 B35 *

a 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19
Retention time [min]

F28. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=8,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI,
B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

pH_B_100mM | DAL A,5ig=260,4 Ret=0ft | 2024-08-12 17-43-32+02-00-1 9.0

—=<]7 823

46620

a 10 i 12 13 14 15 16 17 16 19
Retention time [min]

F29. adbra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=8,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 100 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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F30. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=8,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 200 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
PH_B_300mM | DAL & Sig=200,4 Ret=oft | 20240512 15-25-45+02-00-21 ¢l
’;ﬂ}
||
‘
hl
i
B 5
' \ 5
v ,ﬁéﬂ FNEA
|
1 2 3 4 B [ 7 8 M 12 13 14 15 16 17 16 19

a 10
Retention time [min]

F31. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=8,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 300 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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F32. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=8,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 500 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

pH_7 | DAD1A Sig=280,4 Ret=0ff| 2024-08-12 15-15-42+02-00-1 2
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47313

a 10 i 12 13 14 15 16 17 16 19 20
Retention time [min]

F33. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=7,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI,

B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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Response[mal]
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F34. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=7,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 100 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

pH_7_200mM | DAD14 Sig=260,4 Ret=otf | 2024-08-12 15-57-54+02-00-14.¢

9513

j
|

9 10 11 12
Retention time [min]

F35. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=7,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 200 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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F36. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=7,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 300 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)

pH_7_400mM | DAL A,5ig=260,4 Ret=0ft | 2024-08-12 16-40-10+02-00-16 0k

47310

‘\'\‘ I‘.‘Mm

a 10 i 12 13 14 15 16 17 16 19
Retention time [min]

F37. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=7,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 400 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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F38. abra HPLC kromatogram (60 CV, minta pH=7,0 A eluens: 10 mM Tris-HCI
+ 500 mM NaCl, B eluens: 10 mM Tris-HCI + 1,0 M NaCl)
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Expected Normal Value

307

Fé. tablazat HPLC méréssel meghatdarozott fehérjekoncentraciok

25}
[

20}

151

101

05|

00}

2,0

30l

-0,

05}
!

A0}

451

25}

Tonerdssé Fehérjekoncentracio
g [mg/ml]
0 mM 0,1838
100 mM 0,0970
200 mM 0,0419
pH=7,0
300 mM 0,3023
400 mM 0,3751
500 mM 0,5562
0 mM 0,2620
100 mM 0,3121
200 mM 0,3242
pH=8,0
300 mM 0,2372
400 mM 0,4389
500 mM 0,6298
0 mM 0,5005
100 mM 0,3678
200 mM 0,3252
pH=9,0
300 mM 0,2252
400 mM 0,6637
500 mM 0,5746
Kationos tisztitas - 0,1828
O s o T e o)
a) b)

F39. abra HPLC mérés esetén a reziduumok normalis eloszlasa (a)

és a varianciak azonossaga (b)
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Expected Normal Value

Intenzitds (%]

Intenzitas (6]

Normal Prob. Plot; Raw Residuals
Dependent variable: trafo

Predicted vs. Residual Values
Dependent variable: trafa

{Analysis sample) (Analysis sample)
30 0,003 - S
25 . 0 [
20 ° 0.002 | >
15 &° 95 | b o
© ]
10 y § . , oo . o2 ° =2
05 sé’ ' E] o o o0q
o 55 2 | ° &
00 & & ooy o o o
05 ° 9‘#’ * E: | o ° ° ° °°
10 R N 15 0001 | °o o % &
45 o 05 °
o ’ ] og (-]
20 ° -0,002 +
25 01 |
30 0,003 | I I I SN S R S N
0,003 -0,002 -0,001 0,000 0,001 0,002 0,003 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0012 0,014 0,016 0.018
Residual Predicted Values
a) b)
F40. abra dsDNS szennyezé mérés esetén a reziduumok normalis eloszldsa (a)
és a varianciak azonossaga (b)
12 129
10= 104
8- 8+
3
6 éﬂ: 6
=
4 4
24 24
0 T T T T 0 T T T T 1
0.1 1 0 100 Te+03 Te+04 01 1 10 100 le+03 Te+04
Méret [nm] Méret [nm]
— PHS_0mM_2x higitds = pHg_0mM_2x higités
a) b)
F41. abra pH=9,0-es 0 mM-os minta DLS mérésének eredménye,
intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
25 20 -
204
15+
154 E
E} 10 =
5
0= IS
s
s
0 T — T 1 01 1 T T 1
01 1 10 100 Te+03 Te+04 0.1 10 100 Te+03 le+04
Méret [nm] Méret [nm]
= pH9_100mM — pHS_100mM
a) b)

