ZAKLJUCNI PROCESI V
BIOTEHNOLOGIJI
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LoCevanje glede na lastnosti snovi
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Zahteve preparatov za medicinsko uporabo

Kriterij Zahteva

Cistost

Vsebnost proteina =>99.9 %

Vsebnost di- in oligomerov < 1.0

Izluzevanje liganda navadno > 1 ppm

Vsebnost virusov odsotnost z verjetnostjo <10~
Vsebnost DNA < 10 pg/dozo

Vsebnost endotoksinov 1 E.U./dozo

Vsebnost prionov odsotnost z verjetnostjo <10~
Konsistenca

mikroheterogenost dovoljena, a konsistentna
necistoce dovoljene, a konsistentne
Aktivnost

Zvitje pravilno zvit

mutacije pravilna ekspresija, nobenih mutacij
procesiranje pravilno procesiranje

Kromatografija je trenutno edina metoda, ki omogoc€a ociscenje ciljne
makromolekule do stopnje, ki je potrebna za uporabo v medicini.



Kromatografija

o chromos (gr.): barva; grafein (gr.): pisati

o razvil leta 1903 ruski botanik M. Cvet: lo¢eval zmesi barvil v
zelenih rastlinah

o loCevanje molekul na osnovi njihove porazdelitve med dve fazi:
stacionarna faza:

o filtrirni papir (papirna kromatografija)
‘. " i*s o plosce iz stekla, plastike ali aluminijeve folije, ki so

- prekrite s tanko plastjo adsorpcijskega materiala
‘ "Of - | < (tankoplastna kromatografija, TLC) ——
LI ) .y .. . > :
. o delci ali monoliti (kolonska kromatografija) \
mobilna faza (tekocCina, ki potuje) | g

o plin (plinska kromatografija, GC) || Sy
o kapljevina (tekoCinska kromatografija, LC) P

=t

topilo



Kromatografija

Vrste kromatografij glede na velikost molekul topljenca

IZKLJUGITVENA KROMATOGRAFIJA GC: gas chromatography
= plinska kromatografija

TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA

PLINSKA KROMATOGRAFIJA LC: liquid chromatography

— = tekodinska

kromatografija

| | | | | | | |
1 101 102 103 104 10° 106 107

SEC: size exclusion
chromatography

DALTON = gelska filtracija oz.
izkljuCitvena
kromatografija

Potekajo lahko razliCni procesi:
povrsSinska adsorpcija, porazdelitev, raztapljanje, ionska izmenjava...



Plinska kromatografija

Plinski kromatograf

o Injektor

o kromatografska kolona (polnjene in kapilarne kolone)

o detektor (FID-flame ionization detector, TCD —
thermal conductivity detector, ...)
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Kolone v plinski kromatografiji

Polnjene kolone (‘packed columns'):

kovinske ali steklene z d,od 2 — 8 mm in L okrog 3 m. Napolnjene so s
trdnim, inertnim polnilom, ki je previeCen s tekoCo stacionarno fazo.
Velikost delcev polnila: 150 — 125 pym.

Notranji premer kolone: vsaj 8-krat vecji od premera delcev polnila.

Kapilarne kolone (‘capilary columns’)

iz staljenega kvarca (‘fused silica’) d; manjsi od 1 mm, L do 50 m.

Stene so prevleCene z ustrezno stacionarno fazo (1-2 ym) - WCOT (‘Wall-
Coated-Open-Tubular'). Prednosti: krajsi Casi analize, ve€ja inertnost, daljSa
zivljenjska doba, boljSa ponovljivost in visoke vrednost N (u€inkovitost) ter
manjSe izloCanje stacionarne faze.

