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Streszczenie

Przeciwciata monoklonalne (mAb) to zlozone czasteczki biatka, ktore w trakcie ekspresji
1 procesOw przetwarzania ulegaja modyfikacji prowadzacych do mikroheterogenicznosci
powstalego produktu biofarmaceutycznego. Gléwnym zrodlem mikroheterogenicznosci jest
powstawanie roznych wariantow tej samej czasteczki, sposrod ktorych najwickszy udziat maja
warianty tadunkowe. Ze wzgledu na niewielkie réznice w budowie, warianty tadunkowe
nieznacznie r6znig si¢ pomiedzy sobg punktem izoelektrycznym (pl) i sg klasyfikowane jako
warianty kwasowe (av) o najnizszym pl, gléwne (mv) o posrednim pl i zasadowe (bv)
0 najwyzszym pl. Obecnos¢ wariantéw tadunkowych mAb wptywa na aktywnos¢ biologiczna,
wlasciwosci  biofizyczne oraz stabilno§¢ biofarmaceutyku. Dlatego sktad wariantow
W konkretnym produkcie musi by¢ kontrolowany i dostosowany do $cisle okre§lonego

poziomu.

W ramach badan realizowanych w niniejszej pracy doktorskiej opracowano dwie metody
szybkiego dostosowywania sktadu wariantow tadunkowych mAb. Pierwsza z nich polegata na
polaczeniu chromatografii anionowymiennej (AEX) oraz strgcania w obecnosci glikolu
polietylenowego (PEG) w celu zredukowania zawartosci av w puli wariantow mAb. Druga
metoda polegala na potaczeniu dwoch procesow chromatograficznych: AEX oraz
chromatografii kationowymiennej (CEX) w celu rozdzielania wariantow av, mv i bv na osobne

frakcje.

Realizacj¢ projektu badawczego poprzedzono pomiarami izoterm adsorpcji wariantow
tadunkowych mAb i doborem optymalnych warunkéw ich rozdzielania na ztozach AEX oraz
CEX. Nastepnie przeprowadzono cykle eksperymentéw prowadzace do sformutowania modelu
dynamiki kolumny AEX w warunkach przetadowania masowego mAb, ktéry oparto na
réwnaniach modelu dyspersyjno-kinetycznego oraz modelu izotermy adsorpcji czasteczek
koloidalnych (CPA). Wyznaczono parametry modelu bez obecnosci i w obecnosci PEG w fazie

ruchomej.

Model dynamiki kolumny AEX potaczono z modelem procesu stracania. Byt to
niezbedny etap pracy prowadzacy do opracowania potaczonego procesu AEX oraz stracania
wariantow mAb. Otrzymany model uzyto do optymalizacji potaczonego procesu dla
materiatow mAb o roznych sktadach wariantow, tj. dla materiatu o rdznej zawartosci av, mv

i bv.



W kolejnej czeéci pracy na podstawie wynikow odpowiednich cykli do§wiadczalnych
sformutowano model dynamiki potagczonych technik CEX i1 AEX, a nastgpnie zweryfikowano
go eksperymentalnie. Analogicznie jak w pierwszej czesci pracy, opracowane modele dynamiki
oparto na rownaniach modelu dyspersyjno-kinetycznego oraz modelu izotermy CPA.
Nastegpnie zoptymalizowano potaczenia obu chromatografii dla materiatow mAb o réznych

sktadach wyjsciowych wariantow.



Summary

Monoclonal antibodies (mAb) are complex protein molecules that undergo modifications
during expression and processing which, leads to microheterogeneity in the resulting
biopharmaceutical product. The main source of microheterogeneity arises from the formation
of different variants of the same molecule, with charge variants constituting the majority. Due
to minor structural differences, charge variants differ slightly in their isoelectric point (pl) and
are classified as acidic variants (av) with the lowest pl, main variants (mv) with intermediate
pl, and basic variants (bv) with the highest pl. The presence of charge variants in mAb affects
biological activity, biophysical properties, and the stability of the biopharmaceutical. Therefore,
the composition of variants in a specific product must be controlled and adjusted to a precisely

defined level.

In the research conducted as part of this doctoral dissertation, two methods for rapid
adjustment of the charge variant composition in the mAb were developed. The first method
involved combining anion exchange chromatography (AEX) and precipitation in the presence
of polyethylene glycol (PEG) to reduce the content of av in the charge variant mAb pool. The
second method involved combining two chromatographic processes: AEX and cation exchange
chromatography (CEX), to separate av, mv, and bv variants into individual fractions.

The research project was preceded by measurements of adsorption isotherm
measurements of the charge variants of mAb, and selection of the optimal conditions for their
separation on AEX and CEX columns were determined. Subsequently, a series of experiments
was conducted to formulate a dynamic model of the AEX column under mass overload
conditions of mAb, based on the transport-dispersive model (TD) and the colloidal particle
adsorption (CPA) isotherm model. Model parameters were determined in the absence and
presence of PEG in the mobile phase.

The dynamic model of the AEX column was integrated with the precipitation process
model. This was a crucial step in the development of the combined process of the AEX and
mADb variant precipitation. The resulting model was used to optimize the combined process for
mADb materials with different charge variant compositions, i.e., materials with varying levels of

av, mv, and bv.

In the next part of the study, on the basis of the results of relevant experimental cycles,
a dynamic model of the coupled process of the CEX and AEX techniques was formulated and
experimentally validated. Similarly to the first part of the study, the developed dynamic models
were based on the TD model and the CPA isotherm model. Subsequently, the combination of
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both chromatography processes was optimized for mAb materials with different initial charge

variant compositions.
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Wstep

Przeciwciata monoklonalne (mAb) stanowia obecnie jedng z najwigkszych grup
biofarmaceutykow dostepnych na rynku. Sg to duze, ztozone biatka o skomplikowanej budowie
strukturalnej, ktorych wytwarzanie odbywa si¢ gloéwnie w komorkach ssaczych.
Wykorzystywane sa3 w celach diagnostycznych oraz w terapii choréb m. in.: wirusowych,

autoimmunologicznych, nowotworowych czy neurodegeneracyjnych.

Mikroheterogeniczno$¢, obejmujaca tadunek czasteczek mAb, spowodowana jest np.
glikozylacja, fosforylacja lub acetylacjg biatka w procesie modyfikacji potranslacyjnych
w komoérkach gospodarza. Powstale w ten sposéb warianty tadunkowe mAb wplywaja na
aktywno$¢ biologiczng, wlasciwosci biofizyczne oraz stabilno§¢ koncowego produktu
biofarmaceutycznego. Warianty te dzieli si¢ na trzy gldwne grupy zgodnie z warto$cig punktu
izoelektrycznego (pl) mAb. Warianty o najnizszym pl nazwano w pracy wariantami
kwasowymi (av), warianty o $redniej wartosci pI wariantami gtownymi (mv), zas$ o najwyzszym
pl wariantami zasadowymi (bv). Konieczna jest regulacja zawartosci wariantow tadunkowych
mAb w produkcie farmaceutycznym, poniewaz sktad wariantow wpltywa na skutecznos¢
terapeutyczng gotowego leku biologicznego. Sktad wariantow w leku okresla si¢ poprzez
zbadanie ich potencjatu terapeutycznego, przez co wymagane jest ich wydzielenie z jak

najwyzsza czystoscig oraz wydajnoscia.

Redukcja zawarto$ci powstajacych wariantow fadunkowych mozliwa jest juz na etapie
tworzenia sekwencji nukleotydowej kodowanej czasteczki mAb oraz poprzez odpowiednie
prowadzenie procesow wytwarzania rekombinowanych czasteczek mAb. Niestety, ze wzgledu
na wystgpowanie modyfikacji potranslacyjnych nie jest mozliwe catkowite uniknigcie

powstawania wariantow, ktorych konieczne jest usunigcie na etapie oczyszczania.

Do rozdzielania wariantow tadunkowych mAb jako ztoty standard wykorzystywana jest
obecnie chromatografia kationowymienna (CEX). Podobienstwo struktury i tadunkow
wariantow jest powodem naktadania si¢ profili stgzenia wariantow wymywanych z kolumny
chromatograficznej, co utrudnia ich rozdzielanie. Wydajno$¢ procesu dodatkowo jest mocno
ograniczona przez ilo$¢ biatka, ktorag mozna wprowadzi¢ do kolumny chromatograficzne;.
Ponadto proces jest czasochtonny, poniewaz warianty wymywa si¢ w liniowym gradiencie pH
lub soli. Analiza dostepnej literatury wykazata, ze brak jest szybkiej i efektywnej metody
chromatograficznej, za pomocg ktorej mozliwe byloby wydzielanie wariantoéw tadunkowych

mAb z materiatu o r6znej zawartosci tych wariantow.

13



W niniejszej pracy opracowano dwie metody oczyszczania wariantow tadunkowych
mADb: potaczenie procesu chromatografii anionowymiennej (AEX) oraz procesu strgcania
w celu redukcji zawarto$ci av w produkcie oraz potgczenie AEX i CEX w celu rozdzielenia av,
mv i bv na poszczeg6lne frakcje. Etapy chromatograficzne realizowano przy przetadowywaniu
kolumn duza masa biatka, ktorg nastepnie wymywano w dwoéch frakcjach za pomoca gradientu
skokowego pH. Ten sposob prowadzenia procesu pozwolil na wzrost efektywnosci procesu
chromatograficznego w poréwnaniu z klasyczng metodg rozdzielania w liniowym gradiencie
soli lub pH, ktora jest czasochlonna poniewaz wymaga zmudnego frakcjonowania przy niskiej
wydajnos$ci rozdzielania.

Projekt badawczy realizowano w kilku etapach. W pierwszym z nich (rozdz. 3.2, 3.3 i 3.4)
wykonano cykle badan eksperymentalnych konieczne do pomiardéw izoterm adsorpcji, ktore
dostarczyly = niezbednych  danych  dotyczacych  pojemnosci  chtonnych  ztoz
chromatograficznych, jakosciowo i ilosciowo wykazaly roznice w adsorpcji pomiedzy
wariantami mAb na ztozach chromatograficznych oraz pokazatly jaki jest wptyw obecnosci
glikolu polietylowego na przebieg procesu chromatografii. Na podstawie otrzymanych
wynikow okre§lono optymalne warunki prowadzenia procesu rozdzielania wariantow
tadunkowych mAb, tj. wybrano ztoza chromatograficzne oraz pH buforéw.

Nastepnie przeprowadzono cykl badan prowadzacych do opracowania potaczonych
procesow AEX oraz stracania (rozdz. 3.5) w celu redukcji av z materiatu wyjsciowego do
poziomu akceptacji okreslonego przez producenta, tj. = 25%. W procesie polaczonym
wykorzystano wysokg efektywno$§¢ procesu strgcania oraz selektywno$¢ procesu
chromatograficznego w celu uzyskania produktu o duzej wydajnosci oraz czystosSci.
Sformulowano oraz zweryfikowano model dynamiki kolumny AEX. Kolejno potaczono
otrzymany model wraz z rdwnaniami bilansu masy procesu stracania, ktory opracowany zostat
w pracy doktorskiej mgr inz. Tomasza Rumanka i wykonano cykl badan numerycznych,
otrzymujgc dane dotyczace efektywnosci potaczonego procesu oraz jego optymalnej

konfiguracji.

W ostatniej czeSci niniejszej pracy (rozdz. 3.6) wykonano cykle badan potaczonego
procesu AEX 1 CEX oraz sformutowano i zweryfikowano model dynamiki tego procesu.
Okreslono optymalne konfiguracje polaczenia obu chromatografii w chromatografie

wielokolumnowa.

Dysertacj¢ zakoniczono posumowaniem i wnioskami z pracy (rozdz. 4).
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Hipoteza badawcza

1. Metoda polegajaca na przetadowaniu jonowymiennych kolumn chromatograficznych
masg mAb 1 jej frakcjonowaniu w skokowym gradiencie pH moze zosta¢ wykorzystana
jako sposob szybkiego wydzielenia wariantow tadunkowych mAb.

2. Potaczenie procesow AEX i stracania w obecno$ci PEG pozwala na znaczne zwigkszenie
wydajnosci procesu usuwania av w porodwnaniu z klasycznym sposobem rozdzielania
wariantow w liniowym gradiencie soli lub pH.

3. Potaczenie technik AEX i1 CEX pozwala na znaczne zwigkszenie wydajnosci procesu
rozdzielania av, bv i mv w poréwnaniu z klasycznym sposobem rozdzielania wariantow

w liniowym gradiencie soli lub pH.
Cel i zakres pracy

Celem badan w ramach niniejszej pracy doktorskiej byto opracowanie dwdch metod

separacji przeznaczonych do:

e szybkiej redukcji wariantow av do pozadanego poziomu, poprzez potaczenie AEX
| strgcania w obecnosci PEG,
e szybkiego wydzielania wariantow av , bv i mv przy zastosowaniu potaczenia procesu AEX

and CEX.

Zakres pracy obejmowat:

1) przeglad literaturowy zwigzany z:

e produkcja mAb i ich zastosowaniem w przemys$le, budowa mAb, wystgpowaniem
mikroheterogeniczno$ci oraz regulacjami prawnymi dotyczacymi ich zawarto$ci
w materiale biologicznym,

e metod przemyslowego oczyszczania biatek ze szczegdlnym uwzglednieniem oczyszczania
mAD,

e aspektow teoretycznych i praktycznych procesow chromatograficznego oczyszczania mAb,

2) cykle badan doswiadczalnych dotyczace:

e pomiaru izoterm adsorpcyjnych mAb 1 wariantow mAb na ztozach chromatograficznych
wraz z uwzglednieniem wplywu glikolu polietylenowego na przebieg izoterm adsorpcji,
w celu doboru optymalnych parametréw prowadzenia procesu chromatograficznego

rozdzielania wariantow tadunkowych mAb,
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e rozdzielenia wariantow tadunkowych mAb technikami AEX oraz CEX wraz ze
sformutowaniem oraz zweryfikowaniem modeli dynamiki tych proceséw,

e polaczenia procesOw AEX oraz strgcania w celu redukcji av mAb z materiatow o roznym
sktadzie wyjSciowym do zadanego poziomu z uzyskaniem jak najwyzszej wydajnosci
produktu,

e zaprojektowanie procesu chromatografii wielokolumnowej, taczacej rozdzielanie
technikami AEX i CEX, w celu wydzielenia poszczegdlnych wariantow fadunkowych mAb

Z uzyskaniem jak najwyzszej czystosci oraz wydajnosci produktow.
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1 Przeglad literaturowy

1.1 Przeciwciata monoklonalne

1.1.1 Biofarmaceutyki i leki biopodobne

Leki biologiczne (ang. biological medical products) nazywane rowniez
biofarmaceutykami (ang. biopharmaceutical drugs), sa to wielkoczgsteczkowe substancje
lecznicze, najczgsciej wytworzone metodami biotechnologicznymi w zywych komoérkach
organizmow prokariotycznych oraz eukariotycznych [1-2]. Pierwszym lekiem biologicznym
byta biosyntetyczna insulina uzyskana przy uzyciu plazmidéw bakterii Escherichia coli,
wyprodukowana w latach 80. ubiegtego wieku [3]. Obecnie leki biologiczne to gtownie biatka,

peptydy oraz kwasy nukleinowe [4].

Wygasanie patentow lekéw Dbiologicznych 1 generacji (referencyjnych lekéw
biologicznych), doprowadzito do pojawienia si¢ lekow biologicznych II generacji — lekow
biopodobnych. Pierwszym lekiem biopodobnym dopuszczonym do obrotu w Europie w 2006 r.
byl lek o nazwie handlowej Omnitrope® (somatropina) [5-6]. W poréwnaniu do referencyjnych
biofarmaceutykow, nie sg to leki identyczne, co odpowiada specyfice ich wytwarzania (ang.
Upstream Process, USP) oraz mozliwym modyfikacjom, wystepujacym podczas ich syntezy
w komorkach organizméw zywych, a takze podczas ich oczyszczania (ang. Downstream
Process, DSP), formulacji, czy tez przechowywania [4-5]. Z tego tez powodu otrzymanie zgody
przez firmy biofarmaceutyczne na wytwarzanie lekow biopodobnych, zarowno od Europejskiej
Agencji Lekéw (ang. European Medicines Agency, EMA), jak i Amerykanskiej Agencji
Zywnosci i Lekoéw (ang. U.S. Food and Drug Administration, FDA), jest duzo trudniejsze niz
w przypadku lekow niskoczasteczkowych II generacji, czyli lekow generycznych (tzw.
generykow) [5-6]. W pierwszym kwartale 2024 r. FDA zatwierdzita 13 lekow biologicznych,
z ktorych az 5 preparatow to leki biopodobne [7-9]. Uproszczony schemat procedury
dopuszczania do obrotu lekow bionasladowczych, w poréwnaniu do lekow biologicznych,
przedstawiono na rys. 1. Mozna zauwazy¢ pominigcie w rozwoju leku biopodobnego dwoch
etapow: odkrycia danej substancji leczniczej oraz III fazy badan klinicznych. Pozwala to na
skrocenie badan prowadzacych do wprowadzenia leku biopodobnego do obrotu 0 3 —4 lata, niz

ma to miejsce w przypadku biologicznego leku referencyjnego [2, 5].
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Rys. 1. Rozwoj referencyjnego leku biologicznego oraz leku biopodobnego [5].

Leki biologiczne, referencyjne i biopodobne, stanowig obecnie duzg czesé rynku lekow.
Ich wysoka specyficzno$¢ pozwala na ograniczenie wielu dziatan niepozadanych, ktére
stanowig nieodtaczng cze$¢ leczenia terapeutykami niskoczasteczkowymi [5]. Biofarmaceutyki
sa dla pacjentow z przewlektymi chorobami szansg na wzglednie ,,normalne” Zzycie lub
calkowite wyleczenie chordb, na ktore bezskutecznie probowano znalez¢ lekarstwo wsrod
lekow tradycyjnych (syntetycznych). Substancje zawarte w lekach biologicznych pozwalaja na
terapi¢ chorob autoimmunologicznych [10], nowotworowych [11-12], wirusowych (np.
szczepionka przeciwko wirusowi Ebola) [13], czy tez neurodegeneracyjnych (np. choroba
Alzheimera, rdzeniowy zanik mie$ni, stwardnienie rozsiane) [13-14]. Rynek lekow
biologicznych stale si¢ rozwija, co w ostatnich latach niewatpliwie przys$pieszyta pandemia
wirusa SARS-COV-2. Szczepionka mMRNA przeciwko Covid-19 (Comirnaty), w 2022 r. stata
si¢ najlepiej sprzedajacym si¢ lekiem biologicznym (36.8 mld $), wyprzedzajac tym samym lek
0 nazwie Humira (21.2 mld $) [13].

1.1.2 Budowa przeciwciat

Przeciwciala wykorzystywane terapeutycznie to najczesciej przeciwciata klasy G,
(Immunoglobuliny G, IgG), ktore zbudowane sa z dwoch tancuchow ciezkich oraz dwoch
tancuchow lekkich, posiadajacych w swojej strukturze domeny state (ang. Constant Domain of
Heavy/Light Chain, CH/CL) i zmienne (ang. Variable Domain of Heavy/Light Chain, VH/VL)
[15]. Domeny VH, VL, CHI oraz CL tworza wspdlnie fragment wigzacy antygen (ang.
antygen-biding fragment, Fab), natomiast domeny CH2 i CH3 fragment zdolny do krystalizacji,
petnigcy funkcje efektorowe (ang. crystallizable fragment, Fc). Na rys. 2 przedstawiono
domenowa budowe IgG myszy (kod w bazie pdb: 11GY) [16], jako modelowego przeciwciata
z klasy G. Domeny CH3 oraz CL zbudowane sg z C-koncowych czgéci odpowiednio tancucha
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cigzkiego oraz lekkiego. W rejonie Fab N-koncowe czesSci domeny VL oraz VH tworza rejon
hiperzmienny (ang. Complementarity-Determining Region, CDR). Rejon CDR determinuje
specyficzne dopasowanie si¢ przeciwciala z antygenem i charakteryzuje si¢ najwickszg
zmiennoscia w swojej budowie [15]. Na rys. 2 rejon ten oznaczony zostal kolorem
pomaranczowym i opisany jako ,,miejsce wigzania antygenu”. Pomiedzy domenami CH2 i CH1
obu tancuchéw ciezkich znajduje si¢ rejon zawiasowy, wewnatrz ktorego tancuchy i1 ich
domeny sg dodatkowo wigzane za pomocg mostkoéw disiarczkowych. Réznice w wigzaniach
pomiedzy poszczegdlnymi domenami oraz w liczbie mostkow disulfidowych wptywaja na
podziat IgG na podklasy, w ktorych wyrdzniamy: 1gG1, 19G2, 1gG3 oraz 19G4 [15, 17-18].

A) B)

miejsce wiazania
antygenu

oligosacharydy

Rys. 2. Struktura 1gG myszy (baza pdb kod: 11GY). A) llustracja tancuchow ciezkich (kolor
zielony i z61ty) oraz lekkich (kolor niebieski i r6zowy), B) ilustracja budowy 1gG z okresleniem
budujacych ja domen obu tancuchéw [15-17].

1.1.3 Produkcja przeciwciat

W latach 2020 — 2022 az 54% wszystkich zatwierdzonych jako leki biofarmaceutykow
stanowily przeciwciala monoklonalne (ang. monoclonal antibodies, mAb). Ich warto$¢ na
rynku lekéw biologicznych wyniosta 217 mld $, czyli blisko 80.2% catkowitej wartosci rynku
biolekow [13, 19]. Na cen¢ gotowego produktu zawierajagcego w swoim skladzie
rekombinowane mAb ma wplyw m.in. konieczno$¢ przestrzegania wielu obostrzen, cO
spowodowane jest ztozonoscig struktury tych biatek oraz ich pdzniejszym zastosowaniem, jako

lekow o wysokiej specyficznosci [20].

Po raz pierwszy mAb wyprodukowano w 1975 r. za pomoca techniki hybrydomy, ktora
polega na immunizacji zwierzecia (myszy), za pomoca odpowiedniego antygenu i nastgpnie
wyizolowaniu z jego $ledziony namnozonych limfocytow B. Limfocyty te kolejno taczy sie
Z mysimi komoérkami szpiczaka mnogiego (komodrki mieloma) w celu uzyskania komorek
hybrydowych (hybrydoma), ktore beda posiadaty cechy niesmiertelnosci oraz produkowaty

pozadane przeciwciala. Wszystkie przeciwciata otrzymane za pomoca komorek hybrydoma sa
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przeciwcialami poliklonalnymi (skierowanymi przeciwko roznym epitopom antygenu). W celu
otrzymania czystych mAb, skierowanych przeciwko jednemu epitopowi antygenu, komorki te
namnaza si¢ w oddzielnych studzienkach ptytek wielodotkowych i po kilku dniach izoluje si¢
wytworzone w nich mAb [20-23]. Jedng z gléwnych wad tej metody jest immunizowanie
zywych zwierzat, co wyklucza mozliwo$¢ wytwarzania mAb skierowanych przeciwko
toksycznym substancjom. Do wytwarzania takich przeciwciat stosuje si¢ tzw. technike phage
display, ktora wykorzystuje inzynieri¢ genetyczng bakteriofagéw i ich zdolnos¢ do prezentacji
biatek lub ich fragmentdéw na swojej powierzchni. Dzigki temu uzyska¢ mozna skomplikowane
struktury przeciwciat, ktére sg trudne do uzyskania metodg hybrydomy. Za pomocg techniki
phage display uzyskiwane sg biblioteki przeciwcial, ktore nast¢pnie sg sekwencjonowane,
auzyskana w ten sposob informacja genetyczna moze by¢ powtdrnie wykorzystana
W przysztosci [21, 24-25]. Dwie inne metody wytwarzania przeciwcial polegaja na
pozyskiwaniu limfocytow B z: a) zwierzat transgenicznych, ktore dzigki zmodyfikowaniu ich
genomu wytwarzaja w petni ludzkie przeciwciata lub b) wczesniej zaszczepionych lub
naturalnie zainfekowanych dawcoéw ludzkich (technika pojedynczej komorki B) przy uzyciu
np. cytometrii przeplywowej, a nast¢pnie, podobnie jak w przypadku techniki phage display,
uzyskanie mAb i ich sekwencjonowanie w celu dalszej produkcji w wigkszych
objetosciach [23].

Jedna z kluczowych kwestii podczas projektowania procesow USP jest dobor linii
komorkowej, za pomocg ktorej wytwarzane beda mADb. Najczesciej wybierane sg komorki
ssacze, ktore pozwalaja na produkcje¢ aktywnych form przeciwcial. Komorki te odpowiednio
fatduja strukturg biatka, czyli wptywaja na jego konformacj¢ przestrzenna, modyfikuja
czasteczke potranslacyjnie zgodnie z system ekspresji ssaczej oraz zapewniaja brak jej
agregacji [20, 26]. Obecnie do produkcji terapeutycznych mAb wykorzystuje si¢ gltdwnie
komorki jajnika chomika chinskiego (ang. Chinese Hamster Ovary, CHO) i mysie linie
komorkowe (NSO oraz Sp2/0) [20, 26-27]. Jako jedne z pierwszych komoérek do produkcji
rekombinowanych biolekéw wykorzystywano komorki szpiczaka mysiego (NSO0), jednak ze
wzgledu na jednoczesng produkcje przez komorki gospodarza aktywnego wirusa biataczki
mysiej, ktory wymaga inaktywacji, czeSciej w celach ekspresji mAb wybierane sg komorki
CHO. Aktualnie niektore z mAb produkowane sg rowniez przy zastosowaniu linii komorek
ludzkich takich jak HEK, PER.C6 [26], komorek roslinnych [28], drozdzy (na etapie badan)
[29-30] i komorek bakteryjnych [13].

Po doborze linii komodrkowej nastepuje ich hodowla w bioreaktorach
w zoptymalizowanych warunkach [20]. Do hodowli przemystowych wykorzystywane sg
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obecnie bioreaktory jednorazowego uzytku, coO zmniejsza prawdopodobienstwo kontaminacji
krzyzowej kolejnych serii produktu oraz pozwala na wigkszg elastyczno$¢ procesu i ewentualne
zmiany podczas kolejnych serii produktu. Zastosowanie bioreaktoréw jednorazowego uzytku
przyczynia si¢ rowniez do redukcji kosztow produkcji nawet do 22% w poréwnaniu do
tradycyjnych bioreaktorow wykonanych ze stali nierdzewnej [30-33]. Optymalizacja
warunkow wytwarzania obejmuje nastgpujagce parametry: temperatura, przeptyw gazu
(napowietrznie hodowli), predko$¢ mieszania, pH srodowiska, stezenie Oz i CO2, poziom
wydzielanych przez komoérke metabolitow, stezenie komoérek a takze ich zywotnos$¢ i cykl
komorkowy [20, 26]. Nawet drobne zmiany w temperaturze, pH czy poziomie CO2 w hodowli
mogg drastycznie zmieni¢ produktywnos$¢ proceséw USP [20]. Do$¢ waznym czynnikiem
wplywajacym na stgzenie wydzielanych przez komoérki mAb ma metoda dostarczania
sktadnikow odzywczych. Wyr6znia si¢ metode okresowa (ang. batch), okresowg z zasilaniem
(ang. fed-batch) oraz przeptywowa (ang. perfusion) [26, 34]. Metoda okresowa jest
najprostszym typem produkcji. Zaktada ona zamknigty system, w ktorym wszystkie sktadniki
odzywcze, niezbedne do wzrostu komorek, sg zawarte w poczatkowym medium hodowlanym.
Ze wzgledu na brak mozliwosci odbierania ze §rodowiska zbednych metabolitow, metoda ta
nie jest odpowiednia dla komorek ssaczych, poniewaz w duzych stezeniach sa one dla komorek
toksyczne. Metoda okresowa z zasilaniem, jest najchg¢tniej stosowana w przemysle. Pozwala
ona na dostosowanie skladnikow odzywczych, do réznych faz wzrostu komorek oraz
dodawanie ich w okreslonych odstepach czasu. Odpowiedni dobor stezenia i1 zawartosci
pozywki wplywa tez na produkcje zbednych metabolitow, co znaczaco wplywa na
produktywno$¢ kolonii komorkowej. Metoda przeptywowa jest optymalna dla samej hodowli,
jednak generuje duze koszty i trudnosci w przenoszeniu skali procesu. Glownymi zaletami tej
metody jest ciagly przeptyw medium hodowlanego, ciagta filtracja i usuwanie toksycznych
produktéw przemiany materii oraz ciagte dostarczanie §wiezych sktadnikow odzywczych, na
zasadzie podobnej do metody okresowej z zasilaniem [20, 32, 34]. Obecnie mAb wytwarzane
sa w produkcji okresowej z zasilaniem w stezeniu powyzej 5 mg ml?* komorek w okresie 2

tygodni, w bioreaktorach jednorazowego uzytku o objetosci nawet do 2000 I [30, 35].

Kazdy ze skladnikéw odzywczych dodawanych do medium hodowlanego posiada
okreslone wlasciwosci majace wplyw zaré6wno na koncowy produkt, jak i jego wydajnos¢.
W celu poprawy jako$ci produktu, w tym zmniejszenie stezenia agregatéw, stosuje si¢ dodatki
takie jak glicerol, L-cysteina, jony Zelaza, siarczan miedzi, czy glutation. Sktadniki te wptywaja
rowniez na modyfikacje potranslacyjne mAb. Dodatki w postaci insuliny, albuminy oraz

czynnikéw 1 hormondéw wzrostu maja na celu pobudzi¢ komorki do wzrostu oraz wptyna¢ na
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koncowe stezenie wytwarzanych przez nie przeciwciat [20, 32, 34]. Istotng zmiang
W przygotowywaniu mediow hodowlanych bylo zastapienie hydrolizatow biatkowych
pochodzacych z surowic zwierzgcych, bialkami soi, pszenicy lub drozdzy. Glownym
niebezpieczenstwem podczas stosowania bialek pochodzenia zwierzecego, np. z surowicy
bydlecej, jest mozliwo$¢ zanieczyszczenia koncowego produktu prionami, powodujagcymi

m.in. encefalopati¢ ggbczastg [20, 26, 36].

1.1.4 Procesy DSP w produkcji przeciwciat

Po etapach wytwarzania mAb (USP) nast¢puje ich oczyszczanie (DSP). Kolejne operacje
stosowane w DSP mADb przedstawiono na rys. 3. Oczyszczanie gotowego produktu rozpoczyna
si¢ klaryfikacja, czyli oddzieleniem biomasy od ptynu pohodowlanego (ang. harvest).
Klaryfikacja tradycyjnie opiera si¢ na metodach fizycznego oddzielania produktu od
pozostatych sktadnikow w bioreaktorze. Wykorzystuje si¢ tutaj wirowanie, metody filtracyjne
lub potgczenie obu technik [35, 37-39].

\*\ oddzielenie
N . ptynu
klaryﬁkaqa pohodowlanego

od biomasy

\’\\ \ \ redukcja
‘wychwyt mAb > izolacja mAb > objetosci oraz
/ / zatezanie
V. a

N usuwanie
wstepne N duzych
oczyszczamc zanieczyszczen

biatkowych

usuwanie usuwanie
doczy szczanie zanieczyszczen agregatow
- 9 eladowu ch blalkovwch

zwigkszanie
wymiana buforu stabilnosci
produktu

Rys. 3. Gtéwne operacje stosowane w DSP w produkcji mAb [30, 38].

W zaleznosci od tego, czy produkt jest wydzielany przez komorki na zewnatrz (komorki
ssacze), czy tez magazynowany w ich organellach komérkowych (komorki roslinne), etapy
oczyszczania r6znig si¢. Jezeli produkt biatkowy nie jest wydzielany z komorki do ptynu
pohodowlanego, przed klaryfikacja dodatkowym etapem DSP jest homogenizacja komorek,

w celu wyodrebnienia z ich wnetrza docelowego biatka [28].

Nastepnym etapem DSP jest filtracja wglebna, po ktorej nastepuje wychwyt mAb z ptynu
pohodowlanego. Etap ten ma na celu wstgpne wyeliminowanie zanieczyszczen biatkowych
I niebiatkowych, a takze zatezenie produktu. Najczgsciej stosowang W tym etapie technika
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separacji, jest chromatografia powinowactwa (ang. Affinity Chromatography, AC) przy
zastosowaniu proteiny A [38, 40]. Elucj¢ mAb z kolumn AC prowadzi si¢ przy niskich
wartosciach pH, co jednoczesnie pozwala na inaktywacje wiruséw [41]. AC zostanie szerzej

omoéwiona w rozdz. 1.3.3, poswieconym chromatografii bialek.

Niskie pH eluatu po AC neutralizuje si¢ roztworem alkalicznym i poddaje si¢ go dalszym
etapom oczyszczania. Biatko po etapie wychwytu ma czysto$¢ ok. 90%, jednak ze wzgledu na
niektore niespecyficzne wigzania, jakie wystepujg na ztozu AC lub pomiedzy wydzielanym
produktem, niezbg¢dne jest jego doczyszczenie do pozgdanego poziomu czystosci, CO prowadzi
si¢ przy zastosowaniu uzupetniajacych technik chromatograficznych. Na tym etapie mAb
oczyszczane jest z bialek komorek gospodarza (ang. Host Cell Proteins, HCP), agregatow,
wirusOw i DNA [38, 41]. Dostosowuje si¢ rowniez zawarto$¢ wariantow mAb, wynikajacych
z mikroheterogeniczno$ci przeciwciat (rozdz. 1.2). Obecnie nowym kierunkiem badan jest
izolacja mADb za pomocg stracania lub krystalizacji, co potencjalnie pozwolitoby na znaczna
redukcje  kosztow zwigzanych z konieczno$cia wykorzystania drogich zZywic
chromatograficznych, za$§ krystalizacja dodatkowo poprawia wydajno$¢ oraz czysto$¢
otrzymanego produktu [42]. W przypadku, gdy do usuwania czgsteczek wirusow nie sg
uzywane techniki chromatograficzne, niezb¢dna jest dodatkowo nanofiltracja mAb. Nanofiltry
wykorzystywane na skale przemystowa posiadaja membrany utworzone ze zmodyfikowanej
celulozy, poliaryloeterosulfonu (PES) lub polifluorku winylydenu (PVDF) o $rednicy poréw
w zakresie 15 — 20 nm [30, 35, 41].

Ostatnim etapem DSP jest formulacja produktu. Stosowane sg tutaj techniki
membranowe takie jak ultrafiltracja/diafiltracja (ang. Ultrafiltration/Diafiltration. UF/DF)
i filtracja z przeptywem stycznym (ang. Tangential Flow Filtration, TFF). Oczyszczone biatko
jest rozpuszczane w stabilnym buforze, przeznaczonym do jego przechowywania
i jednoczesnie zatezane do stezen powyzej 150 mg ml™, ktore sa odpowiednie do podskérnego
podawania pacjentom [20, 43]. Filtracja pozwala rowniez na usuniecie zanieczyszczen

mikrobiologicznych. Kolejno do produktu dodawane sa stabilizatory, m.in. polisorbat 80 [38].

1.2 Mikroheterogenicznos$¢ przeciwcial

1.2.1 Powstawanie wariantow fadunkowych przeciwcial monoklonalnych

Mikroheterogeniczno$¢ strukturalna przeciwciat to zjawisko wystepujace zaréwno in
vivo, jak i in vitro [21, 44]. Czasteczki takie nazywa si¢ izoformami lub wariantami przeciwciat

1 zgodnie z wytycznymi EMA oraz FDA klasyfikuje si¢ je jako ,,zanieczyszczenia zwigzane
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z produktem” [18]. Warianty przeciwciatl podzieli¢ mozna na masowe, hydrofobowe oraz
tadunkowe. Warianty tadunkowe powstajg najczesciej i dzieli si¢ je na trzy podgrupy: warianty
kwasowe (ang. acidic variants, av), warianty gldéwne (ang. main variant, mv) oraz warianty
zasadowe (ang. basic variant, bv) [18, 20, 45]. Av, mv, bv to nazwy wlasne wprowadzone
w publikacjach oraz niniejszej dysertacji. Wszystkie warianty tadunkowe, posiadajace punkt
izoelektryczny (pl) nizszy niz mv to warianty kwasowe, za§ warianty o pl wyzszym od mv

okresla si¢ wariantami zasadowymi [45].