F42. abra pH=9,0-es 100 mM-os minta DLS mérésének eredménye,

intenzitas szerinti eloszlas (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
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Intenzitas [36]

205

0
01

209

20+
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Méret [nm]
— pH2_200mM

a)

10 100
Méret [nm]

= pH2_200mM

b)

F43. abra pH=9,0-es 200 mM-os minta DLS mérésének eredménye,

intenzitas szerinti eloszlads (a), térfogat szerinti eloszldas (b)

207

T
1e+03

1
1e+04

04

Z
B0
£
b
5.
T T T A T 1 [} T T T 1
1 10 100 le+03 Te+04 01 10 100 le+03 Te
Méret [nm] Méret [nm]
— pH9_300mM — pHo_300mM
a) b)

F44. abra pH=9,0-es 300 mM-os minta DLS mérésének eredménye,

intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlas (b)

204

Térogat [9)

0.1

1 10 100 Te+03 Te+04 01

Méret [nm)
— pHg_400mM

a)

T T

10 100
Méret [nm]

— pHI_400mM

b)

F45. abra pH=9,0-es 400 mM-os minta DLS mérésének eredménye,

intenzitas szerinti eloszlas (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
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251 257
20- 20-
g 154 '§ 15+
£ 10- # 10
54 5
0 T T A T T 1 0 T —T T 1
01 1 10 100 Te+03 Te+04 0.1 1 10 100 le+03 le+04
Méret [nm) Méret [nm]
- pHI_S00mM = pHS_500mM
a) b)
F46. abra pH=9,0-es 500 mM-os minta DLS mérésének eredménye,
intenzitas szerinti eloszlads (a), térfogat szerinti eloszldas (b)
4= 14-
12+ 124
10+ 104
Z g Z a4
H §
HEE £ o
4= 4=
24 24
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0.1 1 10 100 1e+03 Te«04 01 1 10 100 1e+03 Te+04
Meéret [nm] Méret [nm]
— pH8_0mM_2x higitds = pHB_0mM_2x higitds
a) b)
F47. abra pH=38,0-as 0 mM-os minta DLS mérésének eredménye,
intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
209 204
154 15+
S g
§ 10- ;§uw<
& 2
511 5+
[ T 1 /\ T T 1 0 T T T T 1
0.1 1 10 100 Te+03 le+04 0.1 1 10 100 1e+03 1e+04
Méret [nm) Méret [nm]
= pH8_100mM_2x higitds = pH8_100mM_2x higitss
a) b)

F48. abra pH=38,0-as 100 mM-os minta DLS mérésének eredménye,

intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
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257

F51. abra pH=38,0-as 400 mM-os minta DLS mérésének eredménye,

intenzitas szerinti eloszlas (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
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01 T T T T 1 [the} T T T T 1
0.1 1 10 100 Te+03 le+04 01 1 10 100 1e+03 1e+04
Méret [nm]) Méret [nm]
— pHB_200mM_2x higitss — pHB_200mM_2x higités
a) b)
F49. abra pH=8,0-as 200 mM-os minta DLS mérésének eredménye,
intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlds (b)
14+ 25+
12+
204
10+
Z 5. 157
i§ 61 ¥ 104
A
o
)
0T T T T T 1 0 T T T T 1
01 1 10 100 1e+03 le+04 0.1 1 10 100 le+03 le+04
Méret [nm) Méret [nm])
== pH8_300mM_2x higitds = pHB8_300mM_2x higitds
a) b)
F50. abra pH=38,0-as 300 mM-os minta DLS mérésének eredménye,
intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
30 = 30+
25+ 254
20+ 20
£ Z
g 15 % 154
< 2
104 104
5+ 5+
o T T T T 1 0 T T T T 1
0.1 1 10 100 1e+03 1e+04 0.1 1 10 100 le+03 Te+04
Méret [nm] Méret [nm]
= pHB_400miM_2x higitds — pHE_400mM_2x higitds
a) b)