POLNJENE KAPILARNE
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Kolonska kromatografija

mobilna faza Injiciranje
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Kolonska kromatografija

kKromatografija: fizikalno-

kemijski proces loCevanja zmesi
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Kromatografija: analizna in
preparativna

o Preparativna: za izolacijo posamezne molekule
(produkt lo€ino od ostalih, frakcije zbiramo)

o Analizna:

kvalitativha analiza

»slepa »tehnika, dokazemo lahko prisotnost neke substance, ne
moremo pa neposredno ugotoviti, za katero substanco gre. 1z
primerjave retencijskih Casov za standardne substance
doloCimo identiteto analita

kvantitativha analiza
RacCunanje koncentracij
a) Umeritev s standardom (eksterni standard)
b) Umeritev z internim standardom
c) Normalizacija povrsin vrhov




Kromatografske kolone




Kromatografski sistemi

HPLC: high performance liquid chromatography
= tekoCinska kromatografija visoke locCljivosti




Stacionarne faze v kromatografiji

kromatografski
medij
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Stacionarne faze v kromatografiji

Inertni materiali z razpolozljivimi skupinami za funkcionalizacijo
Ustrezna povrsinska kemija
Velika medfazna povrsSina

Poroznost in velikost por ter porazdelitev velikosti por glede na
uporabo

Velikost delcev in porazdelitev velikosti delcev glede na uporabo:
< 10 um za visoko resolucijo
> 50 ym za preparativno in industrijsko uporabo v
biotehnologiji

Povezanost por

Visoka mehanska stabilnost na tlak



Stacionarne faze

O naravni polimeri
celuloza (Cellufine, Sephacel, DE 32, DE 52,...)
dekstran (Sephadex G-25, DEAE-Sephadex,...)
agaroza (DEAE-Sepharose 4B,...)

o organski polimeri
derivati poliakrilamida
poliakrilamid
derivari polistirena,...

o anorganski materiali
kremenovo steklo — silika (Kromasil, LiChrospher, Chromolith,...)
steklo kontrolirane poroznosti (Prosep A)
hidroksiapatit
TiO,




Princip kromatografije s poroznimi delcl

o Vv kromatografski koloni obi€ajno porozni delci
o 2 vrsti preznega prostora: med delci in v delcih

Tekocina potuje v prostoru Znotrajdel¢ni prostor
med delci (vsebuje preko 90 % specificne
povrsSine za vezavo)



erste kromatografij glede na princip loCevanja

adsorpcijska vezava na povrsino .3‘; struktura molekul
kromatografija

ionsko-izmenjevalna jonska vezava + O povrsinski naboj
kromatografija

gelska filtracija izkljuCitev velikih delcev velikost in oblika molekul
(izkljuCitvena

kromatografija) @ ~

hidrofobna (interakcija)  tvorba hidrofobnih kompleksov hidrofobnost in hidrofobni
kromatografija predeli

kovalentna kovalentna vezava funkcionalne skupine
kromatografija

(kovinsko-) kelatna koordinacijski I_Gj tvorba kompleksov s
kromatografija kompleksi kovinami prehoda
reverzno-fazna tvorba hidrofobnin kompleksov hidrofobnost

kromatografija

afinitetna kromatografija biospecificna |-@ struktura molekul
adsorpcija/ desorpcija



Kromatografija na osnovi velikosti
delcev — gelska filtracija

porozni
delci
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lonsko-izmenjevalna kromatografija

ionski privlak
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Proteins move through the column at rates
determined by their net charge at the pH
being used. With cation exchangers,
proteinz with a more negative net charge
il move faster and elute earlier.



lonsko-izmenjevalna kromatografija
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CM-cation exchanger

S-cation exchanger

CH,; CH,

anionski izmenjevalec:
hitreje potujejo
pozitivho nabite
molekule, priviaci
anione

kationski izmenjevalec:
hitreje potujejo
negativno nabite
molekule, priviaci
katione



lonsko-izmenjevalna kromatografija

Osnova ionsko-izmenjevalne kromatografije je reverzibilna
vezava nabitih delcev na nasprotno nabite skupine, pripete na
netopen matriks (stacionarna faza)




Reverzno-fazna kromatografija (RP)

Pretok

o Nepolarna stacionarna faza
(npr., C18, C12, C8)

o Polarna mobilna faza (voda,
metanol, acetonitril)

o LocCujemo nepolarne spojine

o Primerna za loCevanje
majhnih molekul

o LocCevanje temelji na
porazdelitvi analita med
mobilno in stacionarno fazo
(hidrofobne interakcije)
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a4/Phenyl-group.png

Afinitetna kromatografija

Afinitetna kromatografija

R

| Antigen

| Antibody specific
for the antigen

| Antibody of
different
specificity

| Inert
matrix

i Monantibody

protein



Afinitetna kromatografija

Ta mehanizem se
uporablja pri
pridobivanju protiteles
— ligand je protein.