W produkcji mAb warianty ladunkowe moga tworzy¢ si¢ na etapie modyfikacji
potranslacyjnych, podczas procesow oczyszczania, formulacji oraz przechowywania produktu
leczniczego [45]. Najczesciej wystepujace modyfikacje usystematyzowano na rys. 4; kursywa
zapisano rzadziej pojawiajace si¢ zmiany strukturalne, prowadzace do powstawania

okreslonych wariantow.

deamidacja Asn
sjalilacja C-koncowa Lys
glikacja C-koncowa amidacja
oksydacja sukcynoimid
modyfikacje powigzane z Cys izomeryzacja Asp
fragmentacja sekwencja liderowa
agregacja
sukcynoimid N-koncowy niecyklizowany Gln
modyfikacja kwasw: maleurynowego, oksydacja
cytrynowego
sekwencja liderowa . . T
e o nieuformowane wigzania disiarczkowe
modyfikacja argininy . .
_ cysteinylacja
agregacja

Rys. 4. Modyfikacje wystepujace w av i bv. Kursywa — rzadko wystepujace modyfikacje [45].

Asn — asparagina, Asp — kwas asparaginowy, Cys — cysteina, GIn — glutamina, Lys — lizyna.

Modyfikacje wptywajace na powstawanie av przedstawiono z lewej strony rys. 4.
Deamidacja asparaginy (Asn) jest najwazniejszg degradacjg Asn, ktora prowadzi do powstania
kwasu asparaginowego (Asp) oraz jego izomeryzacji. lzomeryzacja Asp oraz deamidacja Asn
przebiegaja z produktem posrednim — sukcynoimidem (imid kwasu bursztynowego).
W zaleznos$ci od tadunku wypadkowego, modyfikacje te odpowiadaja za powstawanie av lub
bv, przy czym powstawanie sukcynoimidu w av nalezy do rzadkich modyfikacji [21]. Jezeli
reakcje te przebiegaja w rejonie hiperzmiennym (CDR) to wplywaja one na stabilno$¢
przeciwciala oraz jego wigzanie z antygenem, co skutkuje spadkiem potencjatu leczniczego

produktu koncowego. Gdy modyfikacje te wystepuja w rejonach statych (CH i CL) to nie

24



wplywaja na selektywno$¢ wigzania antygenu. Obserwuje si¢ je zarbwno w przeciwcialach

rekombinowanych, jak i endogenicznych 1gG ludzkich. [21, 45].

Modyfikacje powigzane z cysteing, prowadzace do powstawania av, obejmuja
formowanie si¢ wigzan disiarczkowych, wspierajacych strukture III- i IV-rzgdowg proteiny.
Najczesciej wystepujace modyfikacje to alternatywne wigzania disiarczkowe, tworzenie
wigzan trdjsiarczkowych, brak wigzan disulfidowych, cysteinylacja oraz glutationylacja [18,
45].

Kwasy sjalowe sg cukrami wystgpujacymi na koncu tancucha oligosacharydow
w czasteczkach IgG. Sjalilacja mAb nastgpuje w wyniku glikozylacji w regionach Fab oraz Fc
I najczgsciej nastepuje w sposob naturalny w obecnosci kwasu N-acetyloneuraminowego.
W warunkach produkcyjnych zdarza si¢, ze sjalilacja przebiega z wykorzystaniem innego
kwasu, np. kwasu N-glikoliloneuraminowego, ktoéry naturalnie nie wystgpuje w organizmie
ludzkim [15]. Sjalilacja regionu Fc wptywa niekorzystnie na jego zdolnosci efektorowe, np. na
zdolno$¢ opsonizacji (optaszczania) antygenu, prowadzaca do fagocytozy takiego antygenu

przez komorki zerne uktadu odpornosciowego [45].

Glikacja to nieenzymatyczna reakcja pomigdzy grupa aminowa aminokwasu (najczesciej
w lizynie, Lys) oraz zredukowanym cukrem (pochodzacym np. z pozywki). Modyfikacja ta nie
wplywa na wigzanie si¢ przeciwciata z antygenem lub proteing A w chromatografii AC, ale
zwigksza sktonno$§¢ mAb do tworzenia agregatoéw, co znaczaco obniza jako$¢ i wydajnosé

koncowego produktu [15, 18, 21].

Modyfikacje N-koncowe oraz C-koncowe prowadzg najczeSciej do powstawania bv.
Wyjatek stanowi niekompletne usunigcie sekwencji liderowej (sekwencja nukleotydow
zlokalizowana przed sekwencja kodujaca okreslony gen, tutaj budowe mAb), ktore najczesciej
prowadzi do powstawania bv, jednak znane sa przypadki, w ktorych pozostata sekwencja
tworzy av [45]. Najczestsza modyfikacja prowadzacg do utworzenia si¢ bv jest amidacja
C- koncowej lizyny. Poniewaz aminokwas ten znajduje si¢ W regionie Fc i nie wptywa na
funkcjonalno$¢ mAb, najczeSciej na etapie tworzenia sekwencji genowej usuwa si¢ kodon
C- koncowej Lys z CH3 [45]. Do$¢ wazng i niebezpieczng dla jakosci bioleku (nie tylko mAD)
jest obecnos¢ N-koncowej glutaminy (GlIn), ktéra moze przeksztalcaé si¢ w kwas
piroglutaminowy (pGlu), co prowadzi do powstawania wariantow bv | tworzenia si¢
nierozpuszczalnych wiokien biatkowych. Obecnos¢ tych widkien powigzana jest z demencja

oraz chorobg Alzhaimera [17].
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Kluczowym problemem w przechowywaniu mAb jest utlenianie si¢ aminokwasow
zawierajacych w swojej strukturze siarke oraz pierscienie aromatyczne. Modyfikacje te sg
réwniez mozliwe na etapie produkcji biatka. Najczesciej utlenieniu ulega metionina. Znane sg
rowniez przypadki utlenienia tryptofanu w rejonie CDR, co skutkuje znacznym obnizeniem

zdolno$ci wigzania si¢ mAb z antygenem [15, 17, 21, 45].

1.2.2 Regulacje prawne

Warianty tadunkowe przeciwcial wystepuja powszechnie w organizmach zywych.
Zasadniczy problem pojawia si¢ w momencie produkcji rekombinowanych mAb. Wysoka
zawarto$¢ av w produkcie, wynoszaca powyzej 25% calej puli wariantoéw jest szczegdlnie
niepozadana [47, 57], podczas gdy obecnos¢ bv moze poprawiaé wlasciwosci
farmakokinetyczne i farmakodynamiczne danego przeciwciata [62]. Zbyt duze stezenie av
w koncowym produkcie wplywa rowniez na stabilno$¢ oraz immunogennos$¢ leku [15, 17-18,
20, 41, 45-47]. Dodatkowe komplikacje pojawiajg si¢, gdy na rynek biolekow wprowadzane sa
leki biopodobne. Ze wzgledu na uproszczong procedur¢ wprowadzenia ich do obrotu,
konieczne jest aby lek biopodobny mial poréwnywalng zawarto$¢ wariantow tadunkowych do
leku referencyjnego [5, 46]. Z tych powodéw EMA, FDA oraz Swiatowa Organizacja Zdrowia
(ang. World Health Organization, WHO) wprowadzity regulacje prawne dotyczace kontroli
dostosowywania zawartosci wariantow ladunkowych mAb w produktach leczniczych.
Dostosowywanie zawartosci av i bv w gotowym produkcie leczniczym zalezy ostatecznie od

rodzaju wprowadzanego leku biologicznego oraz jego wtasciwosci terapeutycznych [48-54].

Agencje regulacyjne oraz zasady Dobrej Praktyki Wytwarzania (ang. Good
Manufacturing Practice, GMP) rekomendujg prowadzenie rozwoju i wprowadzania nowych
produktow na rynek zgodnie z koncepcja Quality by Design (QbD). Koncepcja ta opiera si¢ na
4 glownych zasadach, przedstawionych na rys. 5, a ich cele zostaty opisane w wytycznych
Miedzynarodowej Rady ds. Harmonizacji (ang. International Conference on Harmonization,
ICH), w dokumencie ICH-Q8, ktéry opisuje Wymagania Techniczne dla Produktow
Farmaceutycznych Stosowanych u Ludzi [55-56].

Jednym z glownych zadan zawartych w podpunkcie 1. zaprezentowanym na rys. 5, jest
sprecyzowanie cech leku, ktore majg krytyczne znaczenie dla jego jakosci, czyli krytycznych
atrybutow jakosci (ang. Critical Quality Atributies, CQA). Do CQA =zalicza si¢ obecnie
mikroheterogenicznos$¢, w tym obecnos¢ wariantow tadunkowych [47, 57-58]. Konieczne jest
zatem, aby kolejne serie danego produktu i leki biopodobne posiadaty takie same sklady
wariantow tadunkowych jak lek referencyjny [58]. Zastosowanie koncepcji QbD pozwala na
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redukcje niektorych z wariantéw juz na etapie projektowania procesow USP, m.in. poprzez
niekodowanie C-koncowej Lys, czy tez zapewnienie odpowiednich warunkow w bioreaktorze,
ktére zapobiegajg stresowi oksydacyjnemu komorki [15, 18, 20, 45, 59-60]. Wprowadzenie
zasad GMP redukuje mozliwo$¢ wprowadzenia na rynek produktu (nowego lub kolejnej serii)
zawierajacego w swoim sktadzie niepozadane warianty tadunkowe, co zapewnione jest poprzez
kontrolowanie oraz dokumentowanie wszelkich nieprawidlowosci. Wszystkie obostrzenia
przedstawione powyzej majg na celu eliminacje ryzyka zwigzanego z podaniem pacjentowi
leku potencjalnie zagrazajacego jego zyciu lub tez majacego gorsze wiasciwosci terapeutyczne.
W praktyce nie jest mozliwe catkowite uniknig¢cie powstawania wariantow tadunkowych mAb
w USP. Dlatego tez konieczne jest zastosowanie operacji ich separacji w etapie DSP [20, 49-
56, 58].

1 I okreslenie wlasciwosci leku o kluezowym znaczeniu dla pacjenta

( 2 | usprawnienie procesu wytwarzania oraz ograniczenie zmiennosci
i i wad gotowego produktu

( 3 | identyfikacja i optymalizacja zakresdw operacyjnych parametrow
/ krytycznych wytwarzania leku

udoskonalenie jako$ci oraz wydajnosci gotowego produktu

Rys. 5. Koncepcja QbD adaptowana przez ICH dla produktéw farmaceutycznych stosowanych
u ludzi [20].

1.2.3 Separacja wariantow przeciwcial monoklonalnych

Metody separacji wariantow tadunkowych mAb podzieli¢ mozna na analityczne oraz
preparatywne. Metody analityczne shuzag do okreslenia budowy oraz doktadnego skladu
wariantow ladunkowych (np. okreslenie glikozylacji poszczegdlnych izoform) 1 nie majg
zastosowania podczas procesow DSP w wielkoskalowej produkcji mAbD, pelnig jednak wazng
role w kontroli jakosci produktu biologicznego. Gtownymi metodami wykorzystywanymi przy
analizie sktadu wariantow mAb sa metody oparte na ogniskowaniu elektrycznym, strefowej
elektroforezie kapilarnej, membranowej oraz wysokosprawnej chromatografii jonowymiennej
[46, 61-65]. Eluowane frakcje kierowane sa najczgsciej do analizy za pomocg spektrometrii
mas, ktora pozwala na okre§lenie budowy poszczegélnych polipeptydow oraz okreslenie

przyczyn powstawania wyizolowanych wariantow tadunkowych mAb [61-63].
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Metody preparatywne stuzg do dostosowywania sktadu koncowego wariantow
tadunkowych mAb powstatych w etapie USP, w celu wprowadzenia produktu terapeutycznego
na rynek [46, 61]. Obecnie w przemysle biofarmaceutycznym doczyszczanie produktu
I dostosowywanie wariantow tadunkowych mAb przeprowadza si¢ za pomoca chromatografii
kationowymiennej (ang. Cation Exchange Chromatography, CEX), ktéra zostanie szerzej

opisana w rozdz.1.3, poswieconym chromatografii.

Preparatywne rozdzielanie wariantow ladunkowych mozliwe jest réwniez poprzez
strgcanie, CO opisano w pracach prowadzonych w zespole badawczym [66-67]. W pracach tych
wykazano mozliwos¢ selektywnego stracania av stosujac glikol polietylenowy (ang.
Polyethylene Glycol, PEG) jako precypitant, prowadzac proces W pH 5.0 oraz przy niskiej sile
jonowej. Polimery takie jak PEG obnizaja rozpuszczalno$¢ biatek poprzez mechanizmy
zwigzane z wykluczaniem sterycznym, jednocze$nie nie wpltywajac na ich wypadkowy
tadunek. Poniewaz warianty roznig si¢ pl to wykazuja one r6zny tadunek w zalezno$ci od pH
roztworu, w ktorym si¢ znajduja. W pH 5.0 najnizszy tadunek wykazuja av przez co dziataja
na nie najstabsze sity odpychania elektrostatycznego. Po przekroczeniu granicy
rozpuszczalnosci wywotanej dodatkiem $rodka stracajacego av wytracaja sie z roztworu, przez
co ich udzial w nim maleje. Technika ta pozwala znacznie zredukowac zawarto$¢ av
W mieszaninie wariantow tadunkowych mAb. Jest to rowniez metoda tansza oraz szybsza od
metod chromatograficznych. Niestety nie pozwala ona na wydzielanie mv i bv. Jednocze$nie
w przypadku zastosowania PEG, jako $rodka strgcajacego, pozostaje on w produkcie, co
wymaga zastosowania dodatkowego etapu oczyszczania [68].

1.3 Podstawy procesu chromatograficznego

1.3.1 Chromatografia kolumnowa

Rozdzielanie mieszanin za pomoca chromatografii polega na podziale masy sktadnikow
mieszaniny pomi¢dzy faza ruchomg a fazg stacjonarng (zloze chromatograficzne). Czasteczki
oddzialujace ze stabsza sita ze zlozem chromatograficznym eluowane sa wczesniej
z powierzchni matrycy ztoza, przez co szybciej migruja wzdtuz kolumny chromatograficznej
[69].

Rozdzielang mieszaning wprowadza si¢ do kolumny jako roztwor nazywany strumieniem
zasilajagcym w skali preparatywnej i przemystowej lub probka w skali analitycznej. Nastgpnie
wymywa si¢ z niej zatrzymane adsorpcyjnie sktadniki za pomoca eluentu (fazy ruchomej)

zgodnie z teorig adsorpcji opisang powyzej. W trakcie elucji fronty stezenia rozdzielanych
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substancji ulegaja poszerzeniu ze wzgledu na opory transportu masy, co przedstawiono na rys.
6. Jest to szczegolnie istotne w chromatografii bialek, ktorych czasteczki charakteryzuja si¢

niskg dyfuzyjnoscia, co jest powodem bardzo wolnej kinetyki transportu masy [70-72].
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Rys. 6. Schematyczne przedstawienie przebiegu chromatografii kolumnowej [71-72].

W celu rozdzielania biofarmaceutykow stosuje si¢ chromatografi¢ niskoci$nieniowg
(ang. Low-Pressure Liquid Chromatography, LPLC). Kolumny w niej stosowane majg od Kilku
milimetrow (skala analityczna) do kilku metrow s$rednicy wewnetrznej (skala przemystowa)
i s3 dostepne w handlu w formie gotowych, upakowanych kartridzy. Mozliwe jest takze
samodzielne pakowanie kolumn ztozem chromatograficznym, co jest typowe w skali
preparatywnej. Powiekszanie skali procesu oraz powtarzalnos¢ przebiegu rozdzielania
chromatograficznego w kolejnych szarzach produkcyjnych sa niezwykle wazne dla jakos$ci

koncowego produktu biofarmaceutycznego [70, 72].

1.3.2 Chromatografia analityczna a preparatywna

Rozdzielanie mieszanin w skali przemystowej w wigkszosci przypadkow odbywa sie
w nieliniowym zakresie izotermy adsorpcyjnej. Oznacza to, ze zalezno$¢ migdzy stezeniem
sktadnika zaadsorbowanego w fazie stacjonarnej oraz st¢zeniem tego skladnika w fazie
ruchomej, bedacych w stanie rownowagi termodynamicznej, jest opisane zaleznosciag
nieliniowg (modelem izotermy nieliniowej). Ten rodzaj chromatografii preparatywnej nosi

z tego powodu nazwe chromatografii nieliniowej [69].
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W skali przemystowej celem chromatografii jest prowadzenie procesu z jak najwyzsza
produktywno$cig, definiowang jako masa wydzielonego sktadnika na jednostke objetosci ztoza
chromatograficznego w przeliczeniu na jednostke czasu. W chromatografii nieliniowej profile
stezenia (piki chromatograficzne) czgsto nakladaja si¢ na siebie. Dlatego uzyskane
chromatogramy nie pozwalaja na doktadne wyznaczenie masy produktu [69, 71-73].

W chromatografii preparatywnej biatek najcz¢sciej wykorzystywane sg ziarna zi6z
chromatograficznych o $rednicach czastek (dp) od 20 — 100 um. Cisnienia, ktore uzyskiwane sa
podczas przeptywu fazy ruchomej przez kolumny chromatograficzne nie przekraczajg 2 — 3
barow. Przekroczenie tych warto$ci wigza¢ si¢ moze ze zniszczeniem struktury ztoz
chromatograficznych dedykowanych do chromatografii preparatywnej, ktore nie sg odporne

mechanicznie na cisnienia powyzej ok. 10 baréw lub nawet nizszych [72-73].

W chromatografii analitycznej warunki procesu sa tak dobrane, ze przebiega on
w liniowym zakresie izotermy adsorpcyjnej. Pozwala to na dokladng analiz¢ sktadnikow
badanej probki pod wzgledem jakosciowym i iloSciowym. Otrzymywane piki
chromatograficzne maja zazwyczaj posta¢ krzywej gaussowskiej, co pozwala na doktadne
wyznaczenie czasu retencji danego sktadnika a takze wyznaczenie jego masy wprowadzonej

na kolumne, m.in. za pomoca tzw. krzywych kalibracji [69, 72].

Analizy chromatograficzne wykonywane sg przy zastosowaniu kolumn analitycznych do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. High-Performence Liquid Chromatography,
HPLC) lub ultrasprawnej chromatografii cieczowej (ang. Ultra-Performance Liquid
Chromatography, UPLC) [71, 74]. Wykorzystuje si¢ tu ztoza chromatograficzne o malej
Srednicy ziaren, co zapewnia wysoka rozdzielczos¢ uzyskiwanych chromatogramow. Wraz ze
zmniejszaniem rozmiaréw ziaren fazy stacjonarnej wzrasta ciSnienie w ukladzie
chromatograficznym. Standardowe uktady do HPLC sg odporne na ci$nienia od 300 do 400

baréw. W technice UPLC mozna zastosowac cisnienia nawet do 1000 barow [71, 74].

1.3.3 Techniki stosowane w chromatografii biatek

Technikami chromatograficznymi  wykorzystywanymi najczgéciej W wychwycie,

oczyszczaniu i analizie biatek sa:

e chromatografia powinowactwa (AC),
e chromatografia oddzialywan hydrofobowych (ang. Hydrophobic Interaction
Chromatography, HIC),

e chromatografia wykluczania (ang. Size-Exclusion Chromatography, SEC) oraz
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e chromatografia jonowymienna (ang. lon Exchange Chromatography, IEX).

Powyzsze techniki zaliczajg si¢ do grupy kolumnowej chromatografii cieczowej. Roznia
si¢ pomiedzy sobag rodzajami uzytych matryc ciata statego oraz ligandow immobilizowanych
na ich powierzchni w celu wytworzenia odpowiedniego ztoza chromatograficznego.

Mechanizm rozdzielania zalezy od wtasnosci tych ligandow.

Mechanizm rozdzielania w chromatografii powinowactwa (AC) opiera si¢ na
interakcjach o wysokiej selektywno$ci pomiedzy czasteczka biatka a immobilizowanym na
powierzchni matrycy ztoza ligandem. Ligandy takie jak: proteina A, proteina G, proteina L,
przeciwciata 1 ich fragmenty, wigza si¢ z wychwytywang czasteczka za pomoca wigzan
wodorowych, hydrofobowych, jonowych oraz oddziatywan van der Waalsa. Jako matryca
w ztozach AC dos¢ popularna jest agaroza, ktéra wykazuje bardzo dobra odpornos$é chemiczng
w szerokim zakresie pH. Charakteryzuje si¢ rowniez niska zdolno$cig do niespecyficznego
wigzania wielu czynnikow biologicznych 1 jest jednocze$nie tanim materiatem. Ze wzgledu na
fakt, ze posiada ona bardzo ograniczong stabilno$¢ mechaniczng nie moze by¢ wykorzystywana
w HPLC. W tym celu wykorzystuje si¢ jako matryce modyfikowang krzemionke,
modyfikowane szkto, polistyren czy polimetakrylan. Polimery organiczne, w przeciwienstwie
do krzemionki oraz szkta mogg by¢ stosowane w rownie szerokim zakresie pH, jak agaroza

I posiadajg dobrg biokompatybilnosé¢ [71, 75-76].

W oczyszczaniu mAb najczesciej stosuje si¢ AC z ligandem w postaci proteiny A. Jest to
biatko bedace sktadnikiem $ciany komorkowej bakterii z rodzaju Staphylococcus, ktore wiaze
si¢ specyficznie z fragmentem Fc IgG [72, 75, 77]. Chromatografia z zastosowaniem proteiny
A wykorzystywana jest na etapie wychwytu biatka z roztworu pohodowlanego, pozwalajac na
zatgzenie 1 wstgpne oczyszczenie produktu z HCP. Popularnym ztozem wykorzystywanym na

skale przemystowa jest MabSelect SuRe firmy Cytiva, ktére posiada dynamiczng pojemnos¢

-1
ztoza:

ztoza (ang. Dynamic Binding Capacity, DBC) na poziomie ~35 mg 1gG ml Supernatant
pohodowlany (harvest) wprowadzany jest do kolumny przy neutralnym pH. Po zwigzaniu 1gG
z proteing A przeplukuje si¢ kolumne w celu usunigcia niespecyficznie zwigzanych ze ztozem
zanieczyszczen. Nastgpnie przeciwciata eluuje si¢ przy pomocy buforow o niskim pH,
w zakresie pH 2.5 — 4.0. Niskie pH utrzymywane jest przez krotki okres w celu wstepnej
inaktywacji wirusowej, a nast¢pnie bufor jest szybko wymieniany ze wzgledu na stabg

stabilno$¢ struktury mADb i ich sktonno$¢ do agregacji w tak niskim pH [38, 40-41, 71, 76-77].

Ztoza do chromatografii AC sa niezwykle drogie, co wynika z konieczno$ci wytworzenia

ligandow w odpowiednich komoérkach (np. bakteryjnych). Obecnie za 1 | ztoza z proteing A
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nalezy zaptaci¢ blisko 24 tysiagce dolarow. Z tego tez powodu kolumny w AC upakowane sg
najczesciej malg objetoscig ztoza, w porownaniu do kolumn zawierajacych inne zloza
chromatograficzne i stosuje si¢ je wielokrotnie (nawet do 200 razy). Generuje to konieczno$é
czyszczenia kolumny pomiedzy kolejnymi cyklami chromatograficznymi. Do czyszczenia
muszg by¢ uzywane stabe roztwory NaOH 0 wysokim pH, ktére powoduja denaturacje bialek,
w tym czgsciowo proteiny A. Za pomocg inzynierii biatek projektuje si¢ obecnie ligandy, ktore
wykazuja odpornos¢ na ten czynnik, niemniej jednak problem ten pozostaje niecatkowicie

rozwigzany [72, 75-77].

Matrycami w chromatografii oddzialywan hydrofobowych (HIC) sg podobnie jak
w AC agaroza lub celuloza. Jako ligandy stosowane sg W tej technice np. krotkie tancuchy
alkilowe lub arylowe. Za oddziatywania w HIC odpowiadaja m.in. sity van der Waalsa
pomigdzy niepolarnymi aminokwasami tancucha biatkowego (fenyloalaniny, tryptofanu,
metioniny). Jednak mechanizm wigzania oraz towarzyszace mu efekty nie s3 w pehni
zrozumiate [72, 77-80]. Adsorpcja biatek odbywa sie przy wysokich wartosciach stezenia soli
kosmotropowych (np. siarczanu amonu), dlatego HIC uzywana jest czgsto po etapie stracania
lub chromatografii jonowymiennej, gdzie stosowane sa wysokie st¢zenia soli [78-80]. HIC
wykorzystuje si¢ w usuwaniu agregatow mAb, ktore najczesciej sa bardziej hydrofobowe od
bialek prawidtowo pofatdowanych [80]. Ponadto HIC umozliwia usuwanie endotoksyn,
plazmidow bakteryjnych, enzymow komorkowych czy tez kwasow nukleinowych [77-78, 80].
Desorpcja substancji zaadsorbowanych na ztozu HIC nastepuje poprzez zmniejszenie sity
jonowej fazy ruchomej. DBC zywic w HIC jest do$¢ niska i miesci si¢ w przedziale 10 — 50 mg

biatka ml [78]. Zastosowanie HIC stwarza okreslone trudnosci, m.in. pojemno$¢ chtonna

z_%%)Za
ztoza ogranicza mozliwo$¢ wprowadzania do kolumny duzych mas biatka, a wysoka sita
jonowa 1 silne oddzialywania hydrofobowe moga wptywac¢ na konformacje biatka, a nawet

powodowac jego stracanie si¢ w kolumnie chromatograficznej [72, 78-79].

W chromatografii wykluczania (SEC) czasteczki rozdzielane sg w zaleznosci od ich
rozmiaru, co wynika z ich masy molekularnej oraz ksztaltu struktury czasteczki [72, 81].
Separacja nastepuje tutaj dzieki roznej predkosci migracji substancji o odmiennych rozmiarach
w kolumnie chromatograficznej. Czasteczki posiadajace wieksze rozmiary sg eluowane
z kolumny jako pierwsze poniewaz nie moga wnika¢ do wszystkich porow w ziarnach ztoza
chromatograficznego. W glab poréw dyfundujg natomiast czasteczki o mniejszych rozmiarach,
przez co ich czas migracji wzdtuz kolumny jest dtuzszy. Dlatego mozliwe jest rozdzielenie

substancji o réznych rozmiarach, np. agregatow biatka od jego monomerow [72, 81].
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Ztoza chromatograficzne w SEC wykonane sg z prostych substancji np. dekstranu,
agarozy, poliakrylamidu, mieszanin dekstranu i poliakrylamidu lub dekstranu i agarozy [77].
Pomigdzy ztozem SEC a separowanymi czasteczkami nie powinno by¢ zadnych interakcji,
dlatego fazy stacjonarne pozbawione sg tutaj dodatkowych ligandow na swojej powierzchni.

Konieczne jest natomiast, aby budowa strukturalna ztoza byta jak najbardziej regularna [81].

Produktywnos$¢ kolumn SEC jest dos¢ niska, co wynika z konieczno$ci wprowadzania do
kolumny matych objetosci probki w celu uzyskania efektywnego rozdzielenia. Dodatkowo, aby
zapewni¢ wyzszg sprawnos¢ kolumny stosowane sg niskie wartosci przeptywu fazy ruchomej,
co znaczaco wydtuza czas separacji [72, 81]. Z tych powodow chromatografia SEC jest rzadko
wykorzystywana w etapach DSP, w ktérych oczyszczane sg duze ilosci biatka. W skali
laboratoryjnej oraz matej skali produkcyjnej chromatografi¢ ta stosuje si¢ w celu wymiany
buforéw, odsalania oraz usuwania czgsteczek 0 duzych roznicach w rozmiarach. W skali
analitycznej SEC wykorzystywana jest np. do okreslania zawarto$ci agregatow w koncowym

produkcie [72, 77, 81].
1.3.4 Chromatografia IEX w oczyszczaniu wariantow tadunkowych mAb

Podstawa chromatografii jonowymiennej (IEX) sa odwracalne oddziatywania
elektrostatyczne pomigdzy tadunkami na powierzchni chromatografowanych czasteczek,
a przeciwnie natadowanymi grupami funkcyjnymi ligandéw fazy stacjonarnej. Czasteczki
biatka sa zwigzkami amfoterycznymi posiadajagcymi tadunki ujemne oraz dodatnie, ktore
pochodza od grup bocznych aminokwaséw oraz ich konca aminowego i karboksylowego,
znajdujacego si¢ w kazdym tancuchu polipeptydowym. Wartos¢ pH przez to wptywa na ogdlny
tadunek czasteczki biatka. W pl biatko posiada wypadkowy zerowy tadunek i jest jonem
obojnaczym, jednak nadal pewne grupy funkcyjne wykazuja zdolno$s¢ do wigzania si¢

z ligandami [72].

Na sile wigzania biatka wptywa zarowno pH roztworu, jak I warto$¢ sity jonowe;j.
Adsorpcje na ztozach IEX prowadzi si¢ przy niskich wartos$ciach sity jonowej. Desorpcje
prowadzi si¢ wprowadzajagc faze ruchomg zawierajagca wyzsze stezenie soli (np. NaCl),
zmieniajac pH eluentu lub taczac obie metody [46, 72, 82-83]. Mechanizm elucji przy
zastosowaniu wysokiej sity jonowej tlumaczy nazwe chromatografii, w ktorej to czasteczki
biatka konkurujg z jonami soli o natadowane grupy funkcyjne na ligandach ztoza. Zmiana pH
fazy ruchomej w kierunku pl czasteczki powoduje zmiane wypadkowego tadunku biatka, przez
co jego sita wigzania z ligandami maleje i ulega ono elucji z kolumny chromatograficznej [71-
72, 82].
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Tabela 1. Przyktady ligandéw stosowanych w zywicach chromatograficznych IEX [72, 82].

rodzaj
chromatografii | nazwa ligandu | skrot struktura
IEX
staby .
wymieniacz dietylaminoetyl | DEAE ~CH,CH,N (CH,CH,),
anionowy
czwartorzedowa +
silny ST Q ~CH,N"(CH,),
wymieniacz
anionowy czwartorzedowy B +
aminoetyl QAE OCH,CH,N (C,H,),CH,CH(OH)CH,
staby
wymieniacz karboksymetyl CM —-CH,COOH
kationowy
silny sulfopropyl SP ~OCH,CH,CH,SO,H
wymieniacz
kationowy siarczan metylu S —~OCH,SO,H

W zaleznosci od tadunku wymienianych jonéw chromatografie IEX dzieli si¢ na dwie
techniki: kationowymiennag (CEX) oraz anionowymienng (ang. Anion Exchange
Chromatography, AEX). W CEX ujemnie naladowane ligandy wigza dodatnio natadowane
czasteczki, natomiast w AEX faza stacjonarna jest natadowana dodatnio, dzigki czemu
zatrzymywane sg na niej aniony [71-72, 77, 82-83]. Wymieniacze jonowe klasyfikuje si¢ jako
silne oraz stabe wzgledem ich zdolnosci do wymiany jonéw w szerokim lub waskim zakresie
pH. Silne wymieniacze jonowe, zarowno w CEX jak i AEX sg mniej zalezne od pH roztworu
i posiadaja dobra zdolno$¢ do wymiany jonéw nawet przy duzych zmianach pH. W przypadku
CEX ligandy zawieraja grupy funkcyjne silnych kwasow, np. sulfonowe, a w przypadku AEX
sg to czwartorzgdowe aminy. W przeciwienstwie do nich stabe wymieniacze jonowe posiadajg
ligandy zawierajace stabe grupy kwasowe, np. karboksylowe (CEX) lub aminowe o nizszej
rzedowosci (AEX). Sita wigzania biatka z tym ztozem jest bardziej zalezna od pH roztworu,
ale w wielu przypadkach pozwalaja one na selektywny rozdziat biatek [72, 82]. Ligandy
uzywane najczesciej W CEX oraz AEX przedstawiono w tabeli 1.

W procesach DSP mADb IEX wykorzystywana jest przynajmniej w jednym z etapow.
CEX jest najczgsciej uzywana po AC. Roztwor biatka otrzymany po AC ma niskie pH (ponizej
pl biatka), przez co bezposrednio moze by¢ kierowany do kolumny kationowymiennej. Na tym
etapie oczyszcza si¢ produkt z HCP, kwaséw nukleinowych czy tez endotoksyn.
Chromatografia ta prowadzona jest w tzw. trybie bind-and-elute, czyli ,,zaadsorbuj i eluuj”.
Produkt wiagze si¢ ze zlozem, natomiast zanieczyszczenia wymywane sa wraz z buforem

wigzacym. Nastepnie mAb wymywa si¢ buforem desorbujacym i kieruje do kolejnych etapow
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oczyszczania [82]. ZwykKle pI wariantow biatka miesci si¢ w przedziale 7 — 8.5, co oznacza , ze
w pH < 7 posiada ono tadunek dodatni. Kolejno AEX stosowana jest w trybie przeptywowym
(ang. flow-through). Na ztozu wigzane sg wirusy, DNA, ligandy proteiny A obecne w eluacie
AC oraz kwasowe HCP, natomiast mADb przeptywa przez ztoze chromatograficzne nie wigzac

si¢ z nim [82].

Warianty tadunkowe mAb posiadajg zblizone wzgledem siebie pl, jednak wraz
z oddalaniem si¢ wartosci pH od ich pl, réznice w fadunku catkowitym czasteczek wzrastajg.
Tym samym bv w buforze o niskim pH najsilniej wigza si¢ ze ztozami CEX, za§ w wysokim
pH najstabiej ze ztozami AEX. Odwrotnie sytuacja wyglada dla av, ktore najsilniej adsorbuja
si¢ na ztozach AEX, w wysokim pH (powyzej swojego pl) oraz najstabiej na ztozach CEX
w niskim pH [46, 82]. Z tego tez powodu w oczyszczaniu wariantow tadunkowych mAb CEX
uwazana jest za standardowg metode zarowno W separacji, jak i analizie zawarto$ci wariantow
w produkcie. W przemysle do rozdzielana wariantow mAb wykorzystywane sg ztoza takie jak:
Fractogel COO-(M), SP Sepharose FF, czy POROS XS. Warianty sg eluowane na tych ztozach
w liniowym gradiencie soli lub pH [46-47].

Podobne wartosci pl wariantow tadunkowych mAb sg powodem wzajemnego naktadania
si¢ ich profili stezenia, co znaczaco utrudnia separacj¢ tych czasteczek. Wystepuje to
szczegolnie na ztozach o duzych rozmiarach ziaren (pomigdzy 30 a 90 um), stosowanych
w skali preparatywnej i przemystowej [68, 84-86]. Zmniejszenie rozmiardow ziaren zloza
poprawia efektywnos$¢ rozdzielania wariantéw, jednak nie rozwigzuje catkowicie problemu,
poniewaz wraz ze zmniejszaniem S$rednicy ziaren ztoza, wzrasta cisnienie w ukladzie
chromatograficznym. Wymusza to stosowanie krotszych kolumn lub nizszych predkosci
przeptywu, CO Obniza mozliwo$¢ znaczacego obcigzenia kolumny masg biatka, a tym samym
produktywno$¢ takiej metody [84-85]. Lee i in. wykorzystujac ztoze SP ImpRes, o0 dp
w zakresie 36 — 44 pm, wprowadzali na kolumng 2.55 mg mAb mll,. i otrzymali mv
0 czystosci 100%, wymywajac je z kolumny za pomoca liniowego gradientu pH, przy
wydajnosci 76.6% [84]. Podobne wartosci uzyskat Jing i in. tadujac na ztoze Nano SP-15L (dp
= 15 pm) 2.8 mg mAb mly},,. Jednocze$nie zauwazyli oni znaczny wzrost ci$nienia
w kolumnie, co wykluczyto mozliwos¢ stosowania takiej chromatografii przy wysokich
predkosciach przeptywu fazy ruchomej [85]. Porownanie wprowadzanych na kolumng mas
mAb, zt6Zz chromatograficznych oraz ilo$ci kolumn w wymienionych wyzej artykulach
przedstawiono w tabeli 2. We wszystkich metodach zestawionych w tabeli 2 uzywano gradientu
liniowego pH lub soli, co powodowato wydluzenie czasu elucji, rozcienczenie frakcji oraz

konieczno$¢ zmudnego frakcjonowania, o czym wspomniano powyze;j.
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Tabela 2. Porownanie warunkoéw prowadzenia separacji wariantow tadunkowych mAb.