Intenzitds [%6]

25

30+

F54. abra pH=7,0-es 200 mM-os minta DLS mérésének eredménye,

intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlas (b)

88

20 25=
20+
2 151 g
é E: 154
E 0= 2
10+
5= oJ
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0.1 1 10 100 le+03 Te+04 0.1 1 10 100 Te+03 le+04
Méret [nm]‘ . Méret [nm]
= pH7_OmM_Sx higiids — pH7_0mM_Sx higitds
a) b)
F52. abra pH=7,0-es 0 mM-os minta DLS mérésének eredménye,
intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
209 20+
154 15+
g z
% 10+ E, 10+
54 5
0 T T T 1 0 T -3 A T T 1
0.1 1 10 100 1e+03 Te+04 01 1 10 100 1e+03 1e+04
Méret [nm] Méret [nm)
= pH7_100mM_7x higités == pH7_100mM_7x higités
a) b)
F53. abra pH=7,0-es 100 mM-os minta DLS mérésének eredménye,
intenzitas szerinti eloszlas (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
20+ 16
14 4
15+ 12 4
— 10+
£
10 s
= |
5+ 44
/\ P
0 T T T T 1 0 T T T 1
0.1 1 10 100 Te+03 Te+04 01 1 10 100 Te+03 Te+04
Méret [nm] Méret [nm]
— pH7_200mM — pH7_200mM
a) b)



30 30+
25= 25+
204 20+
£ £
% 154 g 15
g [
B 104 104
5 5=
0 T T T T 1 07 T T T T 1
01 1 10 100 1e+03 Te+04 0.1 1 10 100 1e+03 Te+04
Méret [nm] Méret [nm]
= pH7_300mM = pH7_300mM
a) b)
F55. abra pH=7,0-es 300 mM-os minta DLS mérésének eredménye,
intenzitas szerinti eloszlads (a), térfogat szerinti eloszldas (b)
204 20+
15 154
S g
‘f‘g 104 B 10-
£ e
54 54
o= T T T [\ T 1 1] T T T T 1
o1 1 10 100 le+03 le+04 01 1 10 100 le+03 Te+04
Meéret [nm] Meéret [nm]
== pH7_400mM = pH7_400mM
a) b)
F56. adbra pH=7,0-es 400 mM-os minta DLS mérésének eredménye,
intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
16 164
144 147
124 124
E 104 g 10+
ﬁ T I -
E . F o6
a- 4
24 24
01 T T T T 1 01— T T T - T 1
0.1 1 10 100 Te+03 le+04 0.1 1 10 100 1e+03 le+04
Méret [nm] Méret [nm]
= pH7_500mM = pH7_S00mM
a) b)

F57. abra pH=7,0-es 500 mM-os minta DLS mérésének eredménye,

intenzitas szerinti eloszlas (a), térfogat szerinti eloszlas (b)

&9



209

Intenzités [96)
3
1

204

Térfogat [%)
3

|

0T

Te+04

T T T T 1 0 T v T T 1
0.1 1 10 100 1e+03 Te+04 01 1 10 100 1e+03
Méret [nm] Méret [nm]
= Kationos tisztitds_2x higités = Kationos tisztitds_2x higités
a) b)

F58. dabra Kationcserés oszloppal tisztitott minta DLS mérésének eredménye,

intenzitas szerinti eloszlds (a), térfogat szerinti eloszlas (b)
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