mobile phase

Ligand

Selektivne interakcije biomolekul z imobiliziranimi ligandi

P Peptide ligand

‘ Target protein

Ligat

Substrat. Inhibitor. Kofaktor
Protitelo

Lektin

Nukleinska kislina

Barvila

Peptid

Encim. Receptor

Antigen

Glikoprotein
Komplementarna sekvenca
Protein

Protein



Osnove teorije loCevanja na koloni

Parametri:
o Retencijski Cas (t,) - Cas zadrzevanja komponente
na koloni

o Retencijski volumen (V,)

Stevilo teoretskih prekatov 0z. podov (N) =
zmogljivost kolone

Kapacitivnost kolone
Porazdelitveno razmerje kolone (k')
Selektivnost (o)

Resolucija (R)

O

O O O O



Retencijski cas ty, mrtvi cas {,

t, - retencijski Cas komponente je Cas, ki ga le ta potrebuje za potovanje

od injektorja do detektorja skozi kromatografsko kolono in je ob danih
kromatografskih pogojih specifiCen za posamezno substanco.

t, — mrtvi Cas je Cas, ki je potreben za prehod mobilne faze po enaki poti in
je odvisen od volumna kolone ter preoka mobilne faze

vbrizg

v Vi retencijski volumen komponente

< tali Vv, A B Vi mrtvi volumen
C_U q
c
2
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thIiVO C
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] | | ] ] | |
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14 16 18
¢as (min) ali volumen



Porazdelitveni koeficient (Ky) In
kapacitivnost (K’)

Vsaka komponenta X se porazdeli med stacionarno in mobilno fazo

Ravnotezna konstanta — porazdelitveni (termodinamski) koeficient

Kg = [XS] ) SRR koncentracija komponente v stacionarni fazi
[Xm] ) S koncentracija komponente v mobilni fazi

Kapacitivhost (porazdelitveno razmerje)

_ stev.molov Xv stac.faz

K'=
Stev. molov X v mob.faz

K'= Vs ‘[Xs] _K Vs Vioooenn retencijski volumen komponente
V -[Xm] vV Vpe-.....mrtvi volumen

m m

K'= (VR _Vm) _ (tR _to) _ tR'

Y t, t,

m




Ucinkovitost kolone — Stevilo
teoretskih prekatov (podov)

IR

Ucinkovitost kolone kvantitativno izrazimo s Stevilom teoretskih

W v

To stevilo pomeni, kolikokrat se topljenec porazdeli med
stacionarno in mobilno fazo pri prehodu skozi kolono:

viSina

2 2
N=l _16.[tr | _5434.| tr
- H W W,

e — N=1000

viSina/2

N=100

W1



Resolucija oz. |locCljivost

kvaliteta loCitve - loCljivost med dvema vrhoma, ki se lahko
tudi deloma prekrivata; odc¢itamo iz kromatograma

0.20
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0.16 S

W, + W, "W

0.12 1 —

0.14

0.10

0.08 -

0.06

Detektor response

0.04 -+

0.02 -+

0.CO -

Elution time (elution volume)



Visina teoretskega prekata:

van Deemterjeva enacba

H

Eddy difuzija,
nakljucna difuzija med
delci stacionarne faze

(v veC€ smeri)

d, = premer delca
A odvisen od kvalitete
pakiranja kolone

P

=A'd + B/U + C'

2
d.2- U

U = linearna hitrost
mobilne faze N
+

{ecseaes

Visina prekata (H)

Hitrost mobilne faze (u)

/ longitudinalna difuzija \—{ hitrost prenosa snovi

d. = “efektivna velikost
delca” (povsem porozni
delci = d. = d,)

4+

{ecsseeS

Maes Trancfer



Vpliv polnila na ucCinkovitost kolone

Cim manjsi je H, uginkovitejsa je kolona
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Vpliv pretoka na ucCinkovitost kolone

¢ Pretok: > F;

Detector response

ji
/ F,
A

Eluted volume [ml]




Optimizacija ucinkovitosti kolone z
izboljsanjem delcev

z B

S H=A+—+C-u
3 u

v

Q.

c C

AL

>

minimalni H = <«f----\--"=
(maksimalni N) |
1N — C

A

optimalna Linegrna hitrost
hitrost mobilne faze(u)