V., |obciazenie kolumnyilo$é kolumn  nazwa ztoza CEX dp
artykul[ml ztoza] [mg mAb ml;l. . [-] [-] [um]
Capto S 90
[84] 20 2.55* 1 CM Sepharose 90
SP ImpRes 36-44
1.96 SP Sepharose Fast Flow | 90
[85] | 1.96 2.8 1 Monomix MC30 SP | 30
1.70 Nano SP-15L 15
[87] 0.35 15-22.5 21lub3 POROS HS 50
[88] | 1.66 0.73 2 Fractogel EMD COO-(S)| 30
5
[89] 0.98 2 BioPro SmartSep S10 | 10
15
3.93 0.1
4.15
[90] 2 Proteomix SCX-NP10 | 10
19.63 0.1-04
88.20

Veol objetosé jednej kolumny chromatograficznej wyrazona w ml ztoza chromatograficznego;
*pszacowano na podstawie danych eksperymentalnych podanych w publikacji

Kolejne badania doprowadzity do opracowania metod, w ktorych warianty rozdziela si¢
za pomocg chromatografii wielokolumnowej, przy wymywaniu gradientem liniowym pH lub
metodg rugowania [87]. Khanal i in. w metodzie rugowania do pierwszej z uktadu dwoch lub
trzech kolumn chromatograficznych wprowadzali duze masy biatka (15 — 22.5 mg mAb
mll..). Zaobserwowali, ze nastepuje wtedy konkurencyjna adsorpcja pomiedzy
poszczegdlnymi wariantami tadunkowymi, przez co bv mocniej adsorbujace si¢ ze ztozem
CEX, wypieraja (ruguja) mv oraz av. Zwigzane biatko desorbowano za pomoca gradientu
liniowego pH oraz soli. Wydzielono mv o czystosci i wydajnosci ok. 90%, za$ av oraz bv

wydzielono z wydajno$cig < 30% [87].

Miiller-Spéath i in. [88], Vogg i in. [89] oraz Jing i1 in. [90] do separacji wariantow
tadunkowych zastosowali dwie blizniacze kolumny. Uzyskali czystos¢ mv > 80% w produkcie,

przy 90% wydajnosci [88] lub 71% [89]. Jing i in. wydzielili av z wydajnoscig 86% [90].
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1.4 Modele dynamiki procesu chromatograficznego

Jak wspomniano powyzej, projektowanie procesu chromatograficznego uwzglednia
koncepcje QbD i stanowi niezbedny element rozwoju lekéw biologicznych. Definiowanie
parametréw procesu opierac si¢ moze na wysokoprzepustowych metodach eksperymentalnych,
realizowanych w mikroskali. Uzyskane dane wprowadzane sg jako dane wejsciowe do
algorytmow uczenia maszynowego lub poddawane sg analizie statystycznej [91]. Otrzymuje
si¢ modele statystyczne oparte na danych, ktore nie pozwalaja na zrozumienie mechanizmu
procesu i czgsto zawodzag w projektowaniu procesu w wiekszej skali, preparatywnej lub
przemystowej [91-92]. Duzo efektywniejsze modele uzyskuje sie stosujac podejscie

knowledge-based design, ktorego przyktadem jest zastosowanie modeli dynamicznych [93-94].

Wykorzystanie modeli dynamicznych kolumny chromatograficznej pozwala na
zrozumienie mechanizmu procesu chromatograficznego i tym samym na jego optymalizacje
i przenoszenie skali [95]. Sktadaja si¢ one z réwnan bilansu masy i uwzgledniaja efekty
kinetyczne i termodynamiczne, ktore towarzysza adsorpcji i1 elucji wszystkich sktadnikow
znajdujacych si¢ w rozdzielanej mieszaninie. Ilosciowy opis efektow Kinetycznych
I termodynamicznych jest niezb¢dny do prawidtowej predykcji adsorpcji czasteczek na ztozu
chromatograficznym [69, 92].

IgG1 to czasteczki o duzych rozmiarach i masie (~ 150 kDa), przez co ich transport masy
w procesie chromatograficznym jest utrudniony. Najczesciej w opisie chromatografii biatek
stosuje si¢ modele matematyczne, ktore uwzgledniajg efekty wywotane dyspersjg osiowa,
oporami transportu masy wraz z kinetyka adsorpcji-desorpcji [72, 92].

Model ogélny (ang. General Rate, GR) nalezy do modeli heterogenicznych, ktore
zawieraja roéwnania bilansu masy w fazie cieklej 1 stacjonarnej oraz uwzgledniaja
matematyczny opis prawie wszystkich niezb¢dnych proceséow czastkowych zachodzgcych
w kolumnie chromatograficznej. Niestety, wraz ze skomplikowaniem modelu rosng
wymagania dotyczace narzedzi obliczeniowych oraz naktadu czasu obliczeniowego, w ktorym

otrzymuje si¢ wyniki [69, 92-93].

Modele pseudo-homogeniczne wyprowadzone jako uproszczenia modelu GR mogg by¢
rozwigzane przez Prostsze i szybsze algorytmy numeryczne. Sktadaja si¢ one z rownania
bilansu masy w fazie ruchomej, zas udziat efektow kinetycznych jest uwzgledniany posrednio
przez zastgpcze parametry modelu. Wsrod ww. modeli czesto uzywany jest model Kinetyczno-

dyspersyjny (ang. Transport-Dispersive Model, TD), stanowigcy kompromis pomigdzy
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prostota modelu, a jego doktadnoscia predykcyjng [92, 95]. Model ten zostat uzyty w niniejsze;j
pracy.

Model TD skiada si¢ z rézniczkowego roéwnania bilansu masy w fazie ruchomej
(réwnanie 1), ktore taczy si¢ z kinetycznym réwnaniem opisujacym transport masy (rownanie
2):

9¢; a¢; aq; _ a%¢;
St‘pg+u§+(1—€t)E—Dlﬁaw (1)
0 i * *
a_Ci = kmq,i(ql‘ - CIi) = kmc,i(ci - Ci) (2)

gdzie & to porowato$¢ zloza chromatograficznego, &, to specyficzna porowatos¢ zloza
chromatograficznego, wyznaczona dla biatka, C; w mgmlti g; wmg ml_; ., to stezenia i- tych
sktadnikow odpowiednio w fazie ruchomej oraz w fazie zaadsorbowanej, C; i g; to
rownowagowe stezenia I-tych sktadnikow mieszaniny odpowiednio w eluencie i fazie
zaadsorbowanej, okre§lane rownaniem izotermy adsorpcji, U to predko$¢ powierzchniowa
wyrazona w m s, X to wspotrzgdna osiowa W m, t to czas w s, D, , jest efektywnym
wspolezynnikiem dyspersji W m? s, za$ kg i kpe; W ST, to zastgpeze wspotezynniki

szybkosci procesu przenikania masy [86, 92].

Rownanie 2 oparte jest na liniowej sile napedowej procesu przenikania masy, rozumianej
jako rdéznica pomiedzy rownowagowym a rzeczywistym stezeniem i-tego sktadnika w fazie
zaadsorbowanej (q; — q;) lub w fazie ruchomej (C; — C;). Rownania bilansu masy oraz
transportu masy laczy si¢ z warunkami poczatkowymi, opisujagcymi poczatkowy profil st¢zenia

wewnatrz kolumny:
Conj(t=0,x) =0 3)

Réwnanie 3 odpowiada kolumnie niezawierajacej biatka w chwili poczatkowej procesu

chromatograficznego.

Réwnanie 3 tgczy sie z réwnaniami 4A - C. Rwnania 4A i 4B okreslajg warunki brzegowe

na wlocie kolumny:

ac(tx)
U (Cinj (6,2 = 0) = Cy(t,x = 0)) = —£,Dy o = (44)
Cinji dlat € [0, ti;]
Corii(tx = 0) = [ i rbinj 4B
ln}'l( x ) ( Odlat > tinj ( )
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oraz réwnanie 4C okresla warunki na wylocie kolumny o dtugosci L (x = L):

acCi(t,x=L) _

= 0 (40)

gdzie Cinji oraz tinj to odpowiednio stezenie wlotowe i-tego sktadnika wprowadzanego
W strumieniu zasilajgcym (probce) i czas wprowadzania strumienia zasilajacego (probki) [69,
86, 92].

W chromatografii bialek zwykle proces adsorpcji-desorpcji jest duzo szybszy
w porownaniu do szybkosci transportu masy. Dlatego w modelowaniu proceséow IEX
najczesciej zaktada si¢ natychmiastowe ustalenie si¢ stanu rownowagi adsorpcyjnej na granicy

fazy stalej oraz eluentu [69, 92].

1.5 Termodynamika procesu adsorpcji

1.5.1 Ilzoterma SMA

Rownowaga termodynamiczna procesow chromatograficznych [EX jest czesto
opisywana za pomocg izotermy stechiometrycznej, ktora zaktada stechiometryczny mechanizm
wymiany jonowej na powierzchni adsorbentu. Przeciwjon wigzacy si¢ z okreslong liczbg miejsc
aktywnych fazy stacjonarnej wypiera odpowiadajaca mu (stechiometryczng) liczbe jonow
podlegajacych elucji. Dla biatek, ktore sa czasteczkami o duzych rozmiarach, izoterma jest
modyfikowana w sposob uwzgledniajacy efekt ostaniania tadunku na powierzchni adsorbentu

przez takg makroczgsteczke, co przedstawiono na rys. 7 [69, 72, 92].

przeciwjony Na*

w fazie ruchomej .
. S : . ‘ lokalne tadunki biatka

—— pochodzace od reszt
/ aminokwasowych

ujemnie natadowane
ligandy ztoza
chromatograficznego

\\\ ‘.

matryca ztoza
chromatograficznego

\.

IgG1

Rys. 7. Schemat uwzgledniajgcy efekt ostaniania tadunkow na powierzchni adsorbentu [72].

Przedstawiony efekt ostaniania tadunkéw ligandéw przez czasteczki biatka (lub innej
makromolekuty) opisuje model izotermy SMA (ang. Steric Mass Action, SMA):
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S D) 5)

N

gdzie g; oraz C; to rownowagowe stezenie i-tego adsorptywu w fazie zaadsorbowanej
oraz ruchomej, Cs to stezenie soli, z; to tadunek biatka, g™ to pojemno$¢ chtonna ztoza, K, ; to
stala rownowagi adsorpcji, za$ og; to wspdtczynnik ekranowania fadunku [72, 86, 92].
Parametrami modelu, ktére muszg by¢ wyznaczone doSwiadczalnie s3: z;, g™, K,; oraz o;.
Parametry te sg funkcja pH. Do wyznaczenia ich warto$ci konieczne jest przeprowadzenie
cyklu odpowiednich badan do$wiadczalnych, a otrzymane wyniki stajg si¢ bazg do estymacji
oraz weryfikacji parametréw za pomocg wybranego modelu izotermy. Warto$ci parametrow
modelu sg estymowane lub obliczane osobno dla kazdego sktadnika zaréwno na etapie

adsorpcji na ztozu chromatograficznym oraz na etapie elucji z kolumny [69, 86, 92].

1.5.2 Izoterma adsorpcji kooperatywnej

Izoterma adsorpcji kooperatywnej (ang. cooperative adsorption isotherm) stanowi model

uproszczony w poréwnaniu do modelu SMA:
a; = KeiCi(al" = X 0y547) (6)

gdzie K, ; to stata rownowagi adsorpcji, g;"* to pojemno$¢ ztoza chromatograficznego, dostgpna

dla i-tego sktadnika mieszaniny, o; ; to wspotczynnik ekranowania.

Jezeli wspotczynnik ekranowania wynosi 1, to roéwnanie sprowadza si¢ do réwnania
izotermy typu Langmuira. Odchylenie od tej wartosci, g; # 1, wskazuje na mechanizm
adsorpcji kooperatywnej, gdzie wartosci wspotczynnika ekranowania wigksze od 1 opisuje
negatywne odchylenia od izotermy Langmuira, ktore wynikaja z odpychajacych oddziatywan
i efektow sterycznych, za$§ o; < 1 oznacza dodatnig adsorpcje kooperatywa, wynikajaca
z oddziatywan przyciggajacych pomig¢dzy sktadnikami w fazie zaadsorbowanej [86, 92].

W opisie termodynamiki procesu adsorpcji wariantéw tadunkowych mAb na ztozach IEX
mozliwe jest zredukowanie liczby parametrow izotermy niezbednych do wyznaczenia.
Warianty tadunkowe mAb posiadajg bardzo podobne rozmiary, dlatego tez mozna zatozy¢, ze
wspotczynniki ekranowania s takie same: o;; = 0;; = 0j;, gdzie i, j to odpowiednio

poszczegolne warianty w mieszaninie [86, 92].
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W celu zdefiniowania modelu izotermy adsorpcji kooperatywnej niezbedne jest
wyznaczenie: statej rownowagi adsorpcji K,;, pojemnosci ztoza g i wspotczynnika

ekranowania g;. Wartos$ci tych parametrow sg funkcjg pH oraz stezenia soli [69, 86, 92].

1.5.3 lzoterma CPA

Modele SMA oraz adsorpcji kooperatywnej pozwalajag na wzglednie prosty opis
mechanizmu adsorpcji biatek na zlozach jonowymiennych. Ich réwnania nie uwzgledniaja
oddziatywan elektrostatycznych pomigdzy naladowanymi czgsteczkami mAb oraz ligandami
ztoza. Z tego powodu mogg prowadzi¢ do btedow w opisie matematycznym mechanizmu
adsorpcji oraz profili elucji chromatograficznej [92-94]. Bardziej precyzyjny opis zapewnia
model izotermy adsorpcji czasteczek koloidalnych (ang. Colloidal Particle Adsorption, CPA),

ktory przedstawia roéwnanie 7:

qi = Ke,iCiexp {_ =1 [ A2 expl—ic (R — 2ay7)](3 + & R)]} @

422:1 qr R

gdzie B;; to parametr opisujacy oddzialywania pomigdzy biatkiem i oraz biatkiem j, ajj to
promien biatka, R stanowi odlegto$¢ pomigdzy czasteczkami biatka, za$ x to wspdtczynnik

ekranowania.

R zdefiniowane jest przez heksagonalny uklad czasteczek tworzacych monowarstwe

w fazie zaadsorbowane;j:

0.5
2
R= (‘/gqiNA) ®)
)

gdzie Na to liczba Avogadro, za$ ¢ to wspoOtczynnik faz, wyznaczany przy zalozeniu, ze dla

adsorpcji jednowarstwowej i maksymalnym pokryciu ztoza chromatograficznego (q™)
odlegtos¢ pomigdzy czasteczkami (R) wynosi 2a (a;; = a, dla mAb warto$¢ ta wynosi
5.5 107°m) [92-94, 96]:

@ = 2V3a%q™N, 9

Wspdtezynnik x, wystgpujacy w rdwnaniu 7, to odwrécona dlugos¢ Debeye’a w elektrolicie

I zdefiniowany jest nastepujgco:

_ ,ZeZINA
k= kpTege (10)
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gdzie e to tadunek elementarny, | to sita jonowa roztworu, kp to stala Boltzmanna, T to
temperatura, &, to przenikalno$¢ elektryczna prozni, za$ ¢ jest wzgledng przenikalnoscia

elektryczng [68, 92-94].

Przebieg izotermy jest liniowy w przypadku, gdy pomi¢dzy poszczegdlnymi sktadnikami
mieszaniny (biatkami) nie wystepuja oddziatywania boczne biatko-biatko [93]. Przy wyzszych
stezeniach  biatka oddzialywania elektrostatyczne pomigdzy jego czasteczkami
zaadsorbowanymi na powierzchni ziaren zloza chromatograficznego ulegaja wzmocnieniu.

W modelu CPA uwzgledniane sa one przez parametr B
biatkiem i oraz biatkiem j [92-95].

ij» Opisujacy interakcj¢ pomigdzy

Model CPA, podobnie jak pozostate, oparto o pewne uproszczenia. Jednym z nich jest
zatozenie, ze adsorbowane czasteczki maja ksztalt kuli, co dla przeciwcial nie jest prawda.
Dodatkowo czasteczki biatka mogg zmienia¢ swoj tadunek w obecnos$ci innej substancji (np.
innego biatka w roztworze), za§ model izotermy CPA zaktada ich staly tadunek [92].
Zastosowanie tego modelu w niniejszych badaniach pozwolito jednak na dobre dopasowanie
profili stezen wariantow tadunkowych mAb w warunkach silnego przetadowania masowego

kolumny chromatograficzne;j.

1.5.4 Metody wyznaczania izoterm

Rownowage adsorpcyjna w uktadach ciecz — cialo stale wyznacza si¢ w warunkach
izotermicznych oraz izokratycznych. Pomiar rownowagi opiera si¢ na wygenerowaniu danych
eksperymentalnych, zakladajagcych mechanizm odwracalnego procesu adsorpcja-desorpcja
sktadnika mieszaniny na ztozu chromatograficznym. W chromatografii preparatywnej
wyznacza si¢ ja od wartosci st¢zenia sktadnikow mieszaniny bliskich zeru az do maksymalnych

stezen, ktore wykorzystywane beda w projektowanym procesie chromatograficznym [69].

Jedng z najprostszych metod pomiaru izoterm jest metoda statyczna. W metodzie tej
okreslong objetos¢ adsorbentu, Va, miesza si¢ z okreslong objetoscig probki, V, 0 znanym
stezeniu poczatkowym adsorbowanej substancji, Co,i. Otrzymang zawiesing inkubuje si¢ przez
okreslony czas, potrzebny do ustalenia si¢ réwnowagi pomigdzy stezeniem substancji
w roztworze, Ci, i w fazie zaadsorbowanej, q;. Stezenia rownowagowe w fazie ruchomej oraz
stacjonarnej wyznacza si¢ za pomocg rOwnania 11:

x _ V(Co,i—Ci
g = (oV_) (11)
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Pomiary wykonuje si¢ dla zadanego zakresu stezen badanej substancji, a na podstawie
otrzymanych wynikow okresla sie, ktory z modeli izoterm najdoktadniej opisuje otrzymane

dane eksperymentalne [69, 86].

Metoda statyczna jest metodg doktadng, jednak dos¢ czasochtonng. Dla adsorpcji biatek
dominuja efekty kinetyczne zwigzane z transportem masy i uktad nie osigga réwnowagi
w trakcie elucji chromatograficznej. Dlatego dla celow praktycznych stosuje si¢ jedng z metod
dynamicznych: metod¢ dopasowania do piku, nazywang rowniez metodg inwersji (ang. Inverse
Fit Method, IM). Parametry izotermy wyznacza si¢ w tym przypadku poprzez dopasowanie
symulacji do profili stezenia badanych substancji uzyskanych w eksperymentach z uzyciem
kolumny chromatograficznej w warunkach izokratycznych. Metoda IM stosowana jest rowniez
do wyznaczania wartosci parametrow izoterm dla uktadéw wielosktadnikowych. W celu jak
najdoktadniejszego wyznaczenia wartoSci parametrow 1 zwigkszenia dokladnosci
prowadzonych obliczen estymacj¢ parametrow nalezy przeprowadzi¢ dla Kilku profili

doswiadczalnych, otrzymanych w réznych warunkach operacyjnych [69, 93].
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2 Czes¢ badawcza

2.1 Materiaty

Przeciwciato monoklonalne wykorzystane w badaniach eksperymentalnych to IgGl,
pochodzace z firmy Polpharma Biologics (Gdansk, Polska), o masie czasteczkowej 148 kDa
i czystosci > 96%. Punkty izoelektryczne wariantow mAb wynosity odpowiednio: play = 8.7,
plmy = 8.9, ploy = 9.1.

W badaniach wykorzystano ztoza chromatograficzne, ktorych charakterystyke
przedstawiono w tabeli 3. Zloza upakowano do szklanych kolumn chromatograficznych typu
TRICORN (Cytiva, Szwecja), wyposazonych w adaptery oraz fryty ceramiczne. Ztoza te uzyto

réwniez do pomiaréw izoterm adsorpcyjnych.

Tabela 3. Ztoza chromatograficzne wykorzystane w badaniach eksperymentalnych.

TOYOPEARL TOYOPEARL POROS™

2 ™
nazwazloza | GigaCap S-650M Sulfate-650F XS POROSTXQ
skrot TP GigaCap TP Sulfate POROS XS POROS XQ
producent Tosoh Bioscience Thermo Fisher Scientific
rodzaj zloza silny kationit CEX silny anionit AEX
grupa sulfonian siarczan sulfopropyl | ““V artorzedowa
funkcyjna amina
. - sieciowany poli(styren-
matryca zloza polimer metakrylowy diwinylobenzen)
lacznik propyl butyl -
$redni rozmiar
ziaren zloza 50 -100 45 50
pm

Zawarto$¢ wariantow mAb analizowano za pomoca chromatografii analitycznej CEX,
stosujgc kationowymienng kolumne HPLC ProPac™ WCX-10 (Thermo Fisher Scientific,
USA), I.D. 0.4 cm i dtugosci (L) 25 cm, upakowang ztozem o $rednicy ziarna 10 um. Kolumng
wyposazono w pre-kolumne ProPac™ WCX-10G (Thermo Fisher Scientific) .LD 0.4 cmiL =

5 cm, upakowang takim samym zlozem.

Wszystkie roztwory wykorzystywane zarowno do pomiaru izoterm, rozdzielania
chromatograficznego, jak i technik analitycznych przygotowywane byly z wody dejonizowane;j

oraz odczynnikoOw o czystosci do analizy lub wyzszej i odwazane na wadze OHAUS PX224
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(OHAUS Europe GmbH, Szwajcaria) z doktadnoscia do 4 miejsc po przecinku. pH roztworéw
ustalano z wykorzystaniem pH-metru METTLER TOLEDO FiveEasy (Mettler Toledo, USA).
Roztwory buforowe oraz roztwory zawierajgce mAb poddawano filtracji z wykorzystaniem
saczkow strzykawkowych z membrang PES o $rednicy porow 0.22 um oraz zestawu do filtracji
pod zmniejszonym ci$nieniem, wykorzystujac saczki membranowe z mieszanych estrow

celulozy (MCE) o érednicy porow 0.22 pm.

Probowki filtracyjne Amicon® Ultra (Merck Millipore, Niemcy) o punkcie odcigcia
masy czasteczkowej (ang. molecular weight cut-off, MWCO) 30 kDa i objetosci 4 i 15 ml,
z membrang z regenerowanej celulozy wykorzystano w celu zat¢zania biatka oraz wymiany
buforéw. Proboéwki Corning® Costar® Spin-X® (Sigma-Aldrich, Niemcy) z membrang
z octanu celulozy o $rednicy poréw 0.22 um uzyto do podmiany buforu w obecnos$ci ztoza

chromatograficznego.

2.2 Roztwory buforowe

W chromatografii kationowymiennej (CEX) buforami wigzacymi byt 50 mM bufor
octanowy, doprowadzany do okre§lonego pH za pomoca kwasu octowego lub 25 mM bufor
fosforanowy (wodorofosforan (V) disodu, NazHPOas), ktory doprowadzano do okreslonego pH
za pomocg kwasu ortofosforowego (V). Jako bufor desorbujacy stosowano 25 mM bufor

fosforanowy o pH wyzszym niz pH wigzace.

W chromatografii anionowymiennej (AEX) jako bufor wigzacy wykorzystano 50 mM
2- amino-2-hydroksymetylo-propan-1,3-diol (TRIS), ktory doprowadzano do okreslonego pH
za pomocg HCI. Jako bufor desorbujacy zastosowano 20 mM L-histydyne, ktora doprowadzano
do okreslonego pH za pomocag HCI, lub TRIS-HCI o pH wyzszym niz pH wigzace.

Pomiar izoterm adsorpcji na ztozach CEX przeprowadzono w 50 mM buforze
octanowym o pH 5.5 lub 25 mM buforze fosforanowym o pH 6 — 7.5. Na ztozu AEX pomiar
izoterm adsorpcji przeprowadzono z zastosowaniem 50 mM buforu TRIS-HCI, w zakresie pH
8.8 -9.3.

Kolumny chromatograficzne regenerowano 1 M NaCl w buforze desorbujacym oraz

0.5 M NaOH i przechowywano je w 20% roztworze wodnym etanolu.

2.3 Aparatura oraz sprz¢t badawczy

Rozdzielanie wariantow tadunkowych mAb prowadzono przy uzyciu chromatografu

cieczowego Akta purifier, ktéry wyposazony byt w detektory: UV, konduktometryczny oraz
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pH (rys. 8.A). Jako oprogramowanie sterujace wykorzystano software UNICORN™ 5.11 firmy
Cytiva. Analize zawarto$ci wariantow tadunkowych w otrzymanych frakcjach biatka
prowadzono przy uzyciu chromatografu UHPLC Thermo Scientific™ Dionex™ UltiMate™
3000 BioRS System z detektorami: UV, konduktometrycznym oraz pH i oprogramowaniem
sterujacym Chromeleon 7 firmy Thermo Fisher Scientific (rys. 8.B). Analize stezenia biatka (tj.
catkowitej puli wariantow mAb) mierzono przy uzyciu czytnika mikroptytek Infinite® M Nano
Z oprogramowaniem sterujgcym i-control™ 2.0 (TECAN, Szwajcaria), z wykorzystaniem

ptytek 96-dotkowych przepuszczalnych dla UV (Thermo Fisher Scientific).

R\ -

Rys. 8. Chromatografy cieczowe wykorzystane podczas przeprowadzania badah
eksperymentalnych: A) chromatograf cieczowy Akta purifier (Cytiva), B) chromatograf UHPLC
Thermo Scientific™ Dionex™ UltiMate™ 3000 BioRS (Thermo Fisher Scientific).

2.4 Procedury badawcze

2.4.1 Przygotowanie probek biatka

Dostarczone przez Polpharme Biologics mAb rozpuszczone byto w 40 mM buforze
octanowym, pH 5. Biatko przygotowywano do eksperymentéw poprzez wymian¢ buforu przy
uzyciu probowek filtracyjnych typu Amicon. W tym celu probke rozcienczano odpowiednim
buforem w stosunku obje¢tosciowym od 1:3 do 1:9, a nastepnie zatezano poprzez wirowanie
przez 15 min (w 20°C, 5000 rpm). Przesgcz wylewano, natomiast retentat zawierajacy mAD
rozcienczano $wiezg porcja buforu. Operacje powtarzano od 3 do 5 razy, az do uzyskania
niezbednego pH oraz st¢zenia mAb. Catkowite stezenie biatka okreslano przy uzycia czytnika

mikroptytek przy dtugosci fali A = 280 nm.
2.4.2 Pomiar izoterm adsorpcji metodg statyczng

Pomiar izoterm adsorpcji prowadzono dla kazdego ze z16z przedstawionych w tabeli 3.

Wyniki cyklu doswiadczalnego postuzyty do doboru zt6z oraz pH fazy ruchomej, dla ktérych
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selektywno$¢ separacji byla najlepsza. Badania adsorpcji mAb prowadzono przy ré6znym pH,
stosujac odpowiednie bufory wigzace dla z16z CEX oraz AEX.

Porcje ztoza przenoszono do probowki wirowkowej Corning® Costar® Spin-X®
I przemywano trzykrotnie buforem wigzacym, odwirowujac przez 5 minut (20°C, 12 000 rpm)
po kazdym dodaniu buforu. Ostatnie wirowanie wykonywano przez 30 minut, aby usungé
nadmiar buforu z powierzchni zloza. Nastepnie przenoszono odwirowane zloze
chromatograficzne 0 ma = 10 mg do probowek typu Eppendorf, dodawano V = 0.7 ml roztworu
mADb w okreslonym buforze wigzacym w stezeniu poczatkowym w przedziale Co = 0.1 — 10
mg mlt (maksymalne stezenie réznito sie w zaleznoéci od badanego zloza i jego pojemnosci
chtonnej). Tak przygotowang probke inkubowano przy pomocy rotatora obrotowego (20°C, 15
rpm) do momentu, az stezenie biatka w supernatancie ustabilizowato si¢ na statlym poziomie (2
godziny). Supernatant oddzielano od zloza chromatograficznego za pomoca filtréw
strzykawkowych PES i poddawano analizie. Catkowite st¢zenie biatka okre$lano za pomoca
czytnika mikroptytek, natomiast zawarto$¢ wariantéw tadunkowych mAb okreslano za pomoca

analizy CEX-HPLC.

Podczas pomiardw izoterm adsorpcji (rozdz. 3.2 — 3.4) catkowite stezenie rownowagowe
catej puli wariantow, qg,, oraz stgzenie rownowagowe poszczegélnych wariantow, q;, W mg

g;ﬁ,ia, okreslano za pomocg rownan:

* V(C ,OV_COU

gy = LLCoon = Cov) - ) (12)
x _ VICo,i—Ci

qi = ooz (13)

gdzie V to objgtos¢ roztworu w ml, Ma to masa ztoza chromatograficznego w g, Cg o | Cy; 10
odpowiednio catkowite stezenie bialka 1 indywidualne stezenie kazdego z wariantow
tadunkowych mAb w materiale poczatkowym w mg ml? (i =av, mv, bv), C,, i C; to
odpowiednio catkowite i indywidualne rownowagowe stezenia w fazie ruchomej w mg ml?

(supernatancie).

Pomiar izoterm prowadzono w temperaturze pokojowej. W przypadku ztoza AEX pomiar
izoterm dla pH 9.3 prowadzono z dodatkiem oraz bez dodatku 4% m/v PEG w probce biatka,
w celu okreslenia wplywu jego obecnosci na adsorpcje kazdego z wariantow tadunkowych

mAD.
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2.4.3 Pakowanie kolumn chromatograficznych

50% zawiesing ztoza chromatograficznego w 0.1 M NaCl, przenoszono do kolumny
szklanej typu TRICORN. Zloze pozostawiono do sedymentacji. Nastepnic ztoze
skompresowano w uktadzie chromatograficznym Akta purifier przy natezeniach przeptywu
odpowiadajacym ci$nieniu ok. 3 baréw. Procedure pakowania dostosowywano do wskazowek
producenta, dla okreslonego ztoza chromatograficznego. Po upakowaniu zloza mierzono jego

wysokos¢.
2.4.4  Okreslanie porowato$ci ztoza chromatograficznego

W celu okreslenia catkowitej porowatosci upakowanego ztoza chromatograficznego, &,
mierzono czas retencji, tr, dla impulsow roztworu NaCl stosujac jako faze ruchomg
odpowiednio bufor fosforanowy w kolumnach CEX oraz TRIS-HCI w kolumnie AEX.
Specyficzng porowato$¢ upakowanego zloza, &, dla mAb okreslano na podstawie tr impulsu
roztworu mAb w warunkach niewigzacych, tj. w 1 M NaCl w fazie ruchomej. Zmierzone czasy

retencji korygowano o udziat retencji w objetosciach martwych kolumny.

2.4.5 Analiza zawartos$ci wariantow tfadunkowych mAb za pomocg CEX-HPLC

W chromatografii analitycznej CEX-HPLC, wykorzystywano bufory, ktore sporzadzano
poprzez mieszanie w odpowiednich proporcjach trzech roztworow: 25 mM NaH2PO4 (X), 25
mM Na;HPO4 (Y) oraz 125 mM NaCl (Z). Probki biatka (miger = 50 pg) rozpuszczone
w buforze A (X/Y/Z: 35.6/44.4/20 v/v), wprowadzano na kolumn¢ ProPac™ WCX-10,
réwnowazong wczesniej tym samym buforem i przemywano przez 5 minut. Nastgpnie bufor A
wymieniano na bufor B (8.8/71.2/20 v/v) w 55-minutowym gradiencie liniowym, az do
osiggniecia 100% v/v buforu B. Po zakonczonej elucji kolumng regenerowano za pomoca 100%
v/v buforu C (5.0/5.0/90). Objetosciowe natezenie przeptywu fazy ruchomej (Q) podczas
trwania analizy wynosito Q = 0.5 ml min™. Typowy chromatogram uzyskiwany podczas analizy
zawarto$ci wariantow mAb przedstawiono na rys. 9, gdzie Fmvrich 0znacza frakcje bogata
W warianty gtowne, Favrich t0 frakcja bogata w warianty kwasowe, natomiast Fpy.rich 0znacza

frakcje¢ bogata w warianty zasadowe.
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Rys. 9 Chromatogram uzyskany za pomocg CEX-HPLC, dla materiatu zawierajacego 48% av,
36% mv, 16% bv. Fmy-rich 0znacza frakcje bogata w mv, Fay-rich to frakcja bogata w av, natomiast
Fbv-rich oznacza frakcje bogata w bv.

2.4.6 Rozdzielenie wariantéw mAb za pomocg chromatografii IEX

2.4.6.1 Rozdzielenie wariantow mAb za pomocg chromatografii AEX

Kolumng upakowang ztozem AEX (POROS™ XQ, 1.D. 0.5 cm, L =5 cm) rownowazono
buforem wigzacym, tj. 50 mM TRIS-HCI, pH 9.3. Roztwor biatka w buforze wiazacym
0 pozadanym stezeniu poczatkowym, wprowadzano do kolumny chromatograficznej za
pomoca petli Superloop™ (Cytiva, Szwecja), o objetosci 10 ml. Biatko niezwigzane na ztozu
wymywano buforem wigzacym, zbierajac frakcje przeptywowa. Kolejno bufor wigzacy
wymieniono na bufor desorbujacy, czyli 20 mM L-histydyne, pH 5.5 (HIS) lub TRIS-HCI o pH
8.9, 8.8, 8.3 lub 7.5 w gradiencie liniowym lub skokowym (0 — 100% v/v). Zastosowano
natgzenie przeptywu Q =0.3lub 0.5 ml min~t. W celu wyznaczenia profili stezenia dla
kazdego z wariantow tadunkowych mAb podczas catego procesu chromatograficznego
(fadowanie, mycie, desorpcja) eluat zbierano we frakcjach o objetosci 1 ml, okreslano ich
stezenie i analizowano zawarto$¢ wariantoOw za pomocg chromatografii CEX-HPLC (procedura
2.4.5). W celu okreSlenia wplywu PEG na separacje wariantow tadunkowych mAb,
eksperymenty prowadzono z dodatkiem oraz bez dodatku PEG w roztworze wiagzacym oraz

W probee wprowadzanej do kolumny chromatograficznej.

2.4.6.2 Rozdzielenie wariantow mAb za pomocg chromatografii CEX

Kolumn¢ wypekiong ztozem chromatograficznym CEX (POROS™ XS, 1.D. 0.5 cm,
L=545, 88 lub 10.4 cm) rownowazono buforem wigzacym, czyli 25 mM buforem

fosforanowym, pH 6.0. Wymieniono bufor w roztworze biatka na bufor wigzacy, zatgzano do
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pozadanego stezenia (procedura 2.4.1) i nastepnie wprowadzano do kolumny za pomoca petli
Superloop™ w objetosci 10 ml. Kolumng przemywano buforem wigzacym, ktéry nastgpnie
wymieniano na bufor desorbujacy, czyli 25 mM bufor fosforanowy o pH 6.8, 8.0 lub 9.0,
w gradiencie liniowym lub skokowym przy Q@ = 0.5 ml min. W celu wyznaczenia profili
stezenia wariantow tadunkowych mAb podczas catego procesu (tadowanie probki,
przemywanie kolumny oraz desorpcja mAb) zbierano eluat w 1 ml frakcjach. Stezenie
catkowite mAb mierzono za pomocg czytnika mikroptytek oraz poddawano analizie zawartosci

wariantow za pomocg chromatografii CEX-HPLC (procedura 2.4.5).

2.4.7 Usuwanie PEG z roztworu biatka

Kolumne wypetiong ztozem CEX (POROS™ XS, I.D. 0.5 cm, L =5 cm) réwnowazono
buforem wigzacym, tj. 50 mM buforem octanowym o pH 5.5. Roztwor biatka w buforze
wigzacym zawierajgcym PEG wprowadzano do kolumny za pomocg petli Superloop™,
W objetosci 10 ml. Catkowita masa mAb wprowadzona na kolumne wynosita 66 mg ml. ..
W celu usunigcia pozostatosci PEG kolumne przemyto buforem octanowym jako buforem
myjacym przy Q = 0.5 ml min przez 16 minut. Nastgpnie bufor wigzacy wymieniono na bufor
desorbujacy (25 mM bufor fosforanowy, pH 9.0), w gradiencie skokowym (0 — 100% v/v).

Eluat zbierano do falkonu i mierzono stezenie biatka za pomocg czytnika mikroptytek.

2.4.8 Proces stragcania mAb za pomoca PEG

Bufor w roztworze mAb wymieniono na 50 mM bufor octanowy pH 5.0 zgodnie
Z procedurg 2.4.1. Roztwor PEG (precypitant) przygotowano poprzez rozpuszczenie PEG w 50

mM buforze octanowym, w celu uzyskania PEG o st¢zeniu 50% m/v.

Roztwoér mAb, precypitant oraz bufor octanowy mieszano w odpowiednich objetosciach,
aby uzyska¢ odpowiednie przesycenie roztworu, ktoére okre§lano na podstawie
rozpuszczalno$ci mAb, zgodnie z danymi uzyskanymi we wcze$niejszych badaniach [66].
Proces wytracania przeprowadzono w ciggu 20 min, w temperaturze 20°C, mieszajac roztwor
w rotatorze obrotowym przy 35 rpm. Catkowite stezenie mAb w supernatancie mierzono za
pomoca czytnika mikroptytek. Zawarto§¢ wariantéw okreslano za pomoca CEX-HPLC
(procedura 2.4.5). Osad ponownie rozpuszczono w buforze octanowym i 0czyszczono

z pozostatosci PEG za pomocg chromatografii CEX (procedura 2.4.7).

W przypadku strgcania mAb po wczesniejszym rozdzieleniu za pomocg AEX (procedura

2.4.6.1) pH roztworu zawierajacego desorbowane mAb dostosowano do pH 5.0 za pomocg
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HCI. Kolejno dodano roztwér PEG, aby uzyskaé okreslony poziom przesycenia mAb

W roztworze.

Procedura stracania mAb opracowana i przeprowadzona zostata przez mgr inz. Tomasza

Rumanka.

2.4.9 Potlaczenie procesu stracania i AEX

Procesy stracania oraz chromatografii AEX potaczono na dwa rdézne sposoby.
W pierwszym z nich proces strgcania mAb (PREC) stanowilo poczatkowy etap zgodnie
Z procedurg 2.4.8. Nastepnie uzyskany w tym procesie osad bialtka rozpuszczano 1 oczyszczano
z PEG, zgodnie z procedurg 2.4.7. Kolejno wymieniano bufor w roztworze biatka na TRIS-
HCI, pH 9.3 (procedura 2.4.1) i prowadzono proces rozdzielania wariantéw tadunkowych mADb
przy zastosowaniu kolumny AEX (procedura 2.4.6.1).

Drugi sposob polegat na zastosowaniu AEX w pierwszym etapie, a nastgpnie otrzymany

eluat bezposrednio przekazywano do procesu PREC.

2.4.10 Wyznaczanie wydajnosci i sktadu otrzymanych frakcji

Udziat masowy wariantow mAb w materiale poczatkowym (Uog,i) obliczano rownaniami:

Upi = —2-100% (14)

Mo,ov

gdzie i= av, mv, bv, ov to cata pula wariantow, m to masa mAb, a cyfra 0 odnosi si¢ do

warunkoéw poczatkowych.

W przedstawionych w niniejszej pracy badaniach wykorzystano dwa sposoby obliczania
warto$ci wydajnosci operacyjnej oraz czystosci produktu. W pierwszym przypadku (rozdz. 3.5)
mv oraz bv traktowano jako produkt, natomiast av stanowity odpad. Z tego tez powodu av
pomijano w obliczeniach uzyskanych wydajnos$ci oraz czystosci frakcji. Wydajno$¢ operacyjna
w rozdz. 3.5 obliczano jako udziat masy mv oraz bv w analizowanej frakcji (F) lub konhcowym
produkcie (Prod), wyrazonej w mg mAb, wzgledem ich masy w wyjsciowym materiale
biologicznym (Feed):

Y = Mprod,mvtMprod,by 100% (15)

MFeed mvtTMFeed,bv

Udziat poszczegélnych wariantow w okreslonej frakcji, produkcie lub Feed obliczano

analogicznie do rownania 14:
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Ureea,i = %100% i =av, mv, bv (16)

Up; = —2-100% i =av, mv, bv (17)

mr ovl

W drugim przypadku (rozdz. 3.6) kazdy z wariantow stanowil odrebny produkt
rozdzielania i nie wystepowal w takim przypadku odpad. Wydajnos$¢ frakcji w badaniach
przedstawionych w rozdz. 3.6 obliczano nastepujaco:

y = ZFrakeii 40004 (18)

MFEeed

Poniewaz kazdy z wariantoéw uwazano w badaniach z rozdz. 3.6 za produkt rozdzielania,
wydajnos¢ separacji (Yi) okreslano jako stosunek masy i-tego wariantu mAb we frakcji
zawierajacej produkt (Prodi) do jego masy w strumieniu zasilajacym (Feedi) zgodnie

Z rOwnaniem 19;

Y, = —212% 100%, gdzie i = av, mv, bv (19)

MFeed;

3 Dyskusja otrzymanych wynikow

3.1 Koncepcja badan

W celu doboru warunkéw rozdzielania wariantow fadunkowych mAb przeprowadzono
cykle pomiaré6w do wyznaczenia izoterm adsorpcji mAb na ztozu AEX (rozdz. 3.2) oraz na
ztozach CEX (rozdz. 3.3). Otrzymane wyniki dostarczyty niezbednych danych dotyczacych
termodynamiki adsorpcji badanego mADb i jego wariantow tadunkowych na ztozach IEX oraz
pozwolity na wybranie najkorzystniejszych warunkéw, pod wzgledem selektywnosci
rozdzielania do dalszych badan, w tym badan procesu rozdzielania wariantow mAb

z zastosowaniem chromatografii kolumnowej.

Nastepnie okre$lono jaki wplyw na adsorpcje poszczegdlnych wariantow mAb na
wybranych ztozach IEX ma obecnos¢ PEG. W tym celu przeprowadzono pomiary izoterm
adsorpcji wariantow mAb na wyselekcjonowanych ztozach chromatograficznych oraz
warunkach, ktére wybrano w rozdz. 3.2 oraz 3.3 do prowadzenia procesu rozdzielania
wariantow dla chromatografii AEX oraz CEX. Otrzymane wyniki zaprezentowano oraz

omowiono w rozdz. 3.4.

W rozdziale 3.5 potaczono proces chromatografii AEX oraz strgcania za pomocg PEG

w celu zredukowania zawartosci av W wyjsciowym materiale biologicznym. Wykorzystano
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wysoka produktywnos$¢ (tj. warto§¢ masy produktu otrzymanego w jednostce czasu) procesu
strgcania, ktorg ogranicza jedynie obj¢tos¢ reaktora oraz wysokag selektywnos¢ rozdzielania
wariantow w chromatografii anionowymiennej. Wykonano badania eksperymentalne
polaczonego procesu, a nastgpnie sformutowano oraz zweryfikowano model dynamiki
kolumny, w ktorym wykorzystano model izotermy CPA oraz model TD. Nastepnie potagczono
zweryfikowany model z modelem procesu strgcania, ktory zostat opracowany w pracy
doktorskiej mgr inz. Tomasza Rumanka i przeprowadzono cykl obliczen numerycznych, przy
zmiennych operacyjnych modelu, takich jak: ilo§¢ tadowanej masy biatka, zawarto$¢ av
w materiale wyjsciowym mAb oraz zatozony stopien redukcji av. Obliczenia wykorzystano do
optymalizacji polgczonego procesu strgcania i chromatografii. W badaniach rozdzielano
materiat biologiczny o réznym sktadzie poczatkowym wariantow tadunkowych mAb, réznych

warunkach gradientu pH oraz ré6znym przetadowaniu kolumn chromatograficznych.

W zadnym z badanych procesow, tj.: niezaleznej AEX, niezaleznym stracaniu
I potaczonym procesie AEX i stracania nie udato si¢ wydzieli¢ mv od bv. Procesy te pozwalaty

jedynie na redukcje av z materiatu wyj$ciowego.

Prezentowane w rozdziatach 3.2 — 3.5 wyniki badan wykazaty, ze przy pH powyzej pl
wariantow mAb, chromatografia AEX mogta zosta¢ zastosowana w celu izolowania av, ktory
w tych warunkach posiadal najwigkszy tadunek ujemny. Przy pH ponizej pl badanych
rozdzielanych wariantow, bv posiadal najwigkszy tadunek dodatni, dzieki czemu

chromatografia CEX stanowita dobrg metode ich izolacji od pozostatych wariantow mAb.

Dlatego tez w celu uzyskania frakcji mocno wzbogaconych w poszczegdlne warianty
mAb uzyto potaczenia CEX i1 AEX. Przeprowadzono seri¢ badan eksperymentalnych,
w ktorych rozdzielono warianty mAb za pomoca uktadu kolumn AEX oraz CEX. W badaniach
rozdzielano material o r6znym skladzie poczatkowym wariantow tadunkowych mAb, ré6znych
warunkach gradientu pH oraz r6znym przetadowaniu kolumn chromatograficznych. Uzyskane
dane wykorzystano do kalibracji modeli dynamiki kolumn chromatograficznych (AEX i CEX)
oraz ich weryfikacji. W kolejnym etapie modele te zostaly uzyte do zdefiniowania
najkorzystniejszej sekwencji operacji chromatograficznych i konfiguracji kolumn, ktore
pozwolity na efektywne rozdzielenie wszystkich wariantéw mAb pod wzgledem ich czystosci

oraz wydajnosci. Uzyskane wyniki zaprezentowano w rozdz. 3.6.

Pomiary izoterm, ktore przeprowadzono w niniejszej pracy i ktorych wyniki
przedstawiono w rozdziatach 3.2 — 3.4 wykorzystane zostaly w czterech publikacjach

naukowych [68, 86, 99, 100] i jednym patencie [101]. Potaczenie procesu stragcania oraz AEX
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w celu redukcji av przedstawiono w publikacji naukowej [68] oraz patencie [101]. Badania nad

chromatografig wielokolumnowg i potaczeniem CEX z AEX stanowig podstawe publikacji
[100].

3.2 Dobo6r warunkow rozdzielania na ztozu AEX

Ztoze anionowymienne (POROS XQ) zostalo wybrane do rozdzielania wariantow mAb
na podstawie wczesniejszych badan eksperymentalnych przeprowadzonych w Katedrze
Inzynierii Chemicznej i Procesowej [86]. W ramach niniejszej pracy przeprowadzono na nim
badania wptywu pH na selektywno$¢ rozdzielania wariantow mAb, w celu wybrania

optymalnego pH buforu wiagzacego.

W celu okreslenia catkowitej pojemnosci chlonnej zt6z jonowymiennych dla mAb
i zaleznosci tej wielkosci od pH, wyznaczono pseudojednosktadnikowe izotermy adsorpcji
(tzn. dla catej puli wariantow mAb), dla materialu biologicznego o nastgpujacej zawartosci

wariantow: 45% av, 40% mv, 15% bv.

AEX - POROS XQ

-

9.3
9.2
9.15
9.0
8.8

* v ¢ > e

Rys. 10 Pseudojednosktadnikowe izotermy adsorpcji dla materialu o zawarto$ci wariantow
kwasowych: Uog,av 45% av, w réznym pH roztwordow biatka, zmierzone na ztozu AEX (POROS
XQ). Cov — catkowite stezenie rOwnowagowe mAb w supernatancie; g, — calkowite stezenie
rownowagowe mAb w fazie zaadsorbowanej.

Pomiary wykonano w zakresie pH 8.8 — 9.3 dla zloza AEX, zgodnie z procedurami
opisanymi w sekcji 2.4.1 (przygotowanie biatka) oraz 2.4.2 (pomiar izoterm adsorpcji). Ponizej
pH 8.8 biatko miato tadunek dodatni i mogto wigza¢ si¢ na ztozu CEX. Nie badano wiasnosci
biatka dla pH powyzej 9.3 ze wzgledu na mozliwos¢ destabilizacji jego struktury. Otrzymane

wyniki przedstawiono na rys. 10 w postaci pseudojednosktadnikowych izoterm. Wyniki
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pomiarow przedstawiono na wykresach w postaci catkowitego st¢zenia rownowagowego biatka
w fazie zaadsorbowanej w funkcji jego catkowitego stezenia rOwnowagowego w fazie ciekle;j,
q.» = f(C,y). Na podstawie otrzymanych izoterm okreslono catkowita pojemnos¢ chtonng

ztoza POROS XQ, ktora w zalezno$ci od pH wahata si¢ w zakresie od 15 do 280 mg g ;L.

Do dalszych badan wybrano pH 9.3 ze wzgledu na duzg pojemno$¢ sorpcji. Nastepnie
wyznaczono izotermy pseudojednosktadnikowe dla materialbw o rdéznych sktadach
poczatkowych wariantow mAb. Material o niskiej zawartos$ci av zawierat 24% av, 52% mv oraz
24% bv, material 0 $redniej zawartosci av miat sktad 45% av, 40% mv, 15% bv, natomiast
material o wysokiej zawartosci av zawieral: 61% av, 35% mv i 4% bv. Wyniki pomiarow
przedstawiono na rys. 11 w postaci catkowitego stezenia rownowagowego biatka w fazie

zaadsorbowanej w funkcji jego catkowitego stezenia rownowagowego w fazie cieklej, q;, =

f(Cov).

280

AEX - POROS XQ

0,av
» 61%
o 45%
* 24%

2 3 4 5 6
C,, mgml

Rys. 11 Pseudojednosktadnikowe izotermy adsorpcji mAb dla materiatdéw wyjsciowych o rdznej
poczatkowej zawarto$ci wariantow kwasowych (Ugav) na zlozu AEX — POROS XQ. Co —
calkowite stgzenie rOwnowagowe mAb w supernatancie; gq;, — catkowite st¢zenie rOwnowagowe
mAb w fazie zaadsorbowanej, Ug av — zawarto$¢ av w materiale wyjsciowym.

Stwierdzono, ze réznice w przebiegach izoterm adsorpcji uzyskanych dla materiatow
0 roznych sktadach poczatkowych sa wyrazne. Najsilniejszg adsorpcje zaobserwowano dla
materiatu zawierajgcego poczatkowo Ugay = 61%. Jest to zgodne z wartoscig pl dla av, ktora
jest najnizsza sposrod wszystkich wariantow. Dlatego w uzytym roztworze o pH = 9.3, materiat
zawierajacy duza ilo$¢ av bedzie wykazywac silniejszg adsorpcj¢ W pordwnaniu z pozostatymi

materiatami.
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Znaczne roznice W adsorpcji pomiedzy materiatami o réznych sktadach wariantow mAb

wskazywaly na mozliwo$¢ rozdzielenia wariantéw na ztozu POROS XQ przy pH 9.3.

W nastepnym etapie wyznaczono przebieg indywidualnych izoterm dla poszczegdlnych
wariantow zgodnie z procedurami: 2.4.1, 2.4.2 i 2.4.5. Wyniki pomiaréw przedstawiono narys.
12.A-12.C.

A) B) Q)

160 160 160
AEX pH=93 U, =24% U, =45%

I...
1201 . 120 - 120’%" i Uy =61%

1
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8075.:}:-%-'-':-...% ........................ 4| 8o 80J

3
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F
F
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Rys.12 Indywidualne izotermy adsorpcji wyznaczone dla wariantéw mAb, q; = f(C;), gdziei =
av,mv,bv, na ztozu POROS XQ przy pH 9.3, dla trzech réoznych materiatow poczatkowych,
w ktorych zawarto§é av wynosita Ug,av: A) 24%, B) 45%, C) 61%. C; — stezenie rOwnowagowe
i- tego wariantu mAb w supernatancie; q; — st¢zenie rOwnowagowe i-tego wariantu mAb w fazie
zaadsorbowanej.

Najstabszg sit¢ wigzania w kazdym z trzech zbadanych materiatow wykazywaty bv, ktore
tym samym powinny w pierwsze] kolejnosci wymywac si¢ z kolumny chromatograficzne;.
Analizujac wyniki przedstawione na rys. 12.B oraz 12.C zauwazono duza réznice W adsorpcji

pomigdzy av a mv, ktora umozliwita ich rozdzielanie z zastosowaniem kolumn AEX.

3.3 Dobor ztoza oraz optymalnych warunkow rozdzielania dla CEX

Do badan CEX wyselekcjonowano wstepnie trzy rozne ztoza chromatograficzne
uzywane w przemysle do oczyszczania przeciwciat: TP GigaCap, TP Sulfate, POROS XS
(tab.3, sekcja 2.1). W tym celu przeprowadzono dla kazdego ze z6z pomiar
pseudojednosktadnikowych izoterm adsorpcji. Adsorbowano materiat biologiczny, ktory
zawieral w swoim sktadzie: 45% av, 40% mv oraz 15% bv. Pomiary catkowitej pojemnosci
chtonnej zt6z CEX oraz zaleznosci tej wielkosci od pH wykonano w zakresie pH 5.5 — 7.5
zgodnie z procedurami opisanymi w sekcji 2.4.1 (przygotowanie biatka) oraz 2.4.2 (pomiar
izoterm). W pH < 7.5 biatko bylo natadowane dodatnio i mogto by¢ adsorbowane na ztozu
CEX. Nie prowadzono badan dla pH < 5.5 ze wzgledu na destabilizacje struktury biatka
w niskich wartosciach pH. Uzyskane wyniki przedstawiono na rys. 13.A — C. Pojemnos¢
chtonng z16z CEX oszacowano na podstawie przebiegu izoterm. W zaleznos$ci od pH dla ztoza
TP Sulfate wynosita ona od 130 do 260 mg mAb g%, TP GigaCap wahata si¢ od 63 do 210
mg MAb gL, za$ dla POROS XS zakres ten wynosit od 78 do 181 mg mAb g1 .
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Rys.13 Pseudojednosktadnikowe izotermy adsorpcji w ré6znym pH roztworow biatka, zmierzone
na ztozu: A) TP Sulfate, B) TP GigaCap, C) POROS XS. Cov — catkowite stezenie rOwnowagowe
mADb w supernatancie; g;, — catkowite st¢zenie rOwnowagowe mAb w fazie zaadsorbowane;j.

Pojemno$¢ chlonna ztoza TP Sulfate byla najwyzsza. Badania wykazaty jednak, ze
adsorpcji na tym ztozu towarzyszyly zmiany konformacji przeciwciata [99]. Z tego powodu
ztoze TP Sulfate nie bylo brane pod uwage w dalszych badaniach eksperymentalnych, pomimo

jego wysokiej pojemnosci chlonne;j.
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Rys. 14 Pseudojednosktadnikowe izotermy adsorpcji mAb dla dwoch materiatow wyjéciowych,
Uo,bv = 25% oraz 3%, na ztozach CEX: A) TP GigaCap, w pH 6.5, B) POROS XS, w pH 6.0. Coy
— catkowite stezenie rownowagowe mAb w supernatancie; q,, — calkowite stezenie rownowagowe
mAb w fazie zaadsorbowanej.

Wigzanie mAb na ztozu CEX — TP GigaCap przeprowadzono w pH 6.5, dla ktorego
pojemno$¢ chilonna byla wysoka oraz biatko zachowywato w tych warunkach stabilng
struktur¢. Wigzanie mAb na ztozu POROS XS prowadzono w pH 6.0. W celu okreslenia
mozliwosci wydzielania bv na obu ztozach CEX (TP GigaCap oraz POROS XS) wyznaczono
izotermy adsorpcji wariantow mAb dla materialdow o r6znym poczatkowym udziale bv, Uopv,
3% bv oraz 25% bv. W zastosowanym pH bv 0 najwyzszej wartosci pl, sposrod wszystkich
wariantow mAb, miato najwyzszy tadunek dodatni. W pierwszym etapie wyznaczono
pseudojednosktadnikowe izotermy adsorpcji obu materiatdow na tych zlozach, zgodnie

z procedurami 2.4.1 i 2.4.2. Otrzymane wyniki przedstawiono na rys. 14.
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Analizujac wyniki przedstawione na rys. 14. dla ztoza POROS XS stwierdzono, ze
roznice w adsorpcji badanych materialéw byly wieksze niz dla ztoza TP GigaCap przy
jednoczesnie wyzszej pojemnosci chtonnej. Dlatego tez ztoze POROS XS zostato wybrane do
dalszych badan. Wyznaczono nast¢pnie indywidualne izotermy adsorpcji wariantéw mAb na
tym ztozu dla obu badanych materiatow (Uopy, 3% bv oraz 25% bv). Uzyskane wyniki

przedstawiono narys. 15.
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Rys. 15 Indywidualne izotermy adsorpcji wyznaczone dla wariantow mAb, gdzie i = av, mv, by,
na ztozu POROS XS przy pH 6.0. Material wyjsciowy o rdéznej zawartoSci bv, zawierat
odpowiednio: A) Ugpv = 25%, B) Ugy = 3%. Ci — stezenie rOwnowagowe i-tego wariantu mAb
W supernatancie; q; — stezenie rOwnowagowe i-tego wariantu mAb w fazie zaadsorbowanej.

Adsorpcja materialu o zawartosci bv Uoby = 25% (rys. 15.A) jest wyzsza, niz dla
materiatu zawierajacego Uo,bv = 3%. Jednoczesnie w materiale o nizszej zawartosci tych
wariantow (rys. 15.B), wystepuje spadek adsorpcji av wraz ze wzrostem stezenia biatka. Jest to
wynikiem konkurencji pomiedzy wariantami o miejsce aktywne na powierzchni zloza
chromatograficznego. Otrzymane wyniki wskazuja, ze mozliwe jest oddzielenie bv na zlozu
POROS XS od av w badanych warunkach. W przypadku duzego udziatu bv w materiale
wyjsciowym (Uoby = 25%) podobna sita adsorpcji mv oraz bv wyklucza mozliwos¢ ich

wzajemnego rozdzielania.

Po analizie powyzszych wynikéw zdecydowano si¢ prowadzi¢ kolejne badania
rozdzielania wariantow mAb na ztozu POROS XS przy pH 6.

3.4 Wptyw PEG na adsorpcj¢ wariantow mAb na wybranych ztozach IEX

W niniejszej pracy proces chromatograficznego rozdzielania wariantoéw tadunkowych
mADb (procedura 2.4.6.1) potaczono z procesem stracania (procedura 2.4.8). W etapie stracania

srodkiem stracajacym byl PEG, ktory wplywa na site adsorpcji biatka w kolumnach
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chromatograficznych. Dlatego przeprowadzono badania nad wptywem obecnosci PEG na

adsorpcj¢ poszczegolnych wariantow mAb na wybranych ztozach chromatograficznych.

W tym celu przeprowadzono pomiary indywidualnych izoterm adsorpcji dla kazdego
z wariantow tadunkowych. Badania prowadzono w wybranych dla zt6z buforach wiazacych.
Dla POROS XQ (AEX) byt to TRIS-HCI pH 9.3, natomiast dla POROS XS (CEX) — 25 mM
bufor fosforanowy pH 6.0. Badania prowadzono z dodatkiem i bez dodatku 4% m/v PEG
w roztworze, dla materialu wyjSciowego zawierajacego: 37% av, 42% mv oraz 21% bv
I wykonano je zgodnie z procedurami 2.4.1, 2.4.2 oraz 2.4.5. Na rys. 16, ktory przedstawia
otrzymane w badaniach wyniki, stwierdzono po ich analizie, ze w przypadku ztoza AEX (rys.
16.A) obecnos¢ PEG powoduje obnizenie sity adsorpcji av, nieznacznie wplywa na adsorpcje¢
wariantOw mv oraz znaczgco wzmacnia sit¢ adsorpcji bv. Odwrotng zaleznos¢ zaobserwowano
dla ztoza CEX (rys. 16.B), na ktorym sita adsorpcji bv znaczaco zmalata, natomiast wrosta sita
adsorpcji mv oraz av. Wyniki otrzymane dla obu zt6z wskazuja na zmniejszenie réznic
pomiedzy powinowactwem adsorpcyjnym poszczegdlnych wariantow, a tym samym na

zredukowanie selektywnosci separacji.
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Rys. 16 Indywidualne izotermy adsorpcji wyznaczone dla wariantow mAb z dodatkiem oraz bez
dodatku 4% m/v PEG, gdzie i = av, mv, bv. A) POROS XQ, pH 9.3, B) POROS XS, pH 6.0.
Materiat wyjsciowy zawierat: 37% av, 42% mv oraz 21% bv. C; — stgzenie rOwnowagowe i-tego
wariantu mAb w supernatancie; gq; — stezenie réwnowagowe i-tego wariantu mAb w fazie
zaadsorbowanej.

Zaobserwowany efekt mozna thumaczy¢ réznicami rozpuszczalnosci wariantoéw w pH 9.3
oraz pH 6.0. W roztworze pozbawionym $rodka stracajacego rozpuszczalno$¢ wariantow
fadunkowych mAb jest wysoka, przez co roznice w rozpuszczalnosci pomiedzy
poszczegolnymi wariantami IgG1l nie wplywaja na mechanizm wigzania si¢ ich na zlozu
chromatograficznym. Przy dodatku srodka stracajacego (PEG) do buforu rozpuszczalno$é

wariantow maleje. W pH powyzej pl wariantow mAb najwyzsza rozpuszczalnos¢ wykazuja av,
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poniewaz w warunkach tych posiadaja one najwigkszy tadunek ujemny. Jednoczesnie bv w tym
samym pH wykazuja najnizszy tadunek wypadkowy czgsteczki, czego nastgpstwem jest
ostabienie oddziatywan elektrostatycznych pomigdzy czasteczkami biatka i obnizenie ich
rozpuszczalnosci. Przy obnizeniu rozpuszczalno$ci bv wykazuja najwyzsze powinowactwo do
fazy stacjonarnej i adsorbuja si¢ Silniej. Warianty kwasowe bedac najlepiej rozpuszczalnymi
w tych warunkach majg wigksze powinowactwo do fazy ruchomej, jednoczesnie majg
najnizsza site adsorpcji z wariantow mAb na AEX, co zobrazowano na rys. 16.A. Po dodaniu
PEG do roztworu o pH ponizej pl wariantbw mAb sytuacja jest odwrotna. Najlepsza
rozpuszczalno$¢ wykazujg wtedy bv, ktore majg w takim pH najwyzszy tadunek dodatni.
Obnizong rozpuszczalno$¢ wykazujg jednoczesnie av oraz mv. Szczegdlnie duze obnizenie
rozpuszczalnosci dla av sprawia, ze wykazuja one wyzsze powinowactwo do fazy stacjonarnej,

co przedstawiono narys. 16.B.

3.5 Redukcja av w polgczonym procesie chromatografii i stragcania

Badania nad selektywnym procesem strgcania wariantéw tadunkowych mADb,
prowadzone przez mgr. inz. Tomasza Rumanka, bgdace podstawa publikacji [66] oraz jego
rozprawy doktorskiej wykazaty, ze pomimo wysokiej efektywnosci tej metody, posiada ona
ograniczong selektywno$¢ rozdzielania wariantow. Natomiast gtowna wada metod
chromatograficznych rozdzielania wariantow jest ich ograniczona produktywno$¢, limitowana
pojemnoscia chtonng ztoza chromatograficznego. W celu wykorzystania zalet obu metod w tej
pracy potaczono proces selektywnego stracania z metoda rozdzielania wariantéw za pomoca
chromatografii AEX. Badania opisane w tym rozdziale stanowig podstawe publikacji [68],
patentu [101], niniejszej rozprawy doktorskiej oraz rozprawy doktorskiej mgr inz. Tomasza

Rumanka.

W przedstawionych w tym rozdziale badaniach analizowano mozliwo$¢ redukcji
zawartosci av w materiale wyjsciowym mAb do +25% m/m w gotowym produkcie. Warto$¢ ta
zostata zatozona zgodnie z protokotem otrzymanym od producenta materiatu biologicznego.
Wyniki badan [47, 57] wykazaly, Zze av ponizej 25% w materiale biologicznym nie wplywa na

pogorszenie whasciwosci farmakokinetycznych i farmakodynamicznych leku biologicznego.

W ramach badan dotyczacych niniejszej pracy doktorskiej sformutowano model
dynamiki kolumny oraz zaprojektowano proces AEX w warunkach przetadowania masowego,
majacy na celu redukcje av z materiatu wyjSciowego mAb. Okreslono 1 zoptymalizowano
potaczenie procesu chromatograficznego oraz procesu strgcania (rys. 18). Badania

eksperymentalne dotyczace procesu stracania wariantow tadunkowych mAb, sformutowanie
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modelu matematycznego dla tego procesu oraz ich weryfikacje przeprowadzit mgr inz. Tomasz
Rumanek [66]. W ramach pracy doktorskiej mgr inz. Tomasza Rumanka przeprowadzono
rowniez koncowe obliczenia numeryczne dotyczgce wydajnosci i efektywnosci polaczonego
procesu redukcji av z materialu wyjSciowego, a otrzymane wyniki zaprezentowano na rys. 19

— 20. Pozostate badania i obliczenia zostaly wykonane w ramach niniejszej pracy doktorskie;j.

3.5.1 Projektowanie procesu AEX — formutowanie i weryfikacja modelu dynamicznego

W celu zaprojektowania potagczonego procesu chromatografii i stracania przyjeto model
izotermy CPA, réwnania 7 — 10 (sekcja 1.5.3). W porownaniu z izotermg SMA, ktorg
zastosowano w publikacji [86] model ten jest duzo doktadniejszy w przewidywaniu ksztattow
pikow chromatograficznych oraz wydajnosci rozdzielania wariantow mAb na ztozu AEX.
Model izotermy CPA potaczono z modelem kinetyczno-dyspersyjnym dynamiki kolumny

(réwnania 1, 2) oraz warunkami poczatkowymi i brzegowymi (réwnania 3, 4A — 4C).

W modelu izotermy CPA nalezy wyznaczy¢ nastgpujace wspotczynniki: statg rownowagi
Ke oraz wspoélczynniki interakcji pomigdzy czasteczkami biatka. Sg to wspodtczynniki
okreslajace interakcje pomigdzy czasteczkami tego samego biatka, B;; lub pomiedzy
czgsteczkami réznych biatek (np. r6znymi wariantami mAb) — B;;. Wartosci B;; oszacowaé

mozna za pomocg rownania 20:

B;; = \/By;B;;, gdzie i,j = av, mv, bv 20)

Zaklada sig, ze interakcje migdzyczgsteczkowe sg symetryczne, czyli B;; = Bj;. Przy
pierwszej probie estymacji liczba parametrow modelu okazala si¢ niewystarczajaca do
doktadnego opisania profili st¢zenia wariantow. Z tego powodu zwigkszono liczbg parametréw
o jeden, wiaczajac w to kazdy z indywidualnych parametrow, okreslajacych oddziatywania
pomiedzy réznymi czasteczkami: Bgy,mys Baypys Bmypy. PO 0szacowaniu warto$ci tych
parametrow za pomocg rownania 20, wspotczynnik okreslajacy interakcje miedzyczasteczkowe
pomiedzy wariantami fadunkowymi av i mv, By, ,,,,, 0dbiegat znacznie od warto$ci okreslone;

rownaniem 20 1 nalezato go estymowac niezaleznie.

W celu okreslenia parametrow: K,, By, avy Bmymvr Bov,pvs Bay,my 01z kg, zastosowano
metode dopasowania do piku (IM, sekcja 1.5.4). Jako dane eksperymentalne, wykorzystano do
oszacowania powyzszych parametrow profile stezenia wariantow tadunkowych mADb, uzyskane
dla dwoch materiatdbw wyjsciowych o réznej zawartosci av (tabela 4), zgodnie z procedura

rozdzielania wariantow mAb za pomoca AEX (procedura 2.4.6.1).
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Tabela 4. Wyestymowane warto$ci parametréw izoterm adsorpcji mAb w obecnosci oraz bez obecnosci PEG.

PEG % m/V Ke (') Bav,av (') Bmv,mv 103 (') Bbv,bv 103 (') Bav,mv (') ki (pH 93) (S-l)

0 722 | 0.67 71.4

-4
4 938 | 105 1.11 3.05 552 1.71 10

Otrzymane wartos$ci parametrow modelu przedstawiono w tabeli 4. Ze wzgledu na
uproszczenia, ktore zostalty wprowadzone w modelu izotermy CPA, przedstawione parametry
nalezy traktowaé jako wspotczynniki matematyczne, nie za§ jako rzeczywiste warto$ci

parametréw oddziatywan miedzyczasteczkowych.
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Rys. 17 Profile stezenia wariantow tadunkowych mAb po elucji z kolumny AEX dla A) materiatu
wyjsciowego Ureed,av = 38%, Cinj = 19.3 mg ml-!; B) materiatu wyjsciowego Ureed,av = 59%, Cinj
= 25.8 mg ml!; C) materiatu wyjSciowego Ureeq,av = 59%, z dodatkiem 4% m/v PEG w buforze
wigzacym, Cinj = 26.3 mg ml-1. Q = 0.5 ml min-?, Vi, = 10 ml. Symbole — dane eksperymentalne;
linie — dane pochodzace z symulacji.

Wyniki otrzymane z symulacji oraz odpowiadajace im badania eksperymentalne
przedstawiono na rys. 17. Zaprezentowano profile stezen wariantow mAb we frakcji
przepltywowej (F1), ktéra eluowana jest wraz z buforem wigzacym pH 9.3 na etapie tadowania
probki oraz frakcji zwigzanej (F2) eluowanej gradientem liniowym pH od pH 9.3 do 5.5.
Wydajnosci poszczegdlnych frakcji oraz sktady wariantow w rozdzielonych frakcjach oraz
materiale poczatkowym przedstawiono w tabeli 5. Materiat wyj$ciowy Ureed,av = 38% 0 masie
193 mg mADb rozdzielono na dwie frakcje, w ktorej F1 stanowita frakcje zubozong w av i ich
zawarto$¢ wyniosta Ur1av = 13% natomiast F2 stanowita frakcje wzbogacong w te warianty,

0 zawarto$ci Ur2,av = 53%.

Wyniki przedstawione na rys. 17 swiadcza o dobrym dopasowaniu modelu do danych
doswiadczalnych. Symulacje z duza doktadnoscia odtwarzaja ksztalty profili stezenia
poszczegbdlnych wariantdw. Wydajnosci eksperymentalne oraz wydajnosci obliczone
z wynikéw symulacji rowniez sg zblizone, co przedstawia tabela 5. Roznice pomig¢dzy

przewidywanymi a eksperymentalnie okre§lonymi wydajno$ciami nie przekroczyty 4%.
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Tabela 5. Sktad wariantow mAb we frakcji przeptywowej (F1) oraz zwigzanej (F2) dla roznych materiatdw
wyj$ciowych (Feed) po rozdzieleniu na ztozu AEX. Eksp. —dane eksperymentalne, Sym. — symulacje, Ur;— udziat

i-tego wariantu we frakcji, Y — wydajnos¢ frakcji obliczona dla wszystkich wariantow.