Ucinkovitost kolone — stevilo
teoretskih prekatov (podov)

g A H
_L Hu |
H E
— [ | \
E J/ \\\J — . J
HY = N = 140,000 p/m N = 280,000 p/m
= R, =1.5 R, = 2.1
— 20 min 20 min
slabse g boljse polnilo =
polnilo = — 7 nizji H, vecji N
vigji H,
manjsi N

Vpliv polnila na stevilo teoretskih prekatov in resolucijo



Prednosti ultra visoke ucinkovitosti

[T

. I

N = 280,000 p/m N = 280,000 p/m
RS = 2.1 Rs = 1.5
20 min 5 min

Visja ucinkovitost kolon daje moznosti tudi
za krajSe zadrzevalne Case



Razvoj tehnologije LC delcev

Konvencionalni HPLC UHPLC/UPLC®

Standardna ucinkovitost Ultra-visoka ucinkovitost

10 pm > Um

Delovni tlak do 400 bar (6,000 psi) Tlak 400-1000 bar (15,000 psi)

Ultra-visoka ucinkovitost Kinetex™ 2.6 um Core-Shell  katerikoli LC sistem

Obnasanje kot sub-2 pm pri bistveno nizjem tlaku

' ' 0.35
o B® &
Delovni tlak kompatibilen s konvencionalnim LC in UHPLC/UPLC®

UPLC is a registered trademark of Waters Corporation.




Prenos snovi v pore — “C” Clen

molekula (oz. virus) MW D, (m?/s)
|| majhne molekule 58 Da 1.4 x108
/ hemoglobin 64 kDa 7x 1010
BSA 66 kDa 6.1 x 1010
ureaza 482 kDa 3.5x 1010
virus paradiznikovega 40 000 kDa 5x 10"
D a— mozaikovca (ToMV)
4.4 kbp 1.9 x 10"
33 kbp 4 x 1012

Mobile phase in »
interstiium ‘ .
Intra partice! diffusion

Film dffusion or pare difusion

Reversibie
Mobile phase in pores I oinding

: dfusion In
‘

Vecje molekule
pocCasneje
difundirajo v pore
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Hitrejsi prenos snovi (manjsi “C” Clen)

Optimizacija LC delcev za visjo uc€inkovitost

>0.35 um

W
7: 1/2

-

Kinetex™ I Wi/o
Sy ‘ o'




Ozja porazdelitev velikosti delcev
(manjsi “A” €len)

Core SEM image Core-Shell SEM irpage

Kinetex™ Core-Shell — uniformnost velikosti in oblike delcev



Prenos snovi v delCnih
kromatografskih kolonah

o Velike molekule: po€asna difuzija v pore

Mobiie phase in
interstitium

intra particet diffusion ‘

Of pore BuSICN Reversible
I vinding

Film diffusion

Mobile phase in pores



Alternative delcnim nosilcem - monoliti

Difuzijske umejitve povzrocijo: Konvektivni prenos:
- nizjo uéinkovitost - Uéinkovitost neodvisna od pretoka
- nizjo kapaciteto - Kapaciteta neodvisna od pretoka



Struktura monolitov

Monoliti imajo razlicno strukturo in kemijsko zgradbo




CIM diski in monolithe kolone

CIM = convective interaction media (Bia separations)

@ 83

Monolitne preparativne kolone (Bia separations)




Lastnosti monolitov

o Transport molekul temelji na konvekciji — loCba
neodvisna od pretoka

o Nizek padec tlaka

o Visoka dinamiCna kapaciteta za zelo velike
biomolekule

Struktura metakrilatnih monolitov (Bia separations)
o Velike pretocne pore (okoli 1,5 um), ki
zagotavljajo visoko pretocCnost

o Majhne pretoCne pore (pod 100 nm), ki
zagotavljajo visoko specificho povrsino



Konvektivni transport

Izjemno hitra locba makromolekul

8

To postaja vedno bolj
pomembno z novimi FDA
regulativami — PAT
(Procesna analitika in
tehnologija), ki zahteva
znatno sledenje procesov
(npr. bioprocesi ali
procesi industrijskega
cisCenja)

.‘: . .
a a a
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mlasve sdsorbance at 230 nm (mAl)
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