Materiat Ureed.av 38% 59% 59% z dodatkiem 4% PEG
e Uri% m/m Y% Uri% m/m Y% Uri% m/m Y%
avimv|bv| %m/m |av|mv|bv| %m/m | av | mv | bv % m/m
Feed 38|45 |17 - 59136 |5 - 50 | 35 | 6 -
- Eksp. 13|57 |30 46 38(53|9 72 47 | 44 | 9 70
Sym. 13|56 | 31 46 36(55|9 73 48 | 43 | 9 72
2 Eksp. 531389 52 7812111 26 73123 | 4 29
Sym. 5113910 53 8018 2 25 73124 | 3 28

Aby okresli¢ wptyw PEG na selektywno$¢ chromatograficznego rozdzielenia wariantow
mADb, Feed zostal wzbogacony o 4% m/v PEG (rys. 17.C). W ten sposdb odwzorowywano
sktad rozpuszczonego osadu po procesie stracania, ktory byt pézniej doczyszczany za pomoca
AEX. Nastgpnie wyestymowano parametry modelu, ktore zostaty uzyskane dla roztworoéw bez
PEG, tak aby dopasowa¢ symulacje do danych eksperymentalnych, ktére otrzymano
rozdzielajac chromatograficznie Feed z dodatkiem PEG. Otrzymane profile st¢zen zostaty
przedstawione na rys. 17.C oraz w tabeli 4. W przedstawionych powyzej oraz w rozdz. 3.4
badaniach okreslono, ze dodatek $rodka stracajacego, ktorym byt PEG ma negatywny wplyw
na proces adsorpcji wariantow na ztozu AEX oraz ich elucj¢ z kolumny chromatograficzne;j
w warunkach duzego obcigzenia masowego zloza chromatograficznego, co potwierdzajg
wyniki przedstawione w tabeli 5. Dlatego tez konieczne jest usunigcie PEG z roztworu przed
wprowadzeniem roztworu biatka po procesie stracania do kolumny chromatograficznej. PEG

usuwano przy uzyciu chromatografii CEX w trybie bind-and-elute zgodnie z procedurg 2.4.7.

Wyniki obliczenh matematycznych uznano za wystarczajaco dokladne dla wszystkich
testowanych warunkow (rys. 17, tabela 5), przez co model moégt by¢ wykorzystany do

zaprojektowania potaczenia AEX z procesem stracania.

3.5.2 Weryfikacja modelu dla potaczenia AEX oraz stracania

W celu okreslenia optymalnej konfiguracji potaczenia AEX i stragcania, model dynamiki
AEX opracowany w niniejszej pracy rozwigzywano jednoczesnie z modelem rownowagowym
procesu strgcania opracowanym w pracy [66]. Przed jego wykorzystaniem model potgczonych
procesow zweryfikowano poprzez eksperymentalng realizacj¢ rozdzielania wariantow mAD
w sekwencji PREC-AEX i AEX-PREC dla materialu zawierajacego Ureedav = 38%. W tym
przypadku przyjeto, ze maksymalna akceptowalna zawartos¢ av w produkcie moze wynosi¢

25%. Odpowiada to 34% redukcji wariantow av w odniesieniu do materiatu wyjsciowego. AEX
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byla limitujacym etapem w polaczeniu obu proceséw, co wigzato si¢ z ograniczong
produktywnoscig tego procesu. Tym samym integrujagc AEX z PREC minimalizowano udziat

AEX w calym procesie.

W uktadzie PREC-AEX najpierw przeprowadzono proces stracania materiatu
biologicznego w 50 mM buforze octanowym, pH 5, z wykorzystaniem buforu stracajacego, tj.
50 mM buforu octanowego, pH 5, z dodatkiem 50% PEG m/v, zgodnie z procedurg 2.4.8.
Supernatant traktowano jak gotowy produkt, natomiast osad kierowano do dalszego
oczyszczenia za pomoca AEX. Poniewaz po procesie stragcania material ten zawieral znaczne
ilosci PEG, co, jak wspomniano powyzej, zaktocato przebieg procesu chromatografii AEX,
nalezato go wczesniej usung¢ z roztworu. Proba usuniecia PEG za pomocag filtracji nie powiodta
si¢, poniewaz polimer ten blokowat pory membrany filtracyjnej. W zwigzku z tym, w celu
efektywnego usunigcia pozostatosci PEG z roztworu biatek po ich stragceniu, wykorzystano
chromatografiec CEX (procedura 2.4.7 i 2.4.6.1). Operacji usuwania PEG z roztworu po
strgcaniu nie optymalizowano. Mozliwe, ze mozna poming¢ ten etap dzieki zoptymalizowaniu

parametréw membrany filtracyjnej lub warunkow plukania osadu.

Udzial wariantow tadunkowych mAb, wydajno$¢ kazdego z procesow jednostkowych
oraz potaczonego procesu PREC-AEX zostaly wyznaczone na podstawie analizy stezenia
produktu stracania i rozdzielenia za pomocg AEX. Wyniki, ktore otrzymano eksperymentalnie
porownano z danymi uzyskanymi z modelu numerycznego potaczonego procesu
I przedstawiono je w tabeli 6.

Tabela 6. Poré6wnanie sktadu wariantow tadunkowych mAb w supernatancie (S) i osadzie (P)

oraz wydajnosci otrzymanych eksperymentalnie 1 numerycznie po polaczeniu modelu
dynamicznego AEX z réwnaniami bilansu masy dla PREC. Pro — produkt, Waste — odpad.

PREC AEX Potaczenie (PREC-AEX)
Frakgja Uri% m/m Y% Frakeja Uri % m/m Y% Frakeja Uri % m/m Y%
av|mv|bv| % m/m av | mv|bv| % m/m av | mv|bv| % m/m
Feed [39|45 16 - P 4914110 - Feed 39|45 |16 -
Eksp. S 26| 51|23 63 F1 26|56 |18 48 Pro 26|52 |22 82
Sym. 26|52 |22 63 24157119 48 25|54 |21 82
Eksp. 49141 |10 37 64|32 | 4 48 6432 | 4 15
Syrr?. Prsi30 (10| 37 F2 63325 52 | Vot [e3la1 6| 18

Poniewaz predykcje modelu i dane eksperymentalne byty zblizone, model wykorzystano
do obliczenia wydajnosci réznych konfiguracji procesow jednostkowych w potaczonym

procesie oczyszczania wariantow tadunkowych.

Rozwazone zostaty dwie opcje: w opcji I zawartos¢ av w materiale mAb zredukowano
0 62%, za$ w opcji II 0 34% (np. w przypadku opcji I dla materiatu wyjsciowego zawierajgcego
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39% av, w produkcie otrzymano 15% av; w opcji 1l: z 39% av oczyszczono materiat do 25%
av). Realizacja opcji I (rys.18.A), w ktorej zatozono wigksze wymagania dotyczace stopnia

redukcji av stanowita bardziej wymagajacy przypadek, w porownaniu z opcja II (rys.18.B).
3.5.3 Optymalizacja potagczonego procesu oczyszczania mAb

Optymalna konfiguracja i kolejno$¢ proceséw jednostkowych zalezata od zatozonego
poziomu redukcji av oraz poczatkowej zawartosci tych wariantéw w materiale wyjsciowym
mADb (Feed).

Rys. 18 Zoptymalizowana konfiguracja potaczonych procesow PREC i AEX. A) opcja I; B) opcja
Il. Feed — materiat wyjsciowy mAb; F1 frakcja przeptywowa AEX zubozona w av; F2 frakcja
zwigzana AEX wzbogacona w av; S supernatant po procesie strgcania; P osad po procesie
strgcania, Waste — odpad.

Wykonano symulacje dla réznych sekwencji proceséw dwuetapowych 1 trojetapowych
I pordownano otrzymane wydajnosci, tj. AEX — PREC, PREC — AEX, PREC — AEX — PREC,
AEX — PREC - PREC, PREC — PREC — AEX. Analizowano ww. potaczenia obu procesoOw
wraz z proba oczyszczania roznych frakcji zarowno chromatograficznych, jak i otrzymanych
W procesie strgcania. Optymalne pod wzgledem wydajnosci konfiguracje procesow
jednostkowych w potaczonym procesie oczyszczania wariantow mAb przedstawiono na rys.
18.

Symulacje matematyczne prowadzono przy zatozeniu roznych skladéw materiatu
wyjsciowego mADb (Feed). Zmiana sktadu i warto$ci przetadowania kolumny AEX wptywata
na selektywno$¢ i efektywnos$¢ procesu. Wzrost zawartosci av powodowal obnizenie

wydajnosci AEX, co wynikato z nakladania si¢ pikow pomiedzy av z pikiem pozostatych
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wariantow tadunkowych mAb (mv i bv). Podobne zmiany w wartosciach wydajnosci
zaobserwowano rowniez w procesie strgcania [66]. W obliczeniach zalozono, ze proces
strgcania ma nieograniczong produktywno$é, poniewaz byla ona determinowana tylko
wielkoscig reaktora. Poniewaz zawarto$¢ av W supernatancie po procesie stragcania miescila si¢
w wymaganym przedziale akceptacji +25% (tab. 6), w celu zwigkszenia wydajnosci
potaczonego procesu zdecydowano si¢ doczyszczaé otrzymywany osad, ktory pomimo
wzbogacenia w av do Up.ay = 49% (tab. 6), zawieral rowniez duze ilosci mv, Upmv =41% i by,
Up,ov = 10%, wigc nie mogt by¢ traktowany jako odpad (Waste). Jednocze$nie w procesie AEX
mozliwe bylo wzbogacenie F2 w av do zawartosci Uay ~ 80% (tab. 5), co zapewnialo wymagane
zwickszenie wydajnosci 1 efektywnosci potaczonego procesu, dlatego zdecydowano si¢
traktowaé otrzymang frakcje jako Waste, za§ F1 kierowa¢ do dalszego doczyszczenia za

pomoca procesu stracania.

N\

/om/m

B)

600

Y% m/m

Feed av

Rys. 19 Ilustracja efektywnos$ci oczyszczania wariantow tadunkowych mAb w polaczonym
procesie AEX-PREC, dla opcji |I. A) Zalezno$¢ E (efektywno$¢) wzgledem zawartosci av
w roztworze Feed, Ureed,av, B) Wykres 3D, przedstawiajacy zalezno$¢ Ureed,av, E Oraz Y pomigdzy
potaczonym procesem AEX-PREC i niezalezng AEX.

Na rys. 19 przedstawiono wyniki otrzymane dla opcji | w formie zalezno$ci pomigdzy
zawartos$cig av W roztworze poczatkowym, Ureed av, €fektywnoscig procesu, E, wyrazong w mg
produktu na ml ztoza w procesie chromatograficznym i wydajnoscia operacyjna, Y, liczong za
pomoca rownania 15 1 wyrazong w %. Parametr E, ktory wyraza efektywnos$¢ procesu jest
szczegolnie wazny dla procesOw chromatograficznych, poniewaz czesto pojemnos¢ chtonna
716z chromatograficznych jest niska. Z tego powodu w celu zwigkszenia efektywnos$ci procesu
stosuje si¢ w technikach chromatograficznych kolumny o duzych objetosciach lub zwigksza si¢

ich liczbe w realizowanym procesie oczyszczania.

Na wykresie ilustrujagcym zaleznos$¢ efektywnosci procesu wzgledem udzialu av
I wydajnosci operacyjnej (rys. 19.B), mozna stwierdzi¢, ze redukcja av o pozadany stopien

oczyszczenia (ok. 60%) przy udziale niezaleznej AEX jest mozliwa, ale jedynie w niskich
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zakresach E = 100 — 350 mg ml,..,. Polaczenie AEX ze stracaniem, w konfiguracji
przedstawionej na rys. 18.A, umozliwito poprawe E do 600 mgmly... dla najwyzsze;
zawarto$ci av w materiale mAD, tj. Ureedav = 50%. Zastosowanie wyzszego przetadowania
kolumny AEX biatkiem bylo mozliwe dzigki zredukowaniu av w materiale biologicznym przy
wykorzystaniu procesu stracania. Wydajnos¢ potaczonego procesu wzgledem niezaleznej AEX
byta 20% wyzsza, przy redukcji av z materialu o wysokiej zawartosci tych wariantow, Ureed,av
= 50%. Dla niskich zawartosci av w Feed, ok. 30% av, efektywnos¢ procesu potaczonego w
sekwencji AEX-PREC byta wyzsza niz dla niezaleznej AEX, od 50 do 250 mg ml_;} ... Dla obu
opcji wydajnos¢ redukcji av byta na podobnym poziomie, wynoszacym ok. 60%.

900+ Y% m/m
82.0
800 1 83.0
s 84.0
8 85.0
P 86.0
5] 700 871 D PREC-AEX-PREC
o0 88.1 D niezalezna AEX
g 89.1
= 600 -90.1 D PREC-PREC-PREC
500 T T T T 2 S e
40 42 44 46 48 50 2y %“\\'L\o
U % m/m

Feed,av

Rys. 20 Ilustracja efektywnos$ci oczyszczania wariantow tadunkowych mAb w polaczonym
procesie PREC-AEX-PREC, dla opcji Il. A) Zalezno$¢ E wzgledem zawarto$ci av w roztworze
Feed, Ureed,av, B) wykres 3D, przedstawiajacy zalezno$¢ pomiedzy Ugeed,av, E Oraz Y potaczonego
procesu PREC-AEX-PREC, w pordéwnaniu z niezalezna operacja AEX i trojstopniowym
stracaniem. E= n/a — nie dotyczy, efektywno$s¢é PREC nie jest niczym limitowana.

Redukcje av w opcji I1, czyli o ok. 30% wzgledem ich poczatkowej zawartosci, osiagnieto
dla konfiguracji procesow jednostkowych: PREC-AEX-PREC (rys. 18.B). Takie potaczenie
procesOw przewyzsza niezalezng operacje AEX pod wzgledem efektywnosci procesu o 100%
dla Feed o najwyzszej zadanej zawartosci av, Ureedav = 50%. Dla materiatu o najnizszym
zadanym udziale tych wariantow, Ureedav = 40%, E byla o 50% wyzsza niz dla niezaleznej
AEX. Konfiguracja ta okazala si¢ rowniez lepsza pod wzglgdem wydajnosci, ktérag mozna
uzyska¢ za pomocg trojstopniowego procesu selektywnego stragcania av (PREC-PREC-PREC).

Wyniki otrzymane dla polaczonego modelu w opcji II przedstawiono na rys. 20.

Dla materiatow mAb, w ktérych zawartos¢ poczatkowa av wynosita: Ureed,av = 30 — 35%,
efektywno$¢ niezaleznej AEX lub trojstopniowego stracania byla poréwnywalna do
potaczonego procesu PREC-AEX-PREC. Redukcja av w opcji 1l dla takich materiatlow przy
wykorzystaniu AEX, zapewniata wydajno$¢ do 90%, przy efektywnosci 700 — 900 mg ml;s. ..
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Potagczenie procesoOw chromatografii i stracania dla materialdow o niskiej zawartosci av

i redukcji av 0 nizsze wartosci (ok. 30%) nie dawato znaczacych korzysci.

3.6 Wydzielanie poszczegolnych wariantéw mAb

3.6.1 Koncepcja procesu

W Zadnym z analizowanych przypadkéw, czyli niezaleznym procesie AEX, niezaleznym
procesie stracania oraz w procesie potgczonym nie udato si¢ rozdzieli¢ wszystkich wariantow
mAD na pojedyncze frakcje. W tym celu opracowano procedure rozdzielania wariantow mAb,
ktora opierata si¢ na potaczeniu kolumn CEX oraz AEX w warunkach ich wysokiego

przetadowania masowego.

W badaniach udowodniono [97-98], Ze zastosowanie gradientu pH jest duzo
skuteczniejsze, gdy wykorzystuje si¢ go do oddzielania wariantu najsilniej wigzacego si¢ z fazg
stacjonarng. W badaniach przedstawionych w tym rozdziale gradient pH dostosowano tak aby
warianty mAb najsilniej zwigzane ze ztozem chromatograficznym nie wymywaty si¢ wraz
z wariantami stabiej zwigzanymi ze ztozem. Desorbowano je kolejno w zaleznosci od

stosowanej chromatografii IEX buforem o nizszym lub wyzszym pH od buforu

wymywajacego.

W przyjetym schemacie separacji nie wystepuje odpad (Waste). Wszystkie eluaty sa
produktami. Udziaty (czystos¢, U) kazdego z wariantow w okreSlonej frakcji/produkcie

obliczano zgodnie z réwnaniami 16-17.

3.6.2 Dobor warunkoéw prowadzenia procesu CEX

Rozdzielanie wariantbw mAb za pomocg chromatografii CEX prowadzono
z wykorzystaniem ztoza POROS XS, ktore w badaniach opisanych w sekcji 3.3 wykazywato
dobra efektywno$¢ separacji bv od pozostaltych wariantow mAb. We wstepnych
eksperymentach zastosowano rézne gradienty pH, aby podzieli¢ zwigzang mas¢ biatka na
frakcje zubozone lub wzbogacone w bv. Rys. 21 przedstawia rozne testowane gradienty wraz
Z profilami stezenia kazdego z wariantow mAb. Po przeanalizowaniu profili st¢zen wariantow
mADb wybrano bufor desorbujacy pH 6.8 dla pierwszego z etapow gradientu w celu uzyskania
stabo zwigzanej frakcji zubozonej w bv, za$ bufor o pH 9.0 stanowit drugi bufor desorbujacy,

ktorym desorbowano frakcje wzbogacong w bv.

68



Rys. 21 Eksperymentalne profile stezenia wariantow mAb dla réznych testowanych gradientow
pH, Vinj = 10 ml, wigzanie mAb oraz mycie kolumny wykonywano przy pH = 6.0. A) Cinj = 9.7
mg ml-!, gradient liniowy od pH 6.0 do 9.0, B) Cinj = 9.6 mg ml-?, gradient skokowy od pH 6.0
do 6.8, kolejno gradient liniowy od pH 6.8 do 9.0, C) Cin; = 8 mg ml-!, gradient skokowy od pH
6.0 do 8.0, kolejno gradient liniowy od pH 8.0 do 9.0. Sktad wariantow w Feed wyrazony jako
av/mv/bv w % m/m: A) 42/42/16; B) 38/46/16, C) 26/58/16. Zielona linia oznacza zadany gradient
pH.

3.6.3 Formulowanie modelu dynamiki CEX

W celu kalibracji modelu, tzn. wyznaczenia jego parametréw dla wybranych etapow
gradientu pH, czyli wprowadzania probki oraz mycia kolumny w pH 6.0, desorpcji przy pH 6.8
oraz desorpcji przy pH 9.0 wykorzystano zmienne st¢zenia wariantéw dla roznych materiatow
wyj$ciowych mAb. Warunki separacji uzyte do kalibracji modelu przedstawiono w tabeli 7.
Tabela 7. Zawarto$¢ wariantow mAb we frakcjach uzyskanych w CEX, wykorzystanych do

kalibracji modelu. Probke (Feed) wprowadzano w objetosci Vinj = 10 ml przy pH 6.0, desorpcja
F1 przy pH 6.8, desorpcja F2 przy pH 9.0.

Cin 3 4.5 5.3 7.8
mg ml
Ladowanie 26 50 73

Mgmab Ml
U%mm' av |mv |bv| Y% |av|mv |bv| Y% | av|mv|bv| Y%

Feed 10 | 48 | 42 - 5 | 43 | 52 - 25 | 62 | 13 -
F1 Eksp. | 15 | 57 | 28 | 74 9 | 48 |43 | 84 |26 | 65| 9 45
Sym. 15164 | 21 | 68 6 |50 |44 | 8 | 27| 65| 8 46
£ Eksp. 2 |21 |77 | 26 0 2 |98 | 16 2 139 |59 ] 55
Sym. 0 | 13 | 87 | 32 0 6 |94 15 2 | 37 | 61| 54

W tabeli 7 przedstawiono rowniez eksperymentalne 1 symulowane sklady oraz
wydajnosci frakcji eluowanych przy pH 6.8 (F1) oraz 9.0 (F2). Mas¢ wprowadzanej probki

przeliczano na 1 ml upakowanego w kolumnie ztoza chromatograficznego i wyrazono w mgman

-1

ml_;.

Wspodtezynniki modelu, ktorym byl model TD potaczony z modelem izotermy CPA,
wyznaczono dopasowujac symulacje do danych eksperymentalnych za pomoca procedury
optymalizacyjnej, identycznej jak opisana w sekcji 3.5.1. Warto$ci otrzymanych parametrow

przedstawiono w tabeli 8. Podobnie jak w modelu opisanym w rozdz. 3.5.1 uzyskane wartosci
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traktowa¢ nalezy jako dane empiryczne, pozwalajagce na odtworzenie efektywnosci
rozdzielania. Nie moga one odzwierciedla¢ rzeczywistego mechanizmu adsorpcji, co

spowodowane jest ztozonos$cig mechanizmu retencji wariantow w kolumnie jonowymienne;.

Tabela 8. Wyestymowane warto$ci parametrow modelu dla CEX.

Wyestymowane parametry | Ladowanie pH 6 | Elucja pH 6.8 | Desorpcja pH 9
Keay (-) 257 13.7
Kemv (-) 2990 184 6.85
Kepy (-) 264 2.74
Bavav (-) 1.94
Bmv.mv (-) 1.95
Bbv,ov (-) 1.39
Bav,mv (-) 2.21 2.51
Bavbv (-) 2.54
Bmv,av (-) 1.9 1.86

Brmv,bv = Bov,mv (-) 1.65
Bbv.av (-) 1.64
Kav (s%) 2.26
kv (s 0.000227 0931
Kov (51 1.86 o18

3.6.4 Weryfikacja modelu dynamiki CEX

W celu weryfikacji modelu przeprowadzono rozdzielanie materialu mAb w uktadzie
wielokolumnowym. Wykorzystano sekwencje trzech kolumn CEX w uktadzie szeregowym,

ktory zaprezentowano na rys. 22.

Flcl Flc2 F1c3

Feed —> CEX1 CEX 2 TD CEX 3 TD
F2cl F2c2 F2c3

Rys. 22 Konfiguracja CEX wykorzystana do weryfikacji modelu i testu rozdzielania mAb. F —
frakcja; ¢ — kolumna.

Feed wprowadzono do pierwszej kolumny (CEX 1) i przemywano przy pH 6.0. Nastepnie
czgsciowo eluowano warianty mAb, za pomocg pH 6.8 i zbierano frakcje stabo zwigzang ze
ztozem kolumny (F1). Kolejno pozostate na kolumnie biatko desorbowano za pomoca pH 9.0
i zbierano frakcj¢ F2. Sktad frakcji okreSlano za pomocg analizy CEX-HPLC, a ich mase

wyznaczono poprzez pomiary ste¢zenia mAb za pomoca czytnika mikroplytek, uwzgledniajac
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ilo$¢ pobrang do analizy zawarto$ci wariantow oraz straty na probéwkach filtracyjnych. Frakcje
wymywang pH 6.8 doprowadzano do pH 6.0, zatezano do objetosci 10 ml i wprowadzano do
kolejnej kolumny (CEX 2). Sekwencj¢ powtdrzono w celu rozdzielenia biatka w trzeciej
z kolumn — CEX 3. Otrzymane wyniki, w ktorych okreslono zawarto§ci wariantow mAb
w kazdej z eluowanych frakcji oraz ich wydajno$ci w odniesieniu do materialu wyjsciowego

(Feed) poréwnano z wynikami symulacji w tabeli 9.

Tabela 9. Sktad wariantow mAb oraz wydajno$¢ frakcji uzyskanych w wielokolumnowym
uktadzie CEX zastosowanym do weryfikacji modelu dynamicznego

Ciny 7.3 4.4 2.6
mg ml
Ladowanie 36 22 13
Mgmab Mg CEX1 CEX 2 CEX3

Ui% mm av | mv |[bv | Y% |av | mv|bv | Y% |av|mv | bv|Y%
Feed 7| 42| 51 -| 11| 53| 36 -| 21| 63| 16 -
F1 | Eksp. 11| 53| 36 73] 21| 63| 16 60| 30| 67 3 45
Sym. 10| 54| 36 73| 23| 65| 12 60| 30| 68 2 46
F2 | Eksp. 0| 10| 90 27 2| 19| 78 40 5| 57| 38 55
Sym. 0 9| 91 27 1| 18| 81 40| 14| 56| 30 54

Frakcje mocniej zwigzane ze ztozem (F2) uzyskane z kolumn CEX 1 (F2cl) i CEX 2
(F2c2) byty mocno wzbogacone w bv. Catkowita wydajnos¢ wydzielenia bv byta obnizona
0 warianty, ktore pozostaty we frakcji F2¢3. Frakcja ta (F2¢3) posiadata ok. 40% bv, jednak
bylo to niewystarczajace by potaczy¢ ja z gotowym produktem bogatym w bv. Przedstawione
wyniki uzyskane w tym eksperymencie potwierdzity jednak mozliwo$¢ wydzielenia bv
w uktadzie wielokolumnowym CEX. Zgodno$¢ pomiedzy danymi doswiadczalnymi
a wynikami symulacji byta zadowalajaca, co oznaczato, ze model mogt by¢ uzyty do predykcji
rozdzielania wariantéw mAb w uktadzie wielokolumnowym CEX, w r6znych warunkach pod

wzgledem wprowadzanej do kolumny masy oraz zawarto$ci wariantow.

3.6.5 Dobor warunkow prowadzenia procesu AEX

Warunki rozdzielania wariantow mAb na ztozu AEX (POROS XQ), pozostaty takie same
jak w poprzednich badaniach przedstawionych w rozdziale 2.4.6.1. Biatko wprowadzano do
kolumny chromatograficznej przy pH 9.3 i czg$ciowo eluowano tym samym buforem
wigzacym, jako frakcje przeptywowa (F1). Pozostale mAb, zwigzane ze zlozem
chromatograficznym (F2) eluowano poprzez zmniejszenie pH fazy ruchomej.

W badaniach przedstawionych w tej czesci pracy bufor desorbujacy oraz jego pH
dostosowano tak, aby cata masa biatka zostata zdesorbowana z kolumny. Warunki wigzania

biatka w AEX dobrano w poprzedniej czesci pracy (rozdz. 3.2). Na rys. 23 przedstawiono
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testowe gradienty, ktore uzyto do optymalizacji warunkoéw desorpcji. Wystarczajaco silng
elucje uzyskano dla 50 mM buforu TRIS-HCI, pH 7.5. Pozwolito to na wyeliminowanie buforu
HIS, ktorego pozostatosci byty trudne do usunig¢cia z roztworu gotowego produktu za pomoca

probéwek filtracyjnych.

15 10 15 10 15 10

4 J 4 s
0 15 30 45 60 75

czas min czas min czas min

Rys. 23 Eksperymentalne profile stezenia wariantow mAb dla r6znych testowych gradientow pH.
Vinj = 10 ml, Cinj = 13 mg ml-?, bufor wigzacy i myjacy pH 9.3. A) Gradient liniowy od pH 9.3
do pH 8.9, kolejno gradient skokowy do pH 5.5, B) gradient liniowy od pH 9.3 do pH 8.8, kolejno
gradient skokowy do pH 5.5, C) gradient liniowy od pH 9.3 do pH 8.3, kolejno gradient skokowy
do pH 5.5. Zielona linia oznacza zadany gradient pH.

3.6.6 Formulowanie modelu dynamiki AEX

Wartosci parametrow modelu dla AEX uzyskane zostaly podczas obliczen oraz
eksperymentow przedstawionych w rozdz. 3.5. W przedstawionych w niniejszym rozdziale
badaniach warto$ci parametrow skorygowano pod wzgledem wykorzystywanego gradientu pH
(desorpcja przy pH 7.5) oraz upakowanych $wiezym zlozem kolumn AEX. Do estymacji
warto$ci parametrow modelu zastosowano profile stezenia wariantow, uzyskane w etapach
tadowania i mycia przy pH 9.3 oraz w etapie desorpcji przy pH 7.5. Otrzymane wyniki

przedstawiono w tabeli 10.
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Tabela 10. Wyestymowane warto$ci parametrow modelu dla AEX.

Wyestymowane parametry | Ladowanie pH 9.3 | Desorpcja pH 7.5
Kegav = Kegmv = Kegov (-) 722 65.5
Bavav (-) 0.675 35
Bumw,mv X10° (-) 1.11
Bov,ov X103 (-) 3.1
Bav,mv X10% (-) 2.74 6.24
Bavbv (-) 0.0453 0.103
Bmvav (-) 1.95 4.45
Brmv,ov = Bovmv X10° (-) 1.84
Bbv.av (-) 4.85 11.06
Kav (s%)
kv (%) 0.000169 0.00451
kov (s 0.00225

Rys. 24 przedstawia schemat rozdzielania materialu mAb w uktadzie wielokolumnowym,

ktory uzyto w celu weryfikacji modelu AEX.

Feed—>  AEX1 Flcl ) Apx2 fp AEX 3 f‘}
F2cl F2c2 F2c3

Rys. 24 Konfiguracja AEX wykorzystana do weryfikacji modelu i testu rozdzielania mAb. F -
frakcja; ¢ — kolumna.

Tabela 11. Sktad wariantéw mAb oraz wydajno$§¢ frakcji uzyskanych w wielokolumnowym

uktadzie AEX zastosowanym w weryfikacji modelu dynamicznego

Cin 4 58 34 19
mg ml
Ladowanie 580 340 190
Mgmap ml_)] AEX 1 AEX 2 AEX 3
Ui% av | mv | bv | Y% |av|mv |bv| Y% |av | mv |bv| Y%
Feed 48 | 36 | 16 - 37 | 44 | 19 - 17 | 56 | 27 -
= Eksp. 37 | 44 | 19 75 17 | 56 | 27 60 7 48 | 45 28
Sym. 35|45 | 20| 71 |17 | 55 | 28 | 55 6 | 52 | 42 | 23
o Eksp. |82 | 13 | 5 25 | 65| 27 | 8 40 | 23|59 |18 | 72
Sym. 80| 15| 5 29 | 60| 31| 9 45 |21 | 57 | 22 | 77

Roztwor mAb wprowadzany byt do kolumny AEX 1 (Feed) oraz czesciowo eluowany
przy pH 9.3. Uzyskano frakcje przeptywowa (F1) i frakcje zwigzang (F2), ktorg desorbowano
buforem o pH 7.5. Frakcje przeptywowe zatezano do statej objetosci Vinj = 10 ml (procedura
2.4.6.1) i wprowadzano do kolejnej z kolumn. Udzial wariantow we frakcjach oraz

rozdzielanym materiale, wydajnos$ci poréwnano z wynikami symulacji w tabeli 11. Po analizie
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otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze frakcje F2c1 i F2¢2 sg wzbogacone w av. Frakcja F1¢3
jest prawie pozbawiona av (Uricz = 7%), jednoczesnie zawiera mv i bv o zblizonym udziale.
AEX umozliwia wydzielenie av z mieszaniny wariantow, przy bardzo duzych przetadowaniach
kolumny, nawet do 600 mg na 1 ml kolumny. Nie mozna za jej pomocg jednak rozdzieli¢ mv
i bv.

Zgodno$¢ pomiedzy danymi eksperymentalnymi a symulacjami byla zadowalajgca

W zwigzku z czym model ten mégt by¢ uzyty do przewidywania procesow AEX.

3.6.7 Okreslenie warunkow operacyjnych za pomoca predykcji numerycznych

Model zostal uzyty do wyznaczenia efektywnos$ci rozdzielania wariantow. Obliczenia
wykonano dla gradientow pH wybranych w przedstawionych powyzej badaniach
eksperymentalnych oraz materialdow wyjsciowych mAb o ré6znym sktadzie wariantow, ktore
przedstawiono w tabeli 12. Materiat H-av oznacza material referencyjny o najwyzszej
zawartosci av, H-mv to materiat o najwyzszej zawartosci mv, a H-bv to materiat o najwyzszej
zawarto$ci bv.

Tabela 12. Sktad materiatlow wyjsciowych mAb wybranych do badania separacji za pomoca
potaczenia CEX i AEX.

Ureed,i % i-tego wariantu mAb
av mv bv
H-av* 48 36 16
H-mv 24 60 16
H-bv 24 36 40

*materiat dostarczony przez firme¢ Polpharma Biologics

Dla kazdego z materiatlow przedstawionych w tabeli 12 przeprowadzono symulacje
rozdzielania wariantow mAb dla r6znych konfiguracji kolumn. Podczas obliczen oraz badan
eksperymentalnych przyjeto zasade, w ktorej kazdy z wariantow tadunkowych mAb stanowié
miat osobny produkt. Nalezalo go wydzieli¢ z mozliwie najwyzsza wydajnoscig oraz
czystoscig. Jednoczesnie niepozadane bylo otrzymanie odpadu (Waste), na ktorymkolwiek
Z etapow. Wykonujac obliczenia przebadano materialy o réznym skladzie poczatkowym.
Kolejno sprawdzano nastepujace konfiguracje: AEX-AEX-CEX, CEX-AEX-AEX, CEX-
CEX-AEX, CEX-CEX-AEX-AEX, CEX-CEX-AEX-AEX-AEX, kierujac rézne strumienie do
kolejnej kolumny IEX (frakcje wzbogacone w okreslony wariant pozostawiano jako czgs¢
gotowego produktu, zas pozostate kierowano do dalszego oczyszczenia). Konfiguracje AEX-
CEX-AEX lub CEX-AEX-CEX odrzucono na wstepnym etapie badan, ze wzgledu na
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konieczno$¢ wielokrotnej wymiany buforéw i doprowadzania biatka do odpowiedniego pH, co

powoduje znaczne wydluzenie czasu trwania procesu oraz duze straty masy mAb.

Zaréowno dla modelu CEX, jak i AEX sprawdzano wydajnos¢ procesu przy
wprowadzaniu objetosci biatka odpowiadajacej strumieniowi frakcji zbieranej bezposrednio
zwylotu kolumny chromatograficznej. Otrzymano w ten sposob produkt o nizszej
selektywnosci oraz wydajnosci, przez co zdecydowano si¢ zateza¢ probke mAb wprowadzang
do kolumny AEX do objetosci 10 ml. W przypadku CEX nie stwierdzono r6znic w zaleznosci
selektywnosci rozdzielania od objetosci probki, dla ktorej uzyskano najlepsza selektywnosé
rozdzielania wariantow, co spowodowane jest catkowitym wigzaniem mAb na zlozu
chromatograficznym w trakcie tadowania. Jednak fadowanie probek o duzych objeto$ciach jest

czasochtonne, dlatego i w tym przypadku zastosowano objetos¢ tadowania 10 ml.

Rys. 25 przedstawia schemat dla potaczen CEX i AEX, ktére wybrano jako najbardziej
efektywne pod wzgledem czystosci i wydajnosci produktu. Na rysunku przedstawiono
najbardziej skrajne przypadki, dla kazdego z wydzielanych wariantow. Konfiguracje
przedstawione narys. 25 analizowano w zakresie wprowadzanej masy mAb do kazdej z kolumn
CEX od 20 do 100 mg oraz dla kazdej z kolumn AEX od 150 do 800 mg. W tych zakresach
optymalna konfiguracja nie zalezata od mas mAb wprowadzanych do kolumny IEX.

A) H-av
600 mg
Feed o CEX 1 frakeja Flcd ™ produkt
av/mv-rich mv-rich
Feed——
F2c1 F1c2
CEX 2 o produkt F2c4
F2¢2'|  py-rich
B) H-mv

600 mg
Feed—  CEX1 F1el ™ frakeja mAbs | e F163, produkt
av/my-rich mv-rich
F2c1 Flc2 F2c3 Flc4
F2c4 qukt
CEX 2 o produkt AEX 2 .
F2cz bv-rich av-ric

41" produkt
mv-rich

LF2c4
produkt
av-rich

Rys. 25 Schemat blokowy rozdzielania wariantow mAb za pomoca potaczenia CEX i AEX dla
materiatow: A) H-av, B) H-mv, C) H-bv.

Wyniki obliczen wykazaty, ze dla kazdego z trzech materialow w pierwszym etapie
nalezy zastosowa¢ CEX, w ktorym izolowany jest produkt bogaty w bv. Dopiero po tym etapie

mozna frakcje zubozone w bv kierowa¢ do sekcji AEX i wydziela¢ produkty bogate w mv oraz
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av. Materiaty H-av oraz H-mv oczyszczano poczatkowo W dwoch kolumnach CEX, w celu
izolacji bv we frakcjach mocniej zwigzanych ze zlozem chromatograficznym (F2). Kolejno,
przy uzyciu dwoch kolumn AEX izolowano produkt bogaty w av we frakcji zwigzanej (F2)
oraz bogaty w mv, we frakcji przeptywowej (F1). Z materiatu H-bv, w ktérym bv byto w duzym
nadmiarze, nalezato najpierw wyizolowa¢ bv w trzech kolumnach CEX. Nastepnie frakcje

zubozong w te warianty (av/mv-rich) kierowano do kolumny AEX.

3.6.8 Separacja wariantow w sekcji CEX

Symulacje rozdzielania wariantoéw w sekcji CEX przeprowadzono dla dwoch lub trzech
kolumn, potaczonych szeregowo, zgodnie z rys. 25. Materiat wyjsciowy (Feed) wprowadzano
do kolumny CEX 1 i rozdzielano na stabo zwigzang frakcj¢ F1cl oraz mocno zwigzang frakcje
F2cl. Nastgpnie do frakcji F2cl dodawano $wiezy Feed, tak, aby uzyska¢ odpowiednie
masowe obcigzenie kolumny i wprowadzano na kolumne CEX 2, ktorej eluaty ponownie
dzielono na dwie frakcje. Frakcja mocno zwigzana, F2c2, byta produktem bogatym w bv
(produkt bv-rich). Frakcje F1cl i F2c2, ktore zawieraly glownie warianty av i mv byly taczone
w jedna frakcje nazywang dalej av/mv-rich. Dla materiatbw H-av oraz H-mv frakcja ta
przekazywana byta bezposrednio do kolejnej sekcji AEX. W przypadku materiatu H-bv frakcja
ta wprowadzana byta do kolumny CEX 3, aby uzyska¢ frakcj¢ av/mv-rich oraz produkt bogaty

w bv.

Wydajno$¢ produktu bv-rich (Yoy) oraz efektywno$¢ wydzielania bv w sekcji CEX
okreslano poprzez Upy, ktory odpowiada czystosci produktu zostaty obliczone dla réznych

obcigzen masowych mAD (Mreed) Catej sekcji CEX. Uzyskane wyniki przedstawiono narys. 26.

A) B)

H-av-

Upy%  H-av - Yy, % bv

F bv-rich

48
55
61
68
74

F bv-rich

H-mv- H-mv +

H-bv+ H-bv
40 80 120 160 40 80 120 160
Mppeq MG MAD Mpppq MG MAD

Rys. 26 Efektywno$¢ wydzielania bv w sekcji CEX. A) Udziat bv we frakcji bv-rich, Uyy,
B) wydajnos¢ bv we frakcji bv-rich, Yu,. Oznaczenie mreed okresla catkowita mas¢ mAb
wprowadzong do sekcji CEX.
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Dla wszystkich materiatdw wyjsciowych zwigkszenie masy mADb w strumieniu
zasilajacym (Mreed) poprawiato czystos¢ produktu do ok. 70% bv lub wigkszej. Szczegdlnie
dobra wydajnos¢ uzyskano dla materiatu H-bv: dla catkowitej Mreed wynoszacej 80 mg, mozna
uzyskaé czysto$¢ Upy ponad 85% przy Yo ~80% bv. Z rys. 26 wynika, ze poprzez wlasciwy
dobor mreed mozliwe jest osiggniecie kompromisu pomigdzy wydajnoscia a czystoscig produktu

bogatego w bv.

Efektywnos¢ izolacji frakcji av/mv-rich przedstawiono na rys. 27. Dla wszystkich
zbadanych materiatbw mv moga by¢ odzyskane z materiatu wyjSciowego (Feed) z wysoka
wydajnoscig przy catkowitym obcigzeniu masowym CEX mreed > 80 mg mAb (rys. 27.B), ale
kosztem niskiej czystosci (Umy We frakcji av/mv-rich, rys. 27.A). Spowodowane jest to
wysokim udziatem av (rys. 27.C). We frakcji av/mv-rich dla materiatu H-mv mozliwe jest
odzyskanie mv z nieco wyzszg efektywnoscia, np. przy catkowitym obcigzeniu masowym CEX
Mreed = 180 mg mMAD, uzyskano czysto§¢ mv Umy ~66%, przy wydajnosci Ymv ~85%. Warianty
kwasowe mozna wydzieli¢ z wysoka wydajnoscia, Yay > 80% av (rys. 27.D), ale niska
czystoscia, Uay < 59% (rys. 27.C). Z powodu niskiej efektywnos$ci rozdzielania mv i av w sekcji
CEX konieczne bylo zastosowanie dodatkowo sekwencji kolumn w sekcji AEX, do ktorej

kierowano frakcjg¢ av/mv-rich.

A) B)

H-av U
F

% H-av -

Yw % mv
F

mv

av/mv-rich av/mv-rich

H-mv - H-mv 7

H-bv -

H-bv A
40 80 120 160 40 80 120 160

C) Mppeq Mg MAD D)

Ugy % H-av 1
F

Mpgeq Mg MAD

Y, % av
F

H-av

av/mv-rich av/my-rich

H-mv -

20 80 120 160 40 80 120 160
Mp,eq Mg MAD Mppeq Mg MAD

H-mv

H-bv

Rys. 27 Charakterystyka frakcji av/mv-rich w sekcji CEX. A) Uy, %, B) Ymy, % mv, C) Uay, %,
D) Yav, % av.
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Na podstawie symulacji matematycznych rozdzielania w sekcji CEX, wybrano sktad
frakcji av/mv-rich kierowanej do sekcji AEX. Przyjetym kryterium wyboru byla mata
zawartos¢ bv we frakcji av/mv-rich, Upy < 5%, przy Yav > 95% av i Ymv > 85% mv. Wybrany

sktad frakcji av/mv-rich, otrzymany z sekcji CEX przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Zawarto$¢ wariantdéw we frakcji av/mv-rich, uzyskanej w sekcji CEX i kierowanej do
sekcji AEX. Mpeed 0znacza mas¢ mAb w mg wprowadzang na objetos¢ sekcji CEX.

UF(';\)/ fmv MFeed CEX*

av | mv | bv | mgmap mlcay | Mlcol
H-av | 57| 39 | 4 26 14
H-mv | 30| 66 | 4 16 23
H-bv | 45| 52 | 3 10 42

*objetos¢ pojedynczej kolumny CEX w catej sekcji, w celu potaczenia z sekcjg AEX

3.6.9 Separacja wariantow w sekcji AEX

Efektywnos¢ rozdzielania frakcji av/mv-rich po pierwszej kolumnie AEX przedstawiono

na rys. 28 dla produktu av-rich oraz rys. 29 dla produktu mv-rich (schemat na rys. 25).

A) B)

Uay % H-av -

Y,, % av
F

H-av

F,

av-rich

av-rich

35
42
49
55
62
69
76
82
89

H-mv- H-mv -

H-bv- H-bv-
150 300 450 600 750 150 300 450 600 750
mg mAb Mgy /mv-rich ™8 mAb

mFav/mv-rich

Rys. 28 Efektywno$¢ izolacji av po pierwszej kolumnie AEX 1. A) Uay, %, B) Yay, % av.

A) B)

Uy % H-av

H-av

0,
Yy % mv

F,

mv-rich

F,

mv-rich

H-mv- H-mv -

H-bv- H-bv -
150 300 450 600 750 150 300 450 600 750
mg mAb mg mAb

MEqy /mv-rich MEqy/mv-rich

Rys. 29 Efektywno$¢ izolacji mv po pierwszej kolumnie AEX 1. A) Uy, %, B) Ymy, % mv.
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Z wynikow przedstawionych na rys. 28 mozna wyciagna¢ wniosek, ze dla materiatlow H-
av i H-bv mozliwe jest uzyskanie produktu av-rich o wysokiej lub stosunkowo wysokiej
czystosci, Uay > 70%. Najwyzszg wydajnos¢ tego produktu mozna uzyska¢ wydzielajac av
z materialu H-av, podczas gdy najnizsza wydajnos¢ uzyskuje si¢ dla materiatu H-bv. W tym
przypadku duze przetadowanie kolumny AEX 1 masg wariantow mv spowodowalo naktadanie
si¢ profili av i mv. Z tego tez powodu frakcja av-rich (F2¢3) wymagata dalszego doczyszczenia

na kolejnej kolumnie AEX (rys. 25).

Z rys. 29 wynika, ze skutecznos$¢ wydzielania mv byta najwyzsza dla materiatu H-mv.
Otrzymano dla niego czystos¢ Umy > 75%, przy wydajnosci Ymv > 60% mv. Najgorsza
skuteczno$¢ izolacji tych wariantow uzyskano dla materiatu H-av. W tym przypadku profil mv
byt silnie zanieczyszczony przez av. Z tego tez powodu frakcje mv-rich (F1c3) skierowano do
oczyszczenia na kolejnej kolumnie AEX (rys. 25). Dla materiatu H-bv wydajnosci frakcji av-
rich jak i bv-rich byly wystarczajaco wysokie i oczyszczanie wariantow mozna byto zakonczy¢

po kolumnie AEX 1.

Dla kazdego z badanych materiatow wyjsciowych, izolacja av i mv w kolumnie AEX byta
prowadzona przy bardzo wysokim obcigzeniu masg kolumny. Masa mAb wynoszaca 600 mg
na 1 ml kolumny zostata wybrana do tadowania pierwszej kolumny AEX. Dla catej sekcji AEX
Mreed Wyniosta 300 lub 600 mg na 1 ml objetosci catej sekeji, w zaleznosci od sktadu materiatu

wyjsciowego.

Wartosci wydajnosci dla produktoéw uzyskanych po catym potaczonym oczyszczaniu za
pomoca sekcji CEX 1 AEX podsumowano w tabeli 14. Dla wszystkich materialéw wyjsciowych
uzyskane produkty zostaly znacznie wzbogacone o okreslone warianty w poréwnaniu do ich
udziatéw w materiale wyjSciowym. Jednocze$nie wydzielanie to przeprowadzono bez utraty
mAD.

Tabela 14. Udziat wariantow w produktach uzyskanych dla kazdego z badanych materialow

wyjsciowych. Maymy okresla mas¢ mAb, ktorg wprowadzono w przeliczeniu na objeto§¢ catej
sekcji AEX.

av-rich mv-rich bv-rich Mavimy
Uav | Yav | Unv | Ubv | Uav | Umyv | Ymv | Uby | Uav | Umv | Ubv | Yoy | mgman mlgéx
H-av | 80| 76| 19| 1| 29| 63| 66| 8| 4| 23| 73| 75 300
H-mv | 75| 46| 25| 0] 19| 76| 78| 5| 4| 40| 56| 85 300
H-bv | 76| 44| 23| 1| 32| 64| 58| 4| 6] 22| 72| 96 600

Wartosci wydajnosci kazdego z produktow mozna dostosowaé¢ do wymogow
konkretnego procesu poprzez zmiane obcigzenia masowego dla sekcji CEX i AEX, przy

pomocy wykresoOw przedstawionych na rys. 26 — 29. Dla kazdego produktu mozliwe jest
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poprawienie jego czystosci, kosztem otrzymanej wydajnosci lub odwrotnie. Wybor
okreslonego wskaznika (czystosci lub wydajnosci), zaleze¢ bedzie od specyficznych potrzeb

procesu.

Wiyniki symulacji, ktore zostaty przedstawione w rozdziale 3.6.7 wskazuja, ze obcigzenia
masowe kolumn CEX i AEX biatkiem znajduja si¢ w roéznych zakresach (tabela 13 i 14).
Wydzielanie wariantow w AEX moglo by¢ prowadzone przy znacznie wyzszym obcigzeniu
masowym kolumny, tj. 300 lub 600 mg mAb na 1 ml kolumny. W przypadku CEX masa ta
miescita si¢ w zakresie 10 — 26 mg mAb na 1 ml kolumny. Z tego tez powodu potaczenie CEX
z AEX wymaga dostosowania objetosci kolumn w sekcji CEX, tak aby uzyska¢ wystarczajaca
ilos¢ materiatu do dalszej separacji w sekcji AEX. Objetos¢ kazdej kolumny CEX niezbedna
do uzyskania 600 mg mAb, do sekcji AEX, przedstawiona zostata w tabeli 13. Zaleta procesu
jest mozliwo$¢ zastosowania znacznie wyzszego przetadowania masowego kolumn,

W krétszym czasie, w pordwnaniu z metodami stosowanymi do tej pory.
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4 Podsumowanie i wnioski

W ramach zrealizowanej pracy doktorskiej osiagni¢to zalozone cele badawcze
i udowodniono hipotezy badawcze. Okreslono optymalne warunki prowadzenia procesu
chromatograficznego oczyszczania wariantow tadunkowych mAb. Zaprojektowano proces
chromatografii jonowymiennej w potaczonym procesie chromatografii i stracania, ktorego
glownym celem byla redukcja av z materialdow 0 r6znej zawartosci wariantow tadunkowych
mADb. Sformutowano oraz zweryfikowano model dynamiki kolumny chromatograficznej
i potaczono go z modelem procesu strgcania, ktory zostal sformulowany przez mgr inz.
Tomasza Rumanka. Na podstawie otrzymanego modelu okreslono dwie optymalne
konfiguracje potaczenia obu procesow, ktorych efektywnos¢ zalezala od zawartosci av
w materiale wyjsciowym mAb. Udowodniono tym samym, stusznos¢ hipotezy 1, tj.: ,,Metoda
polegajaca na przetadowaniu jonowymiennych kolumn chromatograficznych masag mAb 1 jej
frakcjonowaniu w skokowym gradiencie pH moze zosta¢ wykorzystana jako sposob szybkiego
wydzielenia wariantéw tadunkowych mAb”. Na podstawie otrzymanych wynikow dotyczacych
potaczonego procesu chromatografii AEX i strgcania potwierdzono roéwniez stuszno$é hipotezy
2: ,,Potaczenie procesow AEX i stracania w obecno$ci PEG pozwala na znaczne zwigkszenie
wydajno$ci procesu usuwania av w pordéwnaniu z klasycznym sposobem rozdzielania

wariantow w liniowym gradiencie soli lub pH”.

W  kolejnej czeSci pracy opracowano proces jonowymiennej chromatografii
wielokolumnowej, ktora miata na celu wydzielenie wariantéw fadunkowych mAb z materiatow
wyjéciowych 0 roznej ich zawartosci. Przeprowadzono cykle doswiadczalne, na podstawie
ktorych sformutowano modele dynamiki kolumn CEX oraz AEX. Oba modele zweryfikowano
i przeprowadzono cykle obliczenh numerycznych. Na podstawie otrzymanych wynikow
okreslono optymalne konfiguracje potaczenia chromatografii CEX 1 AEX, w celu
otrzymywania produktow o jak najwyzszej czystosci oraz wydajnosci. Proces CEX
wykorzystano do wydzielenia bv z materialu wyjsciowego, natomiast za pomocg AEX
rozdzielano mv i av. W opracowanych schematach procesowych nie wystepuje odpad, co
dodatkowo zwigksza wydajnos$¢ catkowita kazdego z otrzymanych produktow, czyli kazdego
z wariantow ladunkowych mAb. Otrzymane w tej czeSci pracy wyniki udowodnity stusznosé
hipotezy 3 ,,Potgczenie technik AEX i CEX pozwala na znaczne zwickszenie wydajnosci
procesu rozdzielania av, bv i mv w poréwnaniu z klasycznym sposobem rozdzielania wariantow

w liniowym gradiencie soli lub pH”.
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Wszystkie procesy chromatograficzne prowadzono w warunkach wigzacych,
w przetadowaniu masowym kolumn chromatograficznych, wprowadzajac do kolumny nawet
do 600 mg biatka na 1 ml zloza chromatograficznego, co przekracza wielokrotnie
przeladowania w stosowanych do tej pory technikach. Zwigzane ze zlozem
chromatograficznym biatko wymywano gradientem skokowym pH, co skracato czas trwania
procesu chromatograficznego. Wszystkie zaprojektowane metody oczyszczania wariantow sg
efektywne oraz szybkie w wykonaniu, w porOwnaniu z oczyszczaniem wariantow
tadunkowych mAb metodami stosowanymi obecnie w przemysle, tj. za pomoca trybu bind-

and-elute i frakcjonowaniu wymywanego w gradiencie liniowym pH piku mAb.
Nowoscig w niniejszej pracy jest:

e polaczenie procesu chromatografii z procesem stragcania w celu redukcji
zawartosci av W materiale wyjsciowym,

e wydzielenie kazdego =z wariantow tadunkowych mAb za pomoca
wielokolumnowej chromatografii jonowymiennej w warunkach przetadowania
masowego kolumny chromatograficznej duzych mas mAb, na poziomie 600 mg

mADb na 1 ml ztoza chromatograficznego,

CO nie zostato do tej pory opisane w literaturze naukowe;j.
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6 Spis skrotow

Skroty 1 oznaczenia uzyte w niniejszej pracy:

a— promien czasteczki biatka

AC ang. Affinity Chromatography — chromatografia powinowactwa

AEX ang. Anion Exchange Chromatography — chromatografia anionowymienna
Asn — asparagine

Asp — kwas asparaginowy

av ang. acidic variants — warianty kwasowe mADb
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av/mv-rich — frakcja zawierajaca przewage wariantow kwasowych lub wariantow glownych

mADb, kierowana do dalszego oczyszczenia w sekcji AEX

av-rich — frakcja/produkt bogaty w warianty kwasowe mAb

B;j — parametr opisujacy interakcj¢ pomiedzy biatkiem i oraz biatkiem j
bv ang. basic variants — warianty zasadowe mAb

bv-rich — frakcja/produkt bogaty w warianty zasadowe mAb

Co,ov — stezenie poczatkowe biatka w roztworze calej puli wariantow mAb, i —odnosi si¢ do

indywidualnych wariantow tadunkowych mAb (i =av, mv, bv)
Co,i — stezenie poczatkowe indywidualnych wariantow tadunkowych mAb (i = av, mv, bv)

C; —indywidualne rownowagowe st¢zenia wariantow tadunkowych mAb w supernatancie (i =

av, mv, bv)

Cinji — stezenie i-tego sktadnika w strumieniu zasilajacym (probee) wprowadzanej na kolumng

chromatograficzng

C,, — calkowite rownowagowe stezenie mAb w supernatancie (fazie ruchome;j)
Cs — stezenie soli
CEX ang. Cation Exchange Chromatography — chromatografia kationowymienna

CDR ang. Complementarity-Determining Region — rejon determinujagcy dopasowanie

antygenu; rejon hiperzmienny przeciwciata

CL ang. Constant Domain of Light Chain — stata domena tancucha lekkiego przeciwciala

CH ang. Constant Domain of Heavy Chain — stata domena tancucha cig¢zkiego przeciwciala
CHO ang. Chinese Hamster Ovary — komorki jajnika chomika chinskiego

CPA ang. Colloidal Particle Adsorption — model izotermy adsorpcji czasteczek koloidalnych
CQA ang. Critical Quality Atributes — krytyczne atrybuty jakosci leku

Cys — cysteina

DBC ang. Dynamic Binding Capacity — dynamiczna pojemnos¢ ztoza
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Dy 4 — efektywny wspotczynnik dyspersji
dp — $rednica ziaren ztoza chromatograficznego

DSP ang. Downstream Process - procesy obejmujgce oczyszczanie produktow

biotechnologicznych

e — fadunek elementarny

E — efektywno$c¢ procesu

Eksp. — dane eksperymentalne

EMA ang. European Medicines Agency — Europejska Agencja Lekow

F — frakcja

Fab ang. antygen-biding fragment — fragment wigzacy antygen

Fc ang. crystallizable fragment — fragment krystalizowalny, fragment o funkcji efektorowej
FDA ang. U.S. Food and Drug Administration — Amerykanska Agencja Lekow i Zywnosci
Feed — material wyjsciowy mAb

GIn — glutamina

GMP ang. Good Manufacturing Practice — Dobra Praktyka Wytwarzania

GR ang. General Rate Model — model ogolny dynamiki kolumny

H-av — materiat biologiczny o wysokiej zawartosci wariantow kwasowych

H-bv — materiat biologiczny o wysokiej zawarto$ci wariantow zasadowych

H-mv — materiat biologiczny o wysokiej zawarto$ci wariantow gtownych

HCP ang. Host Cell Proteins — biatka komorek gospodarza

HIC ang. Hydrophobic Interaction Chromatography — chromatografia oddziatywan
hydrofobowych

HIS — 20 mM bufor L-histydyny, pH 5.5

HPLC ang. High-Performance Liquid Chromatography — wysokosprawna chromatografia

cieczowa

94



| — sita jonowa roztworu

ICH ang. International Conference on Harmonization — Mig¢dzynarodowa Rada ds.

Harmonizacji

I.D. — $rednica wewnetrzna kolumny chromatograficzne;j

IEX ang. lon Exchange Chromatography — chromatografia jonowymienna
IgG — Immunoglobulina G, przeciwciata klasy G

IM ang. Inverse Fit Method — metoda dopasowania do piku pomiaru izotermy

kp — stala Boltzmanna

Ke,i — indywidualna stata rownowagi adsorpcji, gdzie i = av, mv, bv

kmci — zastgpczy wspotczynnik szybkosci procesu przenikania masy, odpowiadajacy sile

napedowej w fazie ruchomej (eluencie)

kmg,i — zastgpczy wspotczynnik szybkosci procesu przenikania masy, odpowiadajacy sile

napedowej w fazie stacjonarnej (ztozu chromatograficznym)

L — dtugos¢ kolumny chromatograficzne;j

Lys — lizyna

Ma — masa ztoza chromatograficznego

Mige1 = Mmab — Masa biatka

Mreed — masa biatka wyjsciowego wprowadzana do kolumny chromatograficznej
mADb(s) ang. monoclonal antibody(ies) — przeciwciato(a) monoklonalne

MCE — mieszane estry celulozy

Met — metionina

mv ang. main variants — warianty gtéwne

mv-rich — frakcja/produkt bogaty w warianty gtowne mAb

MWCO ang. Molecular Weight Cut-Off — punkt odcigcia masy czasteczkowej membrany

filtracyjnej
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Na — liczba Avogadro

P — osad otrzymany w procesie stracania

PEG ang. Polyethylene Glycol — glikol polietylenowy

PES — poliaryloeterosulfon

pl — punkt izoelektryczny; pli — indywidualny punkt izoelektryczny, gdzie i = av, mv, bv
POROS XS — ztoze chromatograficzne POROS™ XS

POROS XQ — ztoze chromatograficzne POROS™ XQ

PREC —proces stracania biatka

Pro — produkt

PVDF — polifluorek winylydenu

q; — indywidualne stezenie rownowagowe dla poszczegdlnych wariantow (i =av, mv, bv)
qov — catkowite stezenie rOwnowagowe puli wariantow mAb

q;° — indywidualna pojemno$¢ wigzania ztoza chromatograficznego, gdzie i = av, mv, bv
q™ — pojemnos¢ chlonna ztoza

Q — objetosciowe natgzenie przeptywu fazy ruchomej

QbD ang. Quality by Design

R — odlegto$¢ pomiedzy czasteczkami

rpm — ang. round per minute — liczba obrotoéw rotora wirdwki w 1 minucie wirowania

S — supernatant otrzymany w procesie stracania

SEC ang. Size-Exclusion Chromatography — chromatografia wykluczania

SMA ang. Steric Mass Action — model izotermy SMA

Sym. — dane otrzymane w symulacji

t —czas
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T —temperatura

tinj — Czas wprowadzania strumienia zasilajacego (probki) na kolumne chromatograficzng
TD ang. Transport-Dispersive Model — model kinetyczno-dyspersyjny dynamiki kolumny
tr — czas retencji

TRIS — 2-amino-2-hydroksymetylo-propan-1,3-diol

TP GigaCap — ztoze chromatograficzne TOYOPEARL GigaCap S-650M

TP Sulfate — ztoze chromatograficzne TOYOPEARL Sulfate-650F

u — predkos¢ powierzchniowa

Ui — udziat okreslonego sktadnika w danej frakcji, gdzie i = av, mv, bv

UPLC ang. Ultra-Performance Liquid Chromatography — ultrasprawna chromatografia

cieczowa

USP ang. Upstream Process — procesy obejmujace wytwarzanie produktow

biotechnologicznych

V — objetos¢ roztworu

Va — objetos¢ ztoza chromatograficznego

Veol — objetosé kolumny w ml ztoza chromatograficznego

VL ang. Variable Domain of Light Chain — zmienna domena tancucha lekkiego przeciwciata
VH ang. Variable Domain of Heavy Chain — zmienna domena tancucha cig¢zkiego przeciwciata
WHO ang. World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia

X — wspolrzedna osiowa

Y — wydajnos¢

Zi — tadunek biatka

&o — przenikalnos$¢ elektryczna prézni
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¢ —wzgledna przenikalno$¢ elektryczna
& — porowato$¢ ztoza chromatograficznego
&tp — specyficzna porowato$¢ ztoza chromatograficznego, wyznaczona dla mAb

x — odwrocona dtugos¢ Debey’a (odwrocony promien Debey’a); okresla zasieg interakcji

biatko-biatko, opisywanych parametrem Bij

A — dhugos¢ fali swiatta

0; j — wspotczynnik ekranowania tadunku

Oapp — POZorny wspoOlczynnik ekranowania fadunku

@ — wspOlczynnik faz
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A procedure for adjusting the content of charge variants of monoclonal antibody by ion exchange chro-
matography has been developed. The band splitting phenomenon was utilized to split the protein load
into two parts, i.e,, the flowthrough and bound fractions, which were either enriched or depleted with
some of variants. The phenomenon was triggered by thermodynamic effects resulting from oversatura-
tion of the resin binding sites at high column loadings as well as from kinetic effects arising from lim-
ited rates of mass transport. Cation exchange chromatography (CEX) and anion exchange chromatography
(AEX) separations were examined, with the reverse order of the variant elution: acidic, main, basic in
CEX, and basic, main, acidic in AEX, and the corresponding reverse enrichment tendency in the collected
fractions. The separations were performed by pH gradient, whose course was simplified to two stages:
isocratic loading and washing at mild pH to load and partly elute the protein, followed by a rapid pH
change towards non-binding conditions to desorb the remains of the protein load. To improve yield of the
operation, possibility of recycling of waste fractions was considered. To predict the process performance,

a dynamic model was developed, which accounted for both adsorption kinetics and thermodynamics.

© 2021 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Monoclonal antibodies (mAbs) are a fast growing class of ther-
apeutic proteins that have a potential to cure a number of previ-
ously “incurable” diseases, contributing to improvements in health
care [1-4]. mAbs are often characterized by high specificity and
efficacy and limited side effects [5,6]. Large size and complexity
of the structure of intact mAb makes its molecules prone to mod-
ifications that may occur during expression or due to enzymatic
and chemical reactions. Therefore, the formulation of therapeutic
mAbs often results in different types of microheterogeneity. For-
mation of charge variants is one of the most important sources
of microheterogeneity. It mainly arises from sialylation of the gly-
can, oxidation of methionine residues, N-terminal lysine process-
ing, and isomerization of aspartic acid [7-10]. Charge variants can
be divided into low-pl, mid-pl, and high-pl isoforms, which are
termed as “acidic”, “main” and “basic” variants. Several researches
reported decreased therapeutic potency of acidic variant and in-
creased potency of basic variants compared to the main species
[11-16]. Hence, reduction in the content of the acidic charge vari-

* Corresponding author.
E-mail address: dorota.antos@prz.edu.pl (D. Antos).

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462607
0021-9673/@ 2021 Elsevier B.V. All rights reserved.

ants in the downstream pools is often prioritized over reduction
in basic charge variants. Furthermore, the content of the acidic
species often falls to category of product quality attributes and has
to meet a manufacturer defined acceptance criterion [17,18]. Nev-
ertheless, it has been indicated that the effect of the presence of
acidic variants on the properties of the overall mAb pool is often
insignificant at reported literature values of ~25 + 5% acidic vari-
ant level [17,18],

Though modification of upstream processing can be used to al-
ter charge variant content, downstream processing is typically used
for that purpose. Since most of mAbs have a basic property with
a relatively high isoelectric point (pl > 7), cation exchange chro-
matography (CEX) is regarded as standard technique for separation
of mAb charge variants [19-24]. For the separation of the more ba-
sic oxidized variants of intact mAbs, anion-exchange chromatogra-
phy (AEX) can also be applied [25].

The separation is typically performed with salt or pH gradients.
In several separation cases, dual pH-salt gradients were also found
to be efficient [21,26]. However, use of salt or dual gradients for
the protein elution, requires optimization of the pH and the NaCl
concentration in the loading and elution buffers for each individ-
ual mAb [27]. Separations using pH gradients is simpler in that re-
spect. That technique was successfully used in several studies for
separation of the mAb charge variants [28-32]. pH gradient may
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be generated on strong ion exchangers by mixing two buffer solu-
tions with predefined pH values at the column inlet (external gra-
dient), or on either strong ion exchangers using adsorbing buffer
components or weak ion exchangers using non-adsorbing buffers
(internal gradients) [29,33-39].

Nevertheless, pH gradients for separations of mAb variants are
typically realized within a wide pH range that covers binding and
elution conditions. Capacity limits of buffers used ion exchange
chromatography result in non-linearity of pH gradients; devia-
tion from pH gradient linearity is a cause of lowered resolution
[31]. Therefore, complex multicomponent buffering mixtures are
required [31,40], which can be acceptable for analytical purposes
but problematic in preparative protein separations.

In general, regardless of the gradient mode, the similarity of
surface charge properties between mAb charge variants makes
their separations by IEX very difficult. Low separation selectivity
causes profiles of variants to overlap. Displacement chromatogra-
phy has shown some potential to improve the separation effective-
ness, since it provides better resolution than other elution modes
[41,42]. However, the separation mechanism is based on use of
strongly adsorbing displacer that is difficult for removing, which
hinders implementation of that technique.

To improve the separation performance and mitigate the over-
lapping of variants profiles, multicolumn chromatography was ex-
ploited based on countercurrent solvent gradient [43], multicol-
umn recycling method [44], or multicolumn self-displacement [45],
which allowed the enrichment of the desired variants to a high
yield. However, the realization of multicolumn processes requires
special equipment systems, whose performance is difficult to opti-
mize and control.

Furthermore, large-scale chromatography is realized at high
throughput. Therefore, mAbs are loaded into IEX columns at pH far
different from their pl, at which they are highly charged, thus their
binding capacity is high. Yet, strong binding to the resin may be a
cause of destabilization of mAb structure on the adsorbent surface,
its unfolding and aggregation, which reduces yield and recovery of
the protein [46-48].

In this study, an alternative approach is developed based on uti-
lization of an IEX batch column, in which the separation is per-
formed by pH changes within a relatively narrow range; at mild
pH below and above pl of the mAb variants, under conditions of
oversaturation of adsorption sites by the protein load. In the proce-
dure developed, pH gradient is reduced to two steps, i.e., isocratic
loading and washing, in which the feed containing the mixture of
the mAb variants is loaded and partly eluted in the flowthrough
fraction, and desorption, in which the bound fraction is pooled.
The flowthrough fraction is enriched with the least retained variant
and depleted with the most retained one, whereas in the bound
fraction the enrichment tendency is reversed. To describe the pro-
cess quantitatively, a model of the process dynamics is formulated
and used for predicting the separation course of the mAb stock
materials differing in the variant content.

Summarizing, the goal of the study is to develop a procedure
for fast adjustment of the content of mAb variants, i.e., to reduce or
enrich the mAb pool with certain variants at required level, along
with a simple mathematical tool for the process design. The op-
eration can be performed at mild pH, at which the protein struc-
ture stability is preserved. Also, it does not require neither special
equipment nor sophisticated gradient shape.

2. Theory - dynamic model

To simulate the band profiles of variants in a chromatographic
column, a kinetic-dispersive model was employed [49-51]:
G G ag; %G

fop g Ut (l—s[)szm pe (1)
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where C; is concentration of i-th variant in the mobile phase in
mg mL', q; is the adsorbed concentration of i-th variant in mg
mL_ ! .. (matrix denotes the solid backbone of the resin), u is the
superficial velocity in m s, ¢ is time in s, x is the axial coordinate
in m, Dp,q is the effective axial dispersion coefficient, which lumps
dispersion and diffusional mass transfer effects, in m? s—1, Eip IS
the bed porosity accessible by the protein molecules, which was
set the same for all variants, &; is the total bed porosity.
The adsorption kinetics was quantified as follows:

2
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where kg; is the lumped mass transfer coefficient, g7 is the in-

dividual binding capacity of i-th variant, which can be obtained

by normalization of the total resin binding capacity, g, with re-

spect to the individual exclusion factor oy, ie, ¢ = % Oappii

is the normalized apparent exclusion factor, oypp ij.i = %l which
7 i

accounts for the contributions of steric hindrances and molecular

interactions in the adsorbed phase, for j = it oyp,; = 1. Since the

variants are similar in their structures, oy, ;; was assumed to be
the same for all of them, oypp ij«i = Tapp. The coefficient Kgp,; is
the apparent equilibrium constant.

When all exclusion factors are equal to 1, oy,, i = Ogppii = 1,
Eq (2) at steady state (i.e,, at the adsorption equilibrium) converts
to the competitive Langmuir isotherm. The values o, > 1 in-
dicate negative deviations from the Langmuir isotherm, i.e., neg-
ative cooperative adsorption that is attributed to the occurrence
of repulsive interactions or steric exclusion of adsorbed molecules
of different species, which reduces their concentration in the ad-
sorbed phase. The values agp,; < 1 indicate contribution of pos-
itive deviation from the Langmuir isotherm, i.e. positive coopera-
tive adsorption, termed also as synergistic adsorption, which stems
from attractive interactions of protein molecules in the adsorbed
phase and results in enhancement of adsorption [52-55].

Initial and boundary conditions were specified according to refs.
[46-48]. In case of large protein loads, the extra-column volume
profile of the protein was used to formulate the boundary condi-
tion at the column outlet. A numerical solution of the combined
Eqs. (1) and (2) was obtained using a finite difference method (de-
tails of that method are given in e.g., [56]).

3. Experimental
3.1 Instruments

Akta purifier with UV, pH and conductometric detectors with
a data station (Cytyvia, Uppsala, Sweden) was used for the semi-
preparative IEX separations. The sample injector was an injection
valve with a loop capillary of 5 mL volume. The semi-preparative
separations were performed using Tricorn columns, 1.D. 0.5 cm (Cy-
tyvia) equipped with stop-plugs and connectors.

A Dionex UltiMate 3000 System (Thermo Scientific, Waltham,
USA) was used for the CEX HPLC analysis of the variant content. An
Infinite 200 PRO multimode microplate reader (Tecan Group Ltd,
Mannedorf, Switzerland) was used to determine the overall protein
concentration.

Amicon® Ultra Centrifugal Filter Units, with volume of 4 and 15
mL and molecular weight cut-off of 10 kDa (Merc Millipore, Darm-
stadt, Germany) were used for buffer exchange and concentration
of protein solutions.

3.2. Materials

The monoclonal antibody mAb2 (IgG1, MW = 148 kDa, purity
> 96%), was provided by Polpharma Biologics (Gdansk, Poland).
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Table 1
Average content of the stock materials.
av mv by
Stock %
L-av 24 52 24
M-av 45 40 15
H-av 61 35 4.0

Table 2
Properties of the resins used for the semi-preparative separation of mAb2 variants.

TOYOPEARL GigaCap

Resin name $-650M POROS™ XQ
Acronym TP GigaCap POROS

Resin type CEX AEX

Functional group Sulfonate Quaternary amine
Matrix Methacrylic polymer Crosslinked poly

(styrene-divinylbenzene)

Resin mean size pm 50-100 50

Table 3
Compositions of buffers used in the analytical CEX HPLC separation of the variants.
25 mM
Buffer % v/v 25 mM NaH; P04 NazHPO4 125 mM NaCl
A 356 44.4 20
B 88 712 20
C 5.0 5.0 90

The mean isoelectric points of variants were: acidic variant (av)
pl = 8.7, main variant (mv) pl = 8.9, basic variant (bv) pl = 9.1. The
stocks of the mAb2 post-processing material were provided with
different variant content: a medium acidic variant content (M-av)
and a high acidic variant content (H-av). Stock materials with a low
acidic variant content (L-av) were composed of fractions of IEX ef-
fluents obtained in the semi-preparative separations. The average
variant content of different batches obtained from the same pro-
cessing procedures (both by Polpharma Biologics and acquired in
the semi-preparative separations) are given in Table 1.

Two IEX resins were used for the semi-preparative separations:
a strong CEX resin - TOYOPEARL GigaCap S-650M (Tosoh Bio-
science), and a strong AEX resin - POROS™ XQ (Thermo Fisher Sci-
entific). The properties of the resins are presented in Table 2.

The binding and washing of the protein on the CEX resin was
performed using 0.025 M disodium phosphate buffer (PB) pH 6.5,
whereas for desorption PB with pH 9.0 was used. For binding and
washing of the protein in the AEX column, a 0.05M TRIS-HCI buffer
pH 9.3 was used, and for desorption a 0.04M sodium acetate buffer
with pH 5.5 was used, The columns were regenerated with a 1 M
NaCl solution in adequate desorption buffer.

The individual variant content in the mAb2 samples was de-
termined using an analytical CEX HPLC column ProPac™ WCX-
10 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) with LD. 0.4 cm and
length 25 cm, packed with a resin of particle size 10 pm. The com-
position of buffers used for the analyses is presented in Table 3.

3.3. Procedures

3.3.1. Preparation of mAb2 samples for semi-preparative
chromatography and for the isotherm measurements

The Amicon filters were used for buffer exchange and the sam-
ple concentration.

Journal of Chromatography A 1658 (2021) 462607

A 5 mL of the mAb2 solution was added to the Amicon filter,
covered with a portion of 10 mL of the binding buffer, and cen-
trifuged for 30 min. The operation was repeated with a fresh por-
tion of the binding buffer several times until the desired pH was
obtained and the sample conductivity complied with the buffer
conductivity.

3.3.2. Measurements of isotherms

The adsorption isotherms were determined at different pH us-
ing appropriate buffers; for the CEX resin - 0.05 M acetate buffer
with pH 5.5, or 0.025 M PB with pH: 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, and for AEX
resin - 0.05 M TRIS-HCI buffer with pH: 9.3, 9.2, 9.15, 9.0, 8.8.

A portion of the resin suspension was transferred to a spin-
x Eppendorf with a cellulose membrane and washed three times
with the binding buffer and centrifuged after each step. The last
centrifugation was carried out for 30 minutes to remove liquid ad-
hered to the resin surface.

Next, samples of about 10 mg of the resin were taken and
placed into Eppendorf tubes. A 0.7 mL sample of the protein so-
lution in the adequate buffer with the concentration ranging from
01 to 8 mg mL~! was added and incubated on a circular rotator
at 15 rpm until no noticeable change in the supernatant concen-
tration was observed, i.e. for 2h. The supernatants were separated
from the resin using 0.2 pm PES syringe filters and subjected to
the concentration analysis. The overall concentration of the pro-
tein (i.e, the whole content of mAb2) was performed using the
microplate reader, the content of variants was determined using
CEX HPLC (section 3.3.6).

The overall equilibrium concentration of all variants, gj,. and
the individual equilibrium concentration of each variant, gf, in the
adsorbed phase was calculated from the following equations:

v (CU.OU — Cuu)
Mg
VG -6

4 = —m (4)

(3)

Qo =

where V is the solution volume, mq is the mass of the resin, Co oy,
Cy,i are the initial overall concentration and the initial individual
concentration of each variant in the stock materials (i = av, mv,
bv), respectively, Coy, C; are the corresponding overall and individ-
ual equilibrium concentrations in the liquid phase (supernatant).

3.3.3. Column packing

A 50% slurry of the appropriate resin was transferred into the
Tricorn column, The resin was left for sedimentation, rinsed several
times to prevent drying out. After that, the bed was consolidated
by pumping a 1 M NaCl solution in phosphate buffer through the
column under controlled maximum flow rate. The position of the
flow adapter was adjusted according to the bed height until there
was no further bed compression. The bed height after compression
was about 5 cm for both CEX and AEX resins.

3.3.4. Measurements of packed bed porosity

To determine the packed bed porosity, the elution times were
measured for dilute pulses of NaCl using PB in the CEX column
or TRIS-HCI in the AEX column as the mobile phase. The specific
packed bed porosity for mAb2 was determined from the retention
time of a pulse of mAb2 solution eluted under non-binding con-
ditions, i.e, at 1 M NaCl in the mobile phase. The elution times
measured were corrected by subtracting the contribution of the
extra column volumes. For the CEX column the total porosity was
gr = 0.73, the specific porosity for mAb2 was &, = 0.41, for the
AEX column those values were 0.69 and 0.44, respectively.
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Table 4
Conditions for semi-preparative chromatography experiments.
Run no Resin Feed comp. pH load Vi mL Cypy mg mL~! Column load mg mL~! Q@ mL min~! pH gradient
1 CEX M-av 6.5 5 44 220 0.5 6.5-9.0
CEX M-av 6.5 5 44 220 0.2 6.5-9.0
2 CEX H-av 6.5 5 385 192.5 0.5 6.5-9.0
3 CEX M-av 6.5 5 18.3 91.5 0.5 5.5-9.0
4 CEX M-av 6.5 5 5 25 0.5 5.5-9 (linear, 5 CV)
5" AEX M-av 9.3 5 40 200 0.5 93-55
6 AEX M-av 9.3 5 40 200 02 93-55
7 AEX H-av 9.3 5 40 200 0.5 9.3-5.5

* ) reference runs used for the model calibration

3.3.5. Semi-preparative chromatography experiments

The column packed with the CEX or AEX resins was equili-
brated with the appropriate binding buffer (section 3.2). The pro-
tein dissolved in the binding buffer was injected into the column
and partially eluted using the same buffer at the flowrate of 0.5
or 0.2 mL min~". Next, the binding buffer was exchanged with the
desorption buffer in a step gradient (0 —100% v/v) or in a 5CV lin-
ear gradient. During the whole process, including loading, washing
and desorption, the column effluent was collected in 1 mL frac-
tions. To calibrate and verify the model, several chromatographic
runs were performed, in which the mAb2 load and the mobile
phase flowrate was changed (Table 4).

To quantify the band broadening in extra-column volumes, each
mAb2 sample was injected into the Akta system bypassing the col-
umn. The recorded profile was used to define the inlet boundary
condition for the dynamic model.

3.3.6. Determination of the variant content by CEX HPLC

The samples acquired from the supernatants obtained in the
isotherm measurements and in the IEX separations were analyzed
by CEX HPLC. Prior to the analysis, the samples were subjected to
buffer exchange with the binding buffer (buffer A, Table 3). Then,
the samples were injected into the CEX HPLC column equilibrated
with buffer A and washed for 5 min with the same buffer. Next,
buffer A was exchanged with 100% v/v of buffer B in a 55-min lin-
ear gradient. After elution, the column was regenerated using 100%
v/v buffer C. The mobile phase flowrate was 0.5 mL min~', The UV
signal of the protein was corrected by subtraction of the blank run
of the same gradient program but without the protein. To normal-
ize the results of all analyses, the total mass of the protein injected
to the column was kept the same, i.e., 0.05 mg of the protein. For
that purpose, the Amicon-filtration of the samples was combined
with the concentration analysis using the microplate reader, and
then the injection volume was adjusted to load the defined mass
of the protein. A typical band profiles recorded are illustrated in
Fig. 1. The fraction F; was assigned to the acidic variant, F, to the
main variant, and F3 to the basic variant, according to the proce-
dure used by Polpharma Biologics. The area under the profiles cor-
responding to each of fractions was determined and used to calcu-
late the individual variant content.

4. Results and discussion
4.1. Separation concept

As mentioned above, the goal of the separation technique de-
veloped was to accelerate the whole process and to simplify the
course of pH gradient to two stages:

« isocratic loading and washing at mild pH, for the resin over-
saturated by a high protein load, which was accompanied by
partial elution of the protein in the flowthrough fraction,

« fast change in pH towards non-binding conditions to desorb the
bound fraction of the protein.

The realization of the process was preceded by:

screening of CEX and AEX resins for the possibility of variant
separation at a high binding capacity,

measurements of adsorption isotherm of the protein,
determination of the retention behavior of the variants in CEX
and AEX columns,

formulation of the dynamic model to predict the separation ef-
ficiency,

assessment of the possibility of fraction recycling to improve
the operation yield.

4.2. Screening of the separation conditions

4.2.1. Selection of the resins for CEX and AEX

The CEX and AEX experiments were preceded by screening dif-
ferent strong cation and anion exchange resins packed in small 1
mL columns to find the best candidates in terms of the capability
of separating the mAb2 variants by pH or salt gradients or their
combination. In general, the mAb2 variants exhibited very similar
retention properties, and therefore they were very difficult to sep-
arate. Addition of salt was found to be destructive for the separa-
tion selectivity, regardless of the resin used. Therefore, pH gradient
was eventually used for the separation. Preliminary separation ex-
periments were performed under low loading conditions with pH
linear gradients within pH range 5.5-9.0 for the CEX resins, and
9.3-5.5 for the AEX resins. Finally, the pair of TP GigaCap (CEX) and
POROS (AEX) was selected, for which the separation of the variants
was feasible though still difficult. In CEX the acidic variant eluted
slightly ahead of the main one, however strong overlap was ob-
served between their profiles regardless of the gradient slope and
flowrate used. In AEX the elution order was reversed; the over-
lap was observed for the bands of the basic and main variants,
whereas the acidic variant was the strongest retained.

4.2.2. Selection of pH for loading and washing - assessment of the
overall binding capacity

To assess the overall binding capacity of mAb2 and its pH de-
pendency, the overall adsorption equilibrium was measured for the
stock mixture with a medium content of the acid variant (M-av
stock, Table 1). The measurements were performed at different pH
of the mAb2 solutions, within the range of pH 5.5-7.5 for the CEX
resin, and pH 9.3-8.8 for the AEX resin, according to the procedures
reported in sections 3.3.1 and 3.3.2. The results shown in Fig. 2A
and 2B represent pseudo-single isotherms of the protein that in-
clude the overall contribution of all variants. The overall binding
capacity in the M-av stock was estimated based on the isotherm
course; it varied from 210 to 63 mg g;,}m for the CEX resin (i.e., per
g of the centrifugated resin), and from 290 to 23 mg g;;m for the
AEX resin. The estimated parameters of the overall (pseudo-single)
isotherms (Eq. (2) at ogpy = 0) of the M-av stock are reported in
Table S1 and S2 in Supplementary materials.
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Fig. 1. Typical band profiles in CEX HPLC. F, F, F; are the fractions assigned to the variants: av, mv, bv.
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Fig. 2. Overall isotherm courses of mAb2 for the M-av stock at different pH of the solutions. A) CEX column, B) AEX column. Symbols - experimental data, lines - simulations.

4.2.3. Preliminary chromatographic experiments

A few chromatographic experiments in the IEX columns were
performed, in which the mAb2 solution was loaded under binding
conditions, i.e., at pH for which the binding capacity was higher
than 100 mg g;?}m. The column loading was about 200 mg mLC‘D}mﬂ
(mg mAb2 per mL of the column volume), which corresponded to
oversaturation of the resin by the protein. The protein peak split
into two parts, which occurred due to a combination of thermo-
dynamic effects arising from the oversaturation of the adsorption
sites on the adsorbent surface as well as kinetic effects triggered
by slow rates of mass transport. In the CEX separations, the first
fraction of the protein load was eluted in flowthrough during the
loading and washing period at pH 5.5, 6.0 or 6.5, whereas the sec-
ond one was recovered without mass losses by pH changes in the
step gradient or in the 5CV linear gradient towards pH 9.0. In AEX,
the protein was loaded and partially eluted at pH 9.3 or 9.2 and
desorbed by a pH drop to 5.5. The effluent was fractionated and
subjected to the concentration analysis in the microplate reader
and to the CEX HPLC analysis to determine the variant content.
The collected data were converted into the individual concentra-

tion profiles of the variants. Next, the loading pH was selected for
further experiments i.e., pH 6.5 for CEX and 9.3 for AEX., which en-
sured mild binding conditions for the protein and allowed avoiding
the problems with structural instability of mAb2 reported in pre-
vious studies [57,58]. The protein load was selected in such a way
that the protein band was split approximately in half. Each frac-
tion, which was acquired with about 50% yield, was enriched, or
depleted with some of the variants. For both CEX and AEX resins,
pH conditions were mild for the protein; no aggregation of the
protein, irreversible adsorption, or other symptoms of structural
changes upon adsorption were observed. Typical chromatograms
are illustrated in Fig. 3A for CEX, and in Fig. 3B for AEX.

4.3. Determination of the individual isotherm coefficients

The overall adsorption equilibrium was measured for all three
stock materials at the reference pH selected for the column load-
ing and washing (pH 6.5 for the CEX resin, and pH 9.3 for the
AEX resin, section 4.2.3), according to the procedure described in
section 3.3.1. The results of the measurements for CEX and AEX are
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Fig. 3. Individual band profiles of the mAb2 variants for the M-av stock recorded at the mobile phase flowrate @ = 0.5 mL min~', Vi = 5 mL (Table 4). A) CEX, run 1
(Cyy = 44 mg mL™'}), Fy - fraction enriched with av, F; - fraction depleted with av, B) AEX, run 5 (C;; = 40 mg mL~'), F - fraction depleted with av, F; - fraction enriched

with av. Symbols - experimental data, lines - model simulations (section 4.5).
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Fig. 4. Overall isotherms of mAb2 for three stock materials: H-av, M-Av, L-av. A) CEX and B) AEX.

Table 5

Model parameters determined under binding conditions (pH 6.5 in CEX, pH 9.3 in AEX), g™ in mg g;l,lm in the isotherm measurements (batch), ¢* in mg "‘L:erm in the

dynamic measurements, K and o g5 — dimensionless, k in 51, Dyg.

Resin q s, '3 Ko Ko Capp kq x10° Ky X103 Ky, x10% D, x108

CEX

Batch dynamic 122+ 122¢ 122170 5.17 5.1 5.1 5.1 5.1% 5.1 0.30 11.1 10.1 8.54 6.79
156+ 161+

AEX

Batch dynamic 146 90.0 57.5 46" 312 312 78.9 78,9 348 348 0.17 017 0.148 133 4.04 6.01
175 108*

*) mean values for the pseudo-single isotherms (gg;, ), **) adjusted based on the column experiments

presented in Figs 4A and 4B in the form of the overall equilibrium
concentration of the protein in the adsorbed phase vs its overall
equilibrium concentration in the liquid phase, ¢, = f(Cow).

As it can be observed in Fig. 4A, despite the differences in the
variant content, the courses of the overall isotherms measured for
all three stock materials on the CEX resin are very similar, ie.,
within the margin of experimental errors. This indicates that the
adsorption selectivity of the variants was very low, which rendered
the determination of the individual isotherm coefficients for each
variant impossible. Therefore, in this case only the overall isotherm
coefficients were determined and averaged for all stock materials
(Table 5).

In case of AEX, the difference in the overall isotherm courses
obtained for different stock materials was more distinct, therefore
the individual isotherms of variants could be assessed. The corre-

sponding data are shown in Fig. 5A-5C. In that case, the strongest
adsorption was observed for the H-av stock, with the agreement to
pl of the variants, and to the elution order in the AEX column.
The individual adsorption data acquired on the AEX resin were
used to determine the isotherm coefficients in terms of the in-
dividual equilibrium constant, K;, the individual binding capacity,
q;°, and the apparent exclusion factor, o gpp. For that purpose, the
kinetic model consisting of Eq. (2) was solved for all three vari-
ants in their ternary mixtures, and the obtained steady state solu-
tions were fitted to all isotherm data, i.e., obtained for all three
stock materials, using an optimization procedure. The values of
the individual isotherm coefficients are presented in Table 5. The
simulated and experimental isotherms are not perfectly matched
(Fig. 5), which can be attributed to both experimental errors aris-
ing from inaccuracies of the CEX HPLC analysis of the variant
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Fig. 5. Individual isotherms of the mAb2 variants: q;,., = f(G) (i = aw. mv, bv) on the AEX resin at pH 9.3 for different stock materials: A) L-av, B) M-av, C) H-av. Symbols -

experimental data, lines - simulations.
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Fig. 6. Individual band profiles of the mAb2 variants eluted from the CEX column under different loading conditions, the mobile phase flowrate Q = 0.5 mL min~', V;; = 5
mL (Table 4). A) run 4 (M-av stock, Cipj = 5 mg mL~'), B) run 3 (M-av stock, G,y = 18.3 mg mL~', C) run 2 (H-av stock, Gy, = 38.5 mg mL~").

content as well as the model simplifications. Nevertheless, the
isotherm data obtained revealed distinct trend of a very week
competition between the variants for adsorption sites. This was re-
flected by the value of the apparent exclusion factor, which was
markedly lower than 1 (oqp = 0.17, Table 5). This implies that
the adsorption mechanism was a combination of positive and neg-
ative cooperative adsorption, in which adsorption of one variant
induced enhancement of adsorption of another one rather than its
reduction. The negative cooperative adsorption causes reduction of
available adsorption sites for molecules of each variant due to the
competition with other variants, and induces the effect termed as
self-displacement, in which more retained molecules displace less
retained ones. Positive cooperative adsorption can occur as a result
of attractive intermolecular interactions that lead to the formation
of molecular clusters on the adsorbent surface [50-53].

4.5. Formulation of dynamic model

To simulate the band profiles, the dynamic model expressed
by Egs. (1) and (2) was solved. The model parameters were ther-
modynamic coefficients: K;, 4, Oapp, and the kinetic coefficients:
lumped desorption rate coefficient, ks, and the effective axial dis-
persion coefficient Dy,q.

In case of CEX, K; was set equal to the average overall equi-
librium constant, K; = K, determined from the averaged overall
isotherm course, while ¢, ogpp and k;; were estimated to repro-
duce the individual flowthrough profiles (i.e., in the loading and
washing step) of the variants recorded under high overloaded con-
ditions. For that purpose, the reverse method (peak fitting) was
employed. The model parameters obtained for the loading and
washing steps are reported in Table 5. The differences in the load-
ing capacities obtained from the isotherm data and peak fitting can
be attributed to the differences in bulk densities of the packed bed
and the centrifugated resin, as well as to model and experimen-
tal inaccuracies. To simulate the course of the protein desorption

with the pH gradient, i.e., pH 6.5-9.0, the empirical exponential or
polynomial dependencies of K and g;* versus pH were formulated
based on the data reported in Table S1 (Supplementary materials)
and adjusted to the ratios between individual g;* of the variants.
The coefficient ky; in the kinetic equation (Eq. 2) lumps the ef-
fect of mass transfer resistances, therefore it was correlated with
the retention factor, thus with the Henry constant H; = K;q;° (see
e.g. [47,48]). To account for the pH dependence, k,; was set to vary
along with the Henry constant in relation to the loading and wash-
ing pH 6.5:

kui(PH) _ Hi(pH 6.5) 5)
kqi(PHE.5) Hi(pH)

Obviously, that approach oversimplified the real desorption
mechanism, however it reproduced the desorption course with a
reasonable accuracy.

The value of D;,, was determined by fitting the model sim-
ulations to the protein profiles recorded under non-binding con-
ditions, at which kg; = 0 [47,48]. It was found that both values
of D;,q and ky; did not noticeably depend on the mobile phase
flowrate used, i.e., 0.5 mL min~! or 0.2 mL min~!. This probably
stems from the influence of flow behavior in the external void
volumes on band broadening in short columns, which for each
flowrate was independently accounted for in the boundary condi-
tions of the dynamic model (section 2).

In case of AEX, to reproduce the flowthrough band profile, the
individual isotherm coefficient, K;, and the apparent exclusion fac-
tor, o gpp, determined based on the isotherm courses (Fig. 5) were
adopted in the dynamic model, whereas the loading capacities, g;*,
and the kinetic coefficients, ky;, were adjusted by fitting the model
simulations to the experiential bands. All parameters obtained are
collected in Table 5. To evaluate the model parameters for the des-
orption step, similar approach was taken as that reported for CEX.

The model simulations confirmed the trend observed in the
isotherm data, i.e., weak competitive adsorption, which manifested

107



K. Baran, P Zimoch, A. Staiiczak et al.

Journal of Chromatography A 1658 (2021) 462607

A) B)
25 16
AEX M-av H-av
204 v av } Fy
124 My pHo3 £
= = f l‘ pH9.3-55
3 a o
E g 84 i \ i
=) o0 .
£ R
L .~ ' v
[ I i \
! \
" \
/I ooz .
I % L } : :
) . 0 10 40 50 60 70
time min time min
Fig. 7. Individual band profiles of the variants eluted from the AEX column under different flowrates, Cj; = 40 mg mL-!, Vigy = 5 mL (runs in Table 4). A) run 6 (M-av stock,

Q =02 mL min '), B) run 7 (H-gv stock, @ = 0.5 mL min ).

Table 6
Variant compositions in the flowthrough and bound fractions in CEX.
M-cv H-cv
av mv by Y[% a mv  bv Y [%]
Stock material 42 46 1 60 37 3.0
Fy Experiment 49 40 11 58 69 29 20 51
Simulation 52 40 8.0 41 74 25 10 45
Fy Experiment 36 40 23 42 48 46 50 49
Simulation 36 40 24 59 47 47 6.0 55
Table 7
Variant compositions in the flowthrough and bound fractions in AEX.
M-cv H-cv
av mv  bv Y% av mv by Y [¥%]
Stock material 43 40 17 60 36 4.0
Fy Experiment 24 52 23 64 47 48 5.0 51
Simulation 24 56 20 56 49 47 40 50
F; Experiment 62 30 8.0 36 70 27 30 49
Simulation 60 30 10 44 70 26 40 50

itself by a weak displacement effect, regardless of the variant con-
tent in the stock material used as the feed solution. The model
reproduced band splitting that occurred, as mentioned above, due
to a combination of thermodynamic and kinetic effects. Both ef-
fects caused formation of the flowthrough concentration front in
the column oversaturated by high protein load. When the amount
of the protein present in the column decreased, a slow front was
formed, in which the protein was stronger bound and therefore re-
tained longer. Simultaneously, the extension of the residence time
enhanced the protein binding due to the kinetic effects, hence the
protein desorption was inhibited until the pH gradient was initi-
ated.

The model was verified by comparing the simulated and exper-
imental band profiles recorded at different protein loads, variant
content in the feed solutions and the mobile phase flowrate. Typ-
ical band profiles recorded in CEX are shown in Fig 3A and Figs
6A-C, and in AEX in Fig. 3B and Figs 7A, 7B. The compositions of
fraction and the fraction yields are reported in Tables 6 and 7. The
fraction yield was calculated as the mass of mAb2 in the fraction
collected to the mass loaded into the column. Again, the model
simulations did not perfectly match the experimental data but fol-
lowed well the observed trends.

It can be observed that reduction in the protein load caused
band splitting to diminish, which was well reproduced by the
model (compare Fig. 5A and Figs 7A-C). The fraction F; obtained in

the flowthrough of the M-av stock in the CEX column was slightly
enriched with the acidic variant (av), whereas F; was depleted
with that variant (M-av, Table 6). The change in the content of
the bv variant was more pronounced; its concentration in the frac-
tion F; was much higher than in the feed solutions. If isolation
or enrichment of bv were the goal of the process, the waste frac-
tion F; that was av-enriched might be recycled to CEX to recover
the remaining part of the target bv variant. Recycling of the waste
av-enriched fraction F; from the M-av stock was mimicked by pro-
cessing of the H-av stock. The av content in the fractions collected
from the H-av stock was again only slightly different (F;, F; in H-
av, Table 6). Therefore, if reducing the av content in the M-av stock
were the goal of the process, the AEX separation would be much
more effective, as it provides the flowthrough fraction with less
than 25% av (F; in M-av, Table 7). As mentioned above, the pres-
ence of acidic variants has often negligible effect on the properties
of the overall mAb pool at level about 25%. Therefore, the whole
flowthrough fraction may meet the product composition criterion.

To increase the process yield, the waste av-enriched fraction £,
eluted from AEX might be recycled, which would allow restoring
the initial M-av composition (F; in H-av, Table 7). The obtained
flowthrough fraction can be processed once again to provide the
desired product with the overall yield of about 70-80%. Since only
two fractions are collected, whose variant content does not need to
be analyzed in intermediate steps, the recycling procedure is fast
and simple.

It was found that decrease in flowrate from 0.5 to 0.2 mL min~"
did not change noticeably the selectivity of the separation in both
AEX and CEX, therefore the obtained data were not reported in
Tables 6 and 7.

5. Conclusions

A procedure for adjusting the variant content of a mAb have
been developed, which was based on batch IEX separations. The
retention order of the variants was changed from acidic, main, and
basic on CEX column to basic, main acidic in AEX column. Both
columns operated under highly overloaded conditions, with the
maximum of the protein load about 200 mg mL_},,.. The vari-
ants were eluted with pH gradient, which was simplified to two
main steps: loading and partial elution under binding conditions
at mild pH, and desorption of the protein remains by pH gradient.
This provided two fractions of the effluents: the flowthrough and
bound fractions, either enriched or depleted with some of variants.
The CEX process provided enrichment of the basic variant in the
bound fraction, at very poor selectivity of the separation of the
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acidic and main variants. AEX allowed reduction in the content of
the acidic variant in flowthrough fractions, at a low selectivity of
the separation of the main and basic variants. When complete sep-
aration of variants is not necessary, which is often the case, the
composition of the mAb pools obtained may meet regulatory de-
mands. For instance, AEX may be particularly effective when the
maximum content of acidic variant is restricted. Then, after proper
selection of the process conditions, the product with required com-
position can be acquired from the whole flowthrough fraction. The
yield of the separations may be improved by recycling the waste
fractions.

To design the process, a mathematical tool was provided; the
model of the column dynamics was formulated and calibrated
based on the equilibrium isotherm data and shapes of band pro-
files. The variant adsorption was suggested to be governed by pos-
itive cooperative adsorption, with a weak effect of the competi-
tion for adsorption sites. Therefore, the displacement between the
eluting band profiles was almost not active on both CEX and AEX
resins. This indicated that the intermolecular interactions of vari-
ants in the adsorbed phase did not depend on the type of the
resin; they were characteristic for the mAb molecule.

Though the kinetic and thermodynamic properties were specific
for the mAb used for the case study, the idea of exploiting the
band splitting phenomena for fast enrichment or depletion efflu-
ents in certain component may apply to other proteins and chro-
matographic modes.
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Variant separation

The acidic charge variants (av) of monoclonal antibodies (mAb) are often reported to have reduced ther-
apeutic potency compared with the main (mv) and basic variants (bv), therefore reduction in the av con-
tent in mAb pools is often prioritized over reduction in the bv content.

In previous studies we described two different methods for reducing the av content, which were
based on either ion exchange chromatography or selective precipitation in polyethylene glycol (PEG) so-
lutions. In this study, we have developed a coupled process, in which advantages of simplicity and ease
in realization of PEG-aided precipitation and high separation selectivity of anion exchange chromatog-
raphy (AEX) were exploited. The design of AEX was supported by the kinetic-dispersive model, which
was supplemented with the colloidal particle adsorption isotherm, whereas the precipitation process and
its coupling with AEX was quantified by simple mass balance equations and underlying thermodynamic
dependencies. The model was used to assess the performance of the coupling of AEX and precipitation
under different operating conditions. The advantage of the coupled process over the stand-alone AEX de-
pended on the demand for the av reduction as well as the initial variant composition of the mAb pool,
e.g., the improvement in the throughput provided by the optimized sequence of AEX and PREC varied
from 70 to 600% for the initial av content changed from 35 to 50% wfw, and the reduction demand

changed from 30 to 60%.

© 2023 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The structural complexity of molecules of monoclonal antibod-
ies (mAbs) is a cause of their propensity for maodifications. Hence,
the formulation of mAbs often results in different types of micro-
heterogeneity, which influences the biological activity, stability, and
biophysical properties of the product as well as its potential side-
effects [1,2]. Charge variants are the most common species of mAb
heterogeneities, They are classified according to their pl values as
acidic variants (av) with a lower pl, main variants (mv) with an
intermediate pl, and basic variants (bv) with a higher pl [3].

Several literature reports indicated decreased therapeutic po-
tency of av compared with mv and bv species [4-9]. Therefore, the
level of the av content in the mAb pool has to meet a regulatory
acceptance criterion [10,11]. Usually, complete removal of av from
the mAb pool is not required, and the av content below 25 + 5%
w/w of the total mAb pool is often at the acceptable level [11-16].

* Corresponding author.
E-mail address: dorota.antos@prz.edu.pl (D. Antos).

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.464070
0021-9673/©@ 2023 Elsevier B.V. All rights reserved.

To separate mAb variants, ion exchange chromatography (IEX) is
used as the gold standard [15,17-21]. Nevertheless, a drawback of
the process is peak overlap of variants that results from similarity
of their structures and charges. This renders complete separation
of charge variants very difficult. The separation efficiency can be
improved by reduction in the particle size of the resin [22,23], but
at the expense of reduction in the operation throughput, or by ex-
ploiting multicolumn chromatography |24-27|, which however re-
quires sophisticated equipment systems.

In a previous study, an [EX-based method for fast adjusting the
av content in mAb pools to a manufacturer defined level was de-
veloped [28]. In that method, the column is overloaded with the
feed solution up to its loading capacity. The interplay between
thermodynamic and kinetic effects is utilized for improving the
separation selectivity compared with standard process realizations,
i.e., using linear pH or salt gradients. In this approach, a part of the
protein that is unbound is eluted in flow-through during the load-
ing and washing steps, whereas the remaining part is recovered
in pH step gradient. The flow-through fraction is enriched with
the least retained variant and depleted with the most retained
one, whereas in the bound fraction the enrichment tendency is re-
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versed. In cation exchange chromatography (CEX), which is oper-
ated below pl of the variants, the av species are the weakest bound
and therefore they prevail in the flow-through fraction, whereas
the opposite holds for anion exchange chromatography (AEX). For
the mADb pool used as a case study in the previous work, the sep-
aration of variants by AEX was more selective compared with CEX,
regardless of the operating conditions and resins used [28].

In a subsequent study, to reduce the av content in mAb pools,
PEG-aided precipitation was employed [29]. The technique is based
on preferential precipitation of av in the presence of PEG at pH
below pl of the variants. This induces depletion of the super-
natant and enrichment of the precipitate with av. The precipitation
throughput is determined only by the reactor volume; therefore,
it can easily be adjusted to the upstream processing capacity. The
disadvantage of the process is a relatively low separation selectiv-
ity.

Neither IEX nor precipitation, when used as the stand-alone
process, did not provide satisfactory separation efficiency; the
chromatographic throughput was limited by binding capacity of
the resin, whereas the yield of precipitation was limited by its rel-
atively low separation selectivity. Therefore, in this study both AEX
and PEG-aided precipitation were coupled to take advantage of the
selectivity of the chromatographic process and high throughput of
precipitation.

To describe chromatographic process, a dynamic model was
used, similar to that reported in previous work [28]. Yet, in this
study, to quantify adsorption thermodynamics, we adopted the col-
loidal particle adsorption model (CPA) and developed a procedure
for determining the underlying parameters. This allowed us to im-
prove the accuracy of predictions of chromatographic band profiles
compared with that achieved in the previous study. Moreover, the
influence of PEG residues in the post-precipitation products on the
selectivity of subsequent chromatographic separation was quanti-
fied.

2. Theory
2.1. Design of chromatographic process

To simulate the band profiles of variants and design AEX, a
kinetic-dispersive model was employed [28,30]:

aG e
Etp W-HI M (1)

where C; is the concentration of i th variant in the mobile phase
in mmol mL-1, g; is the total adsorbed phase concentration of i
th variant expressed in mmol per mL of the solid matrix (mmol
er’nlmx) u is the superficial velocity in m s1, t is time in s, x is
the axial coordinate in m, Dj,q is the effective axial dispersion coef-
ficient in m? 57", &;p is the bed porosity accessible by the protein
molecules, which was set the same for all variants, &, is the total
bed porosity.

Eq. (1) was coupled with the kinetic equation:
ag;
aif' =k (q; —a) ()
where k; in s—! is the lumped overall mass transport coefficient,
q; is the equilibrium concentration, which was given by the CPA
isotherm developed by Kumar et al. [31]:

+ (1 —sr)% =

q; = KeqGiexp

- cq;  Bjua; B
x4 2 [4—22:1 P exp [—K (R - 2“1})](3 +Kk R)

(3
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where K is the equilibrium constant, a;; is the radius of the pro-
tein, which is the same for all variants ¢; = @, (@ = 5.5 x 1079 m
for mAb [32]), ¢ is the coordination number of the configuration
(that is 6 for the hexagonal arrangement), B; is the protein-protein
long-rage interaction, primarily electrostatic, R, is the protein spac-
ing in m, which is defined by a hexagonal monolayer arrangement
[33]:

05
2
k= (7) @
@

where ¢ is the phase ratio estimated based on the assumption that
at the maximum surface coverage (g™), the protein spacing, R, has
a minimum at 2a for monolayer adsorption [33]:

© =2 3 a’q"N, (5)
The symbol « in Eq. (3) denotes the inverse Debye length:

[2e2 TN,
= ky T go (6)

where e is the elementary charge, | is the ionic strength of the
solution, k;, is the Boltzmann constant, T is temperature, gq is the
vacuum permittivity, & is the dielectric constant.

The CPA model above is grounded on the concept similar to
that developed by Briskot et al. [34], however some individual
interactions are described in a different way. Nevertheless, both
models assume idealized systems containing molecules of spheri-
cal shape with single-layer hexagonal arrangement in the adsorbed
phase. Those assumptions do not apply to real adsorption behavior
of structurally complex molecules such as mAbs. Yet, the mathe-
matical form of the models often allows reproducing experimen-
tally observed adsorption behavior [31,33,34]. The expression of
the CPA isotherm given by Eg. (3) is relatively simple with re-
spect to the determination of the model parameters (Section 4.3.1).
Therefore, that model was used in this study for simulating band
profiles and calculating the separation yield.

Since av was considered as the only undesired variant, the op-
eration yield was determined as the ratio of the mass (m) of mv
and bv variants in the flow-through fraction containing the prod-
uct (Prod) with the desired av content, to their masses in the feed
(Feed):

Y — Mprodmy + umd_M'lUO% (7)
Mgpedmy + Meeed by

The model was coupled with proper initial and boundary con-
ditions, i.e., at the column inlet:

_ _ Cp forte [U [i"j]
Gr(t, x=0)= 0 fort > tinj ®)
and at the outlet of the r-length column:
ac(t. x = 1)
— 0 ®)

and solved using a finite difference scheme [35,36G].
2.2. Design of precipitation process

To determine the performance of precipitation, the set of mass
balance equations was used, as follows [29]:

MEeed,ov) = Ms ov) + Mpov) (10)
Mreed,ovl UFead.:' = ml"uw UFi‘ + Mg gy US.i i = av, mv, bv (“)
Mgy (12)

= Mg gy =——
son C.‘S.clul
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DUsi=1. Y Upi=1 (13)

where Meeedov, Msav Mpoy are the overall masses of the protein
in the feed in g, Feed, the supernatant, S, and the precipitate, P,
respectively, my, is the mass of the solvent in g, Up; = Dpi

Meed. g, .
Ureed.i = '"F:ﬁ Us; = ey Are the reduced (without solvent)

individual mass fractions of ith variant in the precipitate, in the
feed solutions and in the supernatant, respectively, Csny in mg
mL~" is the overall protein concentration in the supernatant, de-
termined by the solubility of the protein, d in mg mL-! is the so-
lution density that was set the same as for the solvent (water and
PEG), my, is the mass of the solvent.

The water uptake by the precipitate was found to be negligi-
ble due to small mass ratio of the precipitate and the supernatant,
therefore it was not accounted for in the mass balance equations
(Eqgs. (10)-(12)).

As av was characterized by the lowest pl of all variants, it ex-
hibited the lowest solubility at pH used for precipitation (pH = 5),
thus the highest propensity to precipitate. Therefore, the precipita-
tion process provided the supernatant depleted with av, which was
the product of the operation. The operation yield was expressed
by Eq. (7), where the mass of the supernatant was assigned to the
mass of the product.

3. Experimental
3.1 Instruments

An Akta purifier with UV, pH and conductometric detectors (Cy-
tiva, Uppsala, Sweden) and a data station was used for the IEX
separations. The separations were performed using the glass Tri-
corn columns (Cytiva), I.D. 0.5 cm equipped with stop-plugs and
connectors. The sample injector was an injection valve with a loop
capillary of 2 mL volume or 10 mL Superloop™ (Cytiva).

The Dionex UltiMate 3000 System (Thermo Scientific, Waltham,
USA) was used for the CEX- HPLC analysis of the charge variant
content.

The Amicon® Ultra Centrifugal Filter Units, with volume of 4
and 15 mL and molecular cut-off of 30 kDa (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany) were used for buffer exchange and concen-
tration of protein solutions. The Infinite 200 PRO multimode mi-
croplate reader (Tecan Group Ltd, Mannedorf, Switzerland) was
used to determine the overall protein concentration.

The rotating mixer 115 V (Benchmark Scientific Inc., Sayreville,
New Jersey, USA) was used for stirring solutions in the precipita-
tion process.

3.2. Materials

All chemicals were of analytical grade, unless stated otherwise.
Sodium chloride, ortho-phosphoric acid, L-histidine and acetic acid
were purchased from Avantor (Gliwice, Poland), sodium acetate,
sodium dihydrogen phosphate and sodium hydrogen phosphate
were purchased from Chempur (Piekary $laskie, Poland), 2-amino-
2hydroxymethyl-propane-1,3-diol (TRIS) was purchased from Carl
Roth GmbH & Co. KG (Mannheim, Germany), poly(ethylene gly-
col) 3.350 kDa (PEG) and hydrochloric acid 35-38% were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany).

The monoclonal antibody mAb2 (mAb2  material),
MW = 148 kDa, purity =99% was provided by Polpharma Bi-
ologics (Gdafisk, Polska). The mean isoelectric points of the
variants were: acidic variant (av) pl = 8.7, main variant (mv)
pl = 8.9, basic variant (bv) pl = 9.1. The mAb2 material (M-av)
contained variants with the composition: 39% av, 45% mv, 16% bv
w/w.

Journal of Chramatography A 1701 (2023) 464070

To separate the variants, POROS™ XQ (Thermo Fisher Scien-
tific Inc., Waltham, USA) was used, which is a strong AEX resin.
For fast removal of PEG residues from post-precipitation solutions,
POROS™ XS, was used, which is a strong CEX resin (Thermo
Fisher). The properties of the resins are presented in Table 1.

The individual variant content in the mAb2 samples was de-
termined using the analytical ProPac WCX-10 CEX-HPLC column
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) with 1.D. 0.4 cm and
length 25 cm, packed with the resin of particle size 10 pm.

An analytical size exclusion SEC-HPLC column MAbPac SEC-1
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) with 1D. 0.4 cm and
length 30 cm, packed with a resin with particle size of 5 p¢m and
pore size of 300 A, was used for the determination of the aggregate
content in the mAb2 material and in the post-processing mAb2
pools.

3.3. Procedures

3.3.1. Preparation of mAb2 samples

The mAb stock solutions were prepared from the mAb2 mate-
rial by buffer exchange using the Amicon filters. For this purpose,
a 5 mL of the initial mAb solution at a concentration of approx-
imately 15 mg mL~! was added into the Amicon filter, covered
with a portion of 10 mL of appropriate buffer, and centrifuged for
15 min (at 20 °C and 5000 rpm). The operation was repeated sev-
eral times with a fresh portion of the buffer until the desired pH
was obtained, and the solution conductivity was adjusted to the
buffer conductivity. The overall protein concentration in the ob-
tained mAb2 stocks was determined using the microplate reader.

3.3.2. Measurements of the individual isotherms

The individual adsorption isotherms of the variants on the AEX
resin were determined in 0.05 M TRIS-HCI buffer at pH 9.3 (AEX
binding buffer) with and without presence of 4% w/v PEG in the
protein solution. A portion of the resin suspension was transferred
into the spin-x Eppendorf tubes and washed once with water, and
next three times with the AEX binding buffer and centrifuged af-
ter each step. The last centrifugation was carried out for 30 min
to remove liquid adhered to the resin surface. Next, samples of
about 10 mg of the resin were taken and placed into the Eppen-
dorf tubes. A 0.7 mL sample of the protein solution in the adequate
buffer with the concentration ranging from 3 to 10 mg mL~! was
added and incubated using the rotating mixer at 15 rpm until no
noticeable change in the supernatant concentration was observed,
i.e., for 2 h. The supernatants were separated from the resin using
0.2 pm PES syringe filters and subjected to the concentration anal-
ysis. The overall concentration of the protein was determined using
the microplate reader. The variant content in the supernatants was
measured by CEX-HPLC.

The individual equilibrium concentration of each variant, g 7, in
the adsorbed phase was calculated using the following equations:

VG -G

L (14)

q;
where V is the solution volume in mL, m, is the mass of the resin
in g, Co; is the initial individual concentration of each variant in
the stock solution (i = av, mv, bv) and C; is the corresponding in-
dividual equilibrium concentration in the supernatant in mg mL~1,

3.3.3. Column packing

The manner of the column packing followed the manufacturer’s
guidelines (Thermo Fisher Scientific Inc.). The resin was packed
into the Tricorn column, The bed height in the columns after com-
pression was about 5 cm.
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Table 1

Properties of the resins.
Resin name POROS™ XQ POROS™ XS
Resin type AEX CEX
Functional group Quaternary amine Sulfopropyl
Matrix Cross-linked poly(styrene-divinylbenzene)

Resin mean size pm
lonic capacity mmol mL packed bed

50 50
0.088-0.130* 0.081+*

* from [37].
** from [38].

3.3.4. Measurements of packed bed porosity

The porosity of the packed bed in the AEX column was deter-
mined from the retention time of a dilute pulse of TRIS-HCI eluted
in the mobile phase. The specific packed bed porosity for mAb2
was determined from the elution time of a pulse of the mAb2 so-
lution eluted under non-binding conditions, i.e., at 1 M NaCl in the
moabile phase. The elution time measured was corrected by sub-
tracting the contribution of the extra-column volumes. The total
porosity of the bed in the AEX column was &, = 0.69, the specific
porosity for mAb2, whose molecules only partially penetrated the
pore volume of the adsorbent, was &, = 0.44.

3.3.5. Anion exchange chromatography

The column packed with the AEX resins was equilibrated with
the binding buffer, i.e, 0.05 M TRIS-HCl, pH 9.3. The protein so-
lution was exchanged for the binding buffer up to the concentra-
tion of 20 mg mL~! with or without the presence of 4% w/v PEG,
injected into the column using the 10 mL superloop, and washed
with the binding buffer at the flowrate of 0.5 mL min-'. Next, the
binding buffer was exchanged for the desorption buffer, i.e., 0.02 M
histidine buffer pH 5.5 (HIS), in a step gradient (0 — 100% v/v). Fi-
nally, the column was stripped with 1 M NaCl solution in the des-
orption buffer.

To determine the individual concentration of variants during
the whole process (including loading, washing and desorption), the
column effluent was collected in 1 mL fractions. The variant con-
tent was determined by the CEX-HPLC analysis.

3.3.6. CEX-HPLC analysis

The mobile phase consisted of 25 mM NaH,PO4 (X), 25 mM
Na;HPO, (Y), 125 mM NaCl (Z) with different volume ratios. The
samples were injected into the CEX-HPLC column, which was
firstly equilibrated with the buffer A (X/Y/Z: 35.6/44.4/20 v/v) and
washed for 5 min with the same buffer. Next, the buffer A was ex-
changed for 100% vfv of the buffer B (8.8/71.2/20 v/v) in a 55-min
linear gradient. After elution, the column was regenerated using
100% v/v of the buffer C (5.0/5.0/90). The mobile phase flowrate
was 0.5 mL min ',

3.3.7. Precipitation of mAb

Precipitation from the stock solutions. The stock solution of mAb
was exchanged for 0.05 M sodium acetate buffer (SA) pH 5.0, as
described in the Section 3.3.1. The PEG stock (precipitant) was pre-
pared by dissolving PEG in SA buffer to obtain the PEG content of
50 w/v.

The stock solutions of mAb2, the precipitant, and SA buffer
were mixed in proper volumes to generate a specified supersat-
uration of the solution, which was determined by the solubility
of mAb2 (e.g., 20 mg mL ' mAb2 at 22.6 wjv% of the PEG so-
lution pH 5 [29]). The precipitation process was accomplished in
20 min at 20 °C while stirring in a rotating mixer at 35 rpm. To
separate precipitate and supernatant, the solution was centrifuged
for 20 min at 20 °C and 5000 rpm. The overall mAb2 concentra-
tion in the supernatant was measured using the microplate reader,

whereas the individual variant content was determined by CEX-
HPLC. The precipitate was re-dissolved in SA buffer and subjected
to CEX (Section 3.3.8) to remove PEG residues.

Precipitation from the AEX effluent. pH of the AEX effluent that con-
tained the desorbed mAb2 was adjusted to pH 5.5 using HCl. Then,
the PEG stock was added to obtain the specified supersaturation
level of mAb2 in the solution. The solubility of mAb2 in the solu-
tion depended very weakly on the buffer type; it was mainly de-
termined by pH and the PEG concentration. Therefore, the mAb2
solubility in a mixture of buffers TRIS-HCl and HIS, which were
present in the desorption effluent, was similar to that measured in
SA buffer in the previous work [29]; for both solvent environments
the precipitation yield was also very similar (Fig. S1, Supplemen-
tary materials).

3.3.8. PEG removal from post-precipitation solutions

The column packed with the CEX resin was equilibrated with
the CEX biding buffer, i.e., SA pH 5.5. The protein precipitate was
dissolved in SA and injected into the column. The column load by
mAb2 was about 66 mg per mL of the packed bed. To remove the
PEG residues from the protein solution, the column was washed
with SA at the flowrate of 0.5 mL min~! for 8 CV. Then, the bid-
ing buffer was exchanged for the desorption buffer (0.025 M phos-
phate buffer, pH 9.0) in a step gradient (0 — 100% v/v). The effluent
was collected and subjected to the concentration analysis. The col-
umn was stripped with 1 M NaCl solution in the desorption buffer.

3.3.9. Coupling the precipitation process and AEX

The precipitation and AEX operations were coupled in differ-
ent sequences; when precipitation preceded AEX (sequence PREC-
AEX), the precipitate obtained in the first step was dissolved and
subjected to CEX to remove the PEG residues in the liquid adhered
to the precipitate surface, as described in Section 3.3.8. In the se-
quence AEX-PREC, the effluent of the AEX column was directly sub-
jected to precipitation, as described in Section 3.3.7.2.

3.3.10, Determination of the aggregate content

Distribution of aggregates between the liquid and solid phases
was measured using SEC-HPLC. The mobile phase was 0.05 M
phosphate buffer (pH 6.8) with 0.3 M NaCl, the flowrate was
0.2 mL min~'. The signal of the protein was recorded by the UV
detector at 280 nm, then corrected by subtraction of the blank run.
An example chromatogram is shown in the Fig. 1.

4. Results and discussion
4.1. Design of the precipitation process

As mentioned above, the av species having the lowest pl exhib-
ited at pH 5 the lowest solubility of all variants, thus the highest
tendency to precipitate. Therefore, the precipitation process pro-
vided the supernatant (S) depleted with av and the precipitate (P)
enriched with av.
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Fig. 1. SEC-HPLC analysis of the mA2 material; Agg - aggregates, Mono - monomers
of mAb2.

The experimental quasi-equilibrium data provided in the pre-
vious study [29] (Fig. S2, supplementary materials) were quanti-
fied in the form of empirical dependences, i.e., the dependence of
Us gy (%) and the ratio m = % versus the overall protein recovery,

_ Usom ) 3 .
Recyy = Upoyym WeTe expr essed by the formulas:

Usaw = (ag“ Uﬁm._m, + b Ured.an + CZ”)RECW,
+ (agv Ufeed.mr + 'bli;‘ru Ureed.an + Civ) (15)

2
m = (a§ Uz py + b Urcea oo + i YReCo

(Al U2y + B U peen + ) (16)

100 — Us ¢
Uspy = ————=2 17
S by m+1 ( )
US_mu =100 - US av — Us,bu (13)

where al, b, ¢ (i = a b, j = av, m) are empirical parameters;
their values are reported in Table S1 (Supplementary materials).

The acceptable content of av in the supernatant, which was the
product of the process, was set at a defined level (Usq,). When
Ugqy was set, Recy, could be calculated from Eq. (15), and the
concentration of the remaining variants in the supernatant from
Eqs. (16)-(18). The composition of the precipitate was calculated
by solving the mass balance equations (Eqs. (10)-(13)) at the de-
fined feed composition.

When precipitation proceeded AEX (PREC-AEX), the precipitate
was dissolved in the AEX binding buffer and the obtained sam-
ple was further processed in AEX. The PEG residue in the obtained
samples was about 4% w/v. Therefore, prior their processing in
AEX, the influence of the presence of PEG on the adsorption pat-
tern of variants was evaluated.

4.2, Effect of PEG on the adsorption of the variants

The individual isotherms of the variants in the AEX binding
buffer with and without the addition of 4% wfv PEG was measured
according to the procedure described in Section 3.3.2. The result
obtained for the post-precipitation material with a high content
of av (H-av) is depicted in Fig. 2. It is evident that the presence
of PEG causes reduction in the adsorption strength of av, weakly
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Fig. 2. Individual isotherms of the mADb2 variants on the AEX resin at pH 9.3 in a
post-precipitation solution (H-av): 56% av, 35% mv, 9% bv) without PEG (solid sym-
bols) and with 4% w/fv PEG (open symbols) in the biding buffer. Lines guide to the
eye.

influences the adsorption of mv, and enhances the adsorption of
bv, which reduces differences between the adsorption affinities of
the variants, thus also in the separation selectivity. This can be ex-
plained by the reversal in the solubility pattern of the variants at
pH 9.3, which was used for the protein binding in AEX, and that at
pH 5, which was used for the precipitation. Since av was charac-
terized by the lowest pl, it was the best soluble at pH 9.3, whereas
bv whose pl was the highest, hence the closest to pH 9.3, exhibited
the worst solubility, therefore the highest affinity to the adsorbed
phase.

4.3. Design of the AEX process

4.3.1. Formulation and verification of the dynamic model

The accuracy of the predictions of the mAb2 band profiles
based on the modified SMA isotherm model, which was imple-
mented in the previous work, was only fair [28]. Therefore, there
was a room for its improvement, especially that design of the
coupled processes required a robust mathematical tool. Increase
in the number of adjustable coefficients in the SMA model did
not noticeably improve the prediction quality. The Langmuir model
was found to be oversimplified and failed to reproduce the band
profiles. Therefore, in this work we adopted the CPA isotherm
(Egs. (3)-(6)), which turned out to be more accurate in predictions
of shapes and yields of the AEX separation of the mAb2 variants.

The isotherm model contains a few coefficients to be de-
termined. Those are: the interaction coefficients between the
molecules of the same compound, B; and between unlike
molecules Bj;. The latter values can be approximated by the fol-
lowing formula [31]:

Bij= /B B; i Jj = av. mv. bv (19)
The molecular iterations are assumed to be symmetrical, i.e., Bj
= Bj.
i

As the first trial of the parameter estimation did not provide
good fit to the experimental data, the number of the parameters
was increased by one, including each of the individual parameters:
Bavmyv, Baypvr B - The estimation results revealed that the binary
coefficient determining the av-mv interactions, Bgy,my, markedly de-
parted from the value provided by Eq. (19), therefore it had to be
independently estimated. This may stem from complex behavior of
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Fig. 3. Individual band profiles of the mADb2 variants eluted from the AEX column for: A) mAb2 material (M-av), C;y = 19.3 mg mL~!, B) post-precipitate mAb2 material
(H-av), Gy = 258 mg mL~", C) H-av material with the presence of 4% wjv of PEG in the AEX binding buffer, Cij = 263 mg mL-'. The mabile phase flowrate Q = 0.5 mL

min-', Vipg = 10 mL. Symbols - experimental data, lines — simulations,

the concentrated solutions of the variants in the adsorbed phase,
which was not accounted for in the CPA isotherm.

The value of g™ was taken from literature (Table 1,
g™ = 0088 mmol miy} = L% mmol mi,l ) The uncer-

tainty of that value was lumped into the remaining model coef-
ficients.

The coefficient k; in the kinetic equation (Eq. (2)) lumps the ef-
fects of mass transfer resistances, therefore it is correlated with
the retention factor, thus with the Henry constant H;=K. q"
[28,30,36]. The value of kg, was selected as the estimated param-
eter. The coefficients kv and ky, are correlated with kg, through
their Henry constants:

= i = mv, bv (20)

As Ke and q" were set the same for all variants (gf" = ¢™),
therefore k; = kqy.

The effective axial dispersion coefficient, D; 4, was determined
in the previous study [28] by fitting to the mAb2 profiles
recorded under non-binding conditions (for the flowrate used
D g =66 x 105 m? s 1)

Altogether, six coefficients had to be determined Keg Bavav,
By Bpybve Bavmv. kav. For that purpose, the peak fitting method
was used. The experimental basis for the estimation were the flow-
through band profiles of all three variants measured for two feed
materials differing in the variant composition. For the estimation
an optimization procedure was used, in which the objective func-
tion to be minimized was the sum of the squared differences be-
tween the simulated and experimentally measured concentration
profiles. The results of the simulation and the corresponding ex-
perimental data are depicted in Fig. 3A, and B, which illustrate
the profiles of the flow-through fraction (F1) eluted in the load-
ing and washing step, and the bound fraction (F2) eluted with the
pH gradient step. The operation yields obtained from the experi-
ments and the simulations are compared in Table 3. As it can be
observed, the model reproduced the shapes of band profiles (Fig. 3)
and the operation yields (Table 3) with good accuracy; the differ-
ence between the predicted and experimentally determined oper-
ation yield and did not exceed 4%.To predict the elution profile of
the bound fraction, the relative changes in the k; parameter in pH
step change vs the Henry constants were assessed analogously to
Eq. (20) [28]. In fact, a high precision in the reproduction of the
peak shapes in the bound fraction was not necessary, since it con-
tained the remaining amount of each variant, which might be cal-
culated from the mass balance conservation. All the model param-
eters estimated are presented in Table 2. Considering the simpli-
fications made in the formulation of the CPA model, the obtained

parameters should be regarded as mathematical coefficients rather
than real values of the molecular interaction parameters.

To verify the effect of the presence of PEG on the separation
selectivity, the AEX feed was supplemented with 4% w/v PEG to
mimic the composition of the dissolved precipitate to be processed
in AEX. The model parameters obtained for the PEG-free feed solu-
tions were tuned to fit the model simulations to the experimental
band profiles recorded for the PEG-enriched feed, which are de-
picted in Fig, 3C,

The results of the simulations are overlaid on the experimental
data in Fig. 3.

As the model of the AEX dynamics was successfully verified for
all tested conditions, it could be further used for designing the
coupling of AEX and precipitation.

4.4. Integration of AEX and PREC

4.4.1. Design concept

To determine the optimal sequence of the partial processes,
the model of the AEX dynamics Eqs. (1)-((8)) and the equilib-
rium model of precipitation Eqs. (10)-((13)), ((15)-(18))) were in-
tegrated. Prior to its use, the integrated model was verified by the
experimental realization of the sequences PREC-AEX and AEX-PREC
for the M-av material. The acceptance level av in the product was
set at 25% av w/w, which corresponded to 34% of the relative re-
duction with respect to the M-av material. [n the sequence PREC-
AEX, the PREC process was performed in the first step, according
to the procedure described in Section 3.3.7.1. As mentioned above,
the post-precipitation material contained residue of PEG. Since the
lab-scale filtration process was time consuming due to clogging
membranes with PEG, we used CEX for fast removal of the PEG
residue from the post-precipitation protein solutions. PEG was un-
retained in the CEX column, thus the whole amount of its residue
was eluted in flow-through. The bound protein was desorbed with
the desorption buffer (Section 3.3.8). The choice of the intermedi-
ate operation for the PEG removal was not optimized; it is possible
that CEX could be omitted by optimizing parameters of the filtra-
tion membrane or conditions for precipitate washing. Since the re-
alization of AEX was the throughput-limiting step, we focused the
study on the reduction of the AEX contribution to the whole cou-
pled process.

The mAb2 pool free of the PEG residue was concentrated and
subjected to AEX, as described in Section 3.3.5. The av content
and yield of each partial process and the coupling PREC-AEX were
determined based on the concentration analysis of the precipita-
tion product and the AEX effluent. The results obtained for the se-
quence PREC-AEX were compared with the numerical predictions
of the integrated model and presented in Table 4. Similar accu-
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Table 2

Coefficients of the CPA isotherm with and without presence of PEG.
PEG% w/v Ke (-) Bovay (-) By X10° (-) By X10° (-) Baymy (-) ki (pH 9.3) (s7")
0 722 0.67 1.11 3.05 714 1.71x10 4
4 938 1.05 52.4

Table 3

Variant compositions in the flow-through and bound fractions in AEX. Exp. - experimental data, Sim. - simulations.

Material M-av H-av H-av 4% w|v PEG
Urgeqi% wjw Y% Upgea,i% wWiw Y% Upgeq i% wifw Y
Fraction — — —
av my bv % wiw av mv by % wiw av mv bv % wlw
Feed 38 45 17 - 59 36 5 - 59 35 6 -
F1  Exp. 13 57 30 46 38 53 9 72 47 44 9 70
Sim. 13 56 31 46 36 55 9 73 48 43 9 72
F2  Exp. 53 38 9 52 78 21 1 26 73 23 4 29
Sim. 31 39 10 33 80 18 2 25 73 24 3 28
Table 4

Verification of the model for the integrated process PREC-AEX: the comparisen of the variant composition in the super-
natant S, and the precipitate P, and the yields obtained experimentally and numerically using the dynamic model for

AEX (Eqs. (1)-(6)) integrated with the mass balance equations at equilibrium for PREC (Eqs. (8)-(11), (13)-(16))
after PREC after AEX after PREC-AEX
Upeeq % wjw Y% Upeeai% W/w Y% Upeea % WiwW ¥
Fraction ——————— Frac —_— Fraction ————————
mv  bv % wiw av.  mv by % owfw mv bv % wiw
Feed 39 45 16 - P 49 41 10 - Feed 39 45 16 -
Exp. S 26 51 23 63 F1 26 56 18 48 Product 26 52 22 82
Sim. 26 52 22 63 24 57 19 48 25 54 21 82
Exp. P 49 41 10 37 F2 64 32 4 48 Waste 64 32 4 15
Sim. 51 139 10 37 63 32 5 52 63 31 6 18

racy was achieved for the sequence AEX-PREC (data not shown).
Since the experimental data and the model predictions were in
good agreement, the model was subsequently used for determin-
ing the performance of different configurations of partial processes
in the coupled process.

4.4.2. Case study systems for the optimization of the coupled process

The optimal configuration and the sequence of the partial pro-
cesses depended on the required level of the av reduction and the
av content in the mAb2 material (feed). We considered two options
for the case study; in the option I, the av content in the mAb2 ma-
terial was reduced by 62%, and in the option 11 by 34% (e.g., for
the M-av material from 39% to 15% av w/w in the option I, or from
39% to 25% av w/w in the option II). The optimized configurations
of the partial processes in the coupled process are illustrated in
Fig. 4. For both options, the model was solved for different com-
positions of the mAb2 materials, which influenced the separation
selectivity, and for different supersaturation levels, which defined
the operation yield. The increase in the av content caused drop
in yield of AEX, due to enhancement of peak overlap between the
av and other variants, which was reproduced well by the dynamic
model with the implemented CPA isotherm. Similar changes in the
yield values were also observed in the precipitation process. It re-
sulted from the selectivity decline with increasing the av content
in the solution [29], which was accounted for in the model by the
empirical equilibrium dependencies (Eqs. (15)-(18)). Therefore, the
changes in the feed composition involved changes in the overall
process efficiency, in terms of the throughput of the AEX process
and the overall operation yield (Eq. (7)). For the precipitation pro-
cess, the throughput of precipitation was assumed to be unlimited,
since it was determined only by the size of the reactor.

4.4.3. Performance of the coupled process for the option I

The realization of the option I was more challenging than the
option [l due to the higher demand for the av reduction. The inter-
play between the variant composition in the feed solution, Ugeeg gy
throughput (E, mg mL;elsi"J and yield (Y) is illustrated in Figs. 5A
and 5B. The precipitation process used as the stand-alone opera-
tion was not sufficiently selective to achieve the desired reduction
level. The stand-alone AEX provided that level, but at the expense
of reduction in E (Fig. 5B). The sequence AEX-PREC allowed signif-
icant improvement in E, i.e., up to 600% for the highest av content
in the mAb2 material (i.e., about 50% av wfw), and up to 70% for
the lowest av content (i.e., about 30% av w/w). As the demand for
the av reduction in the AEX process was relieved due to its cou-
pling with PREC, higher column loads could be used. The improve-
ment in yield was less prominent: up to 20% for the highest av
content, which went down to the value provided by AEX while de-
creasing the av content. For the av content in the mAb2 material
less than 30% wfw, AEX-PREC outperformed AEX only with respect
to E.

4.4.4. Performance of the coupled process for the option II

The efficient reduction in av in the option 1l was achieved
for the configuration: PREC-AEX-PREC. It overperformed the stand-
alone AEX with respect to E (up to 100% for the highest av content
and up to 50% for lowest av content in the mAb2 material), and
the stand-alone three-stage precipitation PREC-PREC-PREC with re-
spect to yield (up to 35% for the highest av, and up to 20% for the
lowest av content (Fig. 6).

For the mAb2 materials with the av content lower than 40%
wiw, the efficiency of the stand-alone AEX or the stand-alone
PREC-PREC-PREC was comparable with the coupled process. The

117



P. Zimoch, T. Rumanek, M. Kolodziej et al.

Product

Journal of Chromatography A 1701 (2023) 464070

T Product

Fig. 4. Scheme of the optimized configuration of the coupled process of PREC and AEX. A) Option I, B) option Il. Feed is the mAb2 material, F1 is the AEX flow-through
fraction depleted with av, F2 is the bound fraction enriched with av, S is the supernatant, P is the precipitate,
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Fig. 5. Performance of the coupled process of AEX-PREC for the option . A) E vs the av content in the feed solution Up.eqq, B) 3D illustration of the interplay between
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Fig. 6. Performance of the coupled process of PREC-AEX-PREC (for the option 1I). A) E vs the av content in the feed solution Up,qq,, B) 3D illustration of the interplay

between Upegq E and Y.

stand-alone AEX in the option Il provided yields up to 90% at
E = 700-900 mg eresm for the mAb2 materials with the av
content Ugpgegq, = 30-35% wfw, Under the same conditions, the
stand-alone PREC-PREC-PREC provided yields of about 80% while
its throughput was limited only by the reactor volume. The benefit

provided by the coupling of both operations was negligible.

4.5. Aggregate distribution in the products

Finally, the aggregate distribution in the products of the par-
tial processes and the coupled process was determined. The ag-
gregates present in the mAb2 material were accumulated in pre-
cipitate, which is illustrated in Table 5. This indicated additional
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Table 5
Aggregate content in the stand-alone processes PREC and AEX and the coupled process AEX-PREC.
PREC AEX AEX-PREC
Ureed nzz FAgg Upeed g *Age Ureed gz ZAgg
Fwlw wiw X wiw wiw & wiw wiw
Feed 0.80 - P 1.68 - Feed 0.80 -
s 0.14 0.10 3t 0.48 0.08 Product 0.21 0.17
P 147 0.90 2 2,67 092 Waste 2,67 0.83

P precipitate fraction after removal of PEG residues by CEX.

advantage of the configuration of the coupled process, in which
precipitation was realized downstream AEX.

5. Conclusions

The coupled process of AEX and preferential PEG-aided precip-
itation has been developed to reduce the acidic variant content
in the mAb2 pool. The coupled process outperformed the stand-
alone operations with respect to both yield and throughput. To
predict the process performance, the dynamic model of AEX was
integrated with the model of precipitation equilibrium. The former
was based on the kinetic-dispersive model that was supplemented
with the CPA isotherm model. The CPA isotherm coefficients were
determined by the peak fitting method. The implementation of the
CPA isotherm improved the predictability of the dynamic model
compared with the previous study [28]. The model of the precipi-
tation equilibrium consisted of simple mass balance equations and
empirical equilibrium dependencies. The optimal sequence of the
partial operations in the coupled process depended on the require-
ment for the reduction level in the av content in the mAb2 mate-
rial. When demand for the av reduction level was high, i.e., about
60% with respect to the initial av content, the optimized sequence
AEX-PREC provided higher throughput and yield compared with
the stand-alone AEX (E up to 600% higher and Y up to 20% higher
at the highest av content in the mAb2 material), while the stand-
alone precipitation failed to achieve that reduction level. When the
restriction on the av reduction level was relieved i.e., to about 30%,
the sequence of PREC-AEX-PREC provided up to 100% improvement
in the throughput compared with the stand-alone AEX and up to
35% in yield compared with the stand-alone precipitation. This in-
dicates that the optimal configuration depends on the manufac-
turer specified demand for the av reduction in the specific mAb
pool.

The protein aggregates present in a small quantity in the mAb2
material were accumulated in precipitate. Therefore, the configura-
tion of the coupled process, in which precipitation was used in the
last stage provided additional benefit in terms of the reduction in
the aggregate content.
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A design procedure for the separation of charge variants of a monoclonal antibody (mAb) was developed, which
was based on the coupling of cation-exchange chromatography (CEX) and anion-exchange chromatography
(AEX) under high loading conditions. The design of the coupled process was supported by a dynamic model. The
model was calibrated on the basis of band profiles of variants determined experimentally for the mAb materials
of different variant compositions. The numerical simulations were used to select the coupling configuration and
the loading conditions that allowed for efficient separation of the mAb materials into three products enriched
with each individual variant: the acidic (av), main (mv) and basic (bv) one. In the CEX section, a two-step pH
gradient was used to split the loaded mass of mAb into a weakly bound fraction enriched with av and mv, and a
strongly bound fraction containing the bv-rich product. The weakly bound fraction was further processed in the
AEX section, where the my-rich product was eluted in flowthrough, while the av-rich product was collected by a
step change in pH. The choice of flow distribution and the number of columns in the CEX and AEX sections
depended on the variant composition of the mAb material. For the selected configurations, the optimized mAb
loading density in the CEX columns ranged from 10 to 26 mg mL", while in the AEX columns it was as high as
300 or 600 mg mL", depending on the variant composition of the mAb material. By proper selection of the

loading condition, a trade-off between yield and purity of the products could be reached.

1. Introduction

The production of monoclonal antibodies (mAbs) is a rapidly
expanding branch of the biopharmaceutical industry. Most therapeutic
mAbs belong to the IgG subclass, which finds a multitude of clinical
applications for the treatment of cancer, immune diseases, and in-
fections of various types. Full-length IgG mAbs are large molecule pro-
teins that are prone to multiple post-translational modifications, which
can occur during biosynthesis, purification, formulation, or storage
[1-7]. This is a cause of microheterogeneity, which can induce a
reduction in activity, immunogenicity, stability, and efficacy of the
product, as well as undesirable side effects [7-14]. The most common
source of microheterogenity is the formation of charge variants, which
are classified according to their pI values as acid variants (av) with a
lower pI, main variants (mv) with an intermediate pI, and basic variants
(bv) with a higher pI [15]. Variants can differ in therapeutic potency;
therefore, the variant composition falls into the category of product
quality attributes and must be maintained at a defined target [16-23].
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E-mail address: dorota.antos@prz.edu.pl (D. Antos).
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Some studies have shown a lack of interplay between variant pl and
pharmacokinetics [6,10,11]; however, the results of several case studies
indicated a decrease in the therapeutic potency of av species compared
to mv and bv species and an increase in the potency of bv species
compared to my species [9,13,24-29]. In general, the influence of the
charge variant composition on the functionality of the mAb-based drug
is the individual characteristic of the mAb type. There is no bright line
rule to define positive or negative impacts of variant type on the
mAb-assisted treatment process [23]. Therefore, determining the ther-
apeutic potency of individual mAb variants is of great importance for
regulatory approval. To perform adequate tests, a substantial amount of
mAb material enriched with each of the modifications has to be avail-
able. The results of the tests determine the variant composition of the
product, which must be adjusted by the use of proper separation
methods.

To separate protein variants, ion exchange chromatography (IEX) is
generally used [30-40]. Nevertheless, structural similarity of charge
variants is a cause of the overlapping of their band profiles, which
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renders their separation difficult and leads to low product recovery. To
improve separation performance, operating conditions can be optimized
by adjustment of the shape of the elution gradient [30-32,35,36,38], the
type of resin [39,40], or by exploiting multicolumn countercurrent
chromatography, which, however, requires sophisticated equipment
[41-48].

The separation of variants in single and multicolumn arrangements is
typically performed using a linear gradient of salt or pH [30-36], or a
combination of both [37,38]. Although this approach can be effective
with respect to resolution of variants, the creation of linear gradients in a
wide pH range, which cover binding and elution conditions, is prob-
lematic. Limits of buffer capacity result in deviation of pH gradients
from linearity, which can be a cause of reduced resolution [49]. More-
over, to improve resolution, shallow gradients are often utilized,
resulting in an extension of the separation time, a dilution of band
profiles, and high buffer consumption. Linear gradients require peak
fractionation, which hampers their application in continuous-operation
modes. An alternative approach was demonstrated by Anupa et al., who
used a combination of displacement mode and step salt gradient mode in
a continuous cation exchange chromatography (CEX) setup to adjust
variant composition in a mAb material [48].

In previous studies, we have developed various techniques for fast
reducing the content of av in mAb pools to a manufacturer-defined level.
The techniques were based on IEX [50], preferential precipitation [51],
or a combination of both methods [52]. In the [EX-based approach, the
linear gradient was eliminated and replaced with a pH step gradient. The
column was loaded with the protein to the loading capacity. A part of the
loading was eluted in the flowthrough fraction enriched with the least
retained variant. In the subsequent desorption step, the bound fraction
enriched with the most retained variant was eluted by a step change in
PH. In anion exchange chromatography (AEX), the flowthrough fraction
depleted of av species was the product of the process with the desired av
level [50,52]. The advantage of that technique is the possibility of
processing a very large amount of protein in a very short time, which is
not achievable in ordinary linear salt or pH gradients. However, the
vield of the operation is low, as the av-enriched fraction, which is the
waste of the process, also contains other variants. To improve the yield,
multiple recycling of the waste fraction is required, where in each sub-
sequent recycling step the av content in the recycled fractions increases,
leading to a reduction in the selectivity of separation [50].

To improve separation efficiency, a combination of AEX with pref-
erential precipitation was developed, in which the advantages of low
cost and ease of realization of precipitation and the high selectivity of
AEX were used [52]. This approach was found to be more effective than
both standalone AEX and standalone precipitation [52].

However, both precipitation and its combination with AEX could
only be used to reduce the av content in mAb pools, while the separation
of the remaining variants was not possible [51,52]. In the latter case,
only the chromatographic method could provide sufficient selectivity to
isolate individual variants from their mixture.

Therefore, in this study, we modified the IEX-based method to make
it applicable to the separation of all variant types: av, mv, and by. For this
purpose, CEX and AEX were used orthogonally. In the CEX step, the
fraction highly enriched with bv species was isolated from the variant
mixture, whereas in the AEX step, av species were isolated from my
species. To mimic the heterogeneity of the mAb material, different
variant compositions were considered, for which different flow dia-
grams were evaluated with respect to the yield and purity of the
products.

The main goal of this study was to develop a procedure for the fast
fractionation of the mAb material into products highly enriched with
each of the variant species. The method could be used in the drug
development stage to provide a sufficient amount of material for the
analysis of the activity and therapeutic potency of mAb variants or in
downstream processing to adjust the variant composition of the product.
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2. Theory - dynamic model

To simulate the band profiles of the variants and design AEX and
CEX, the kinetic dispersive model was employed [53]:
i G Gt “"”%*D’m% )
where C; is the concentration of i-th variant in the mobile phase in mmol
mL', g; is the total adsorbed phase concentration of i-th variant
expressed in mmol mL;! . . u is the superficial velocity in m s, tis time
in s, x is the axial coordinate in m, Dy q is the effective axial dispersion
coefficient in m? 571, £:p is the total bed porosity accessible by the mAb
molecules, & is the total bed porosity.

Eq. (1) was coupled with the kinetic equation:

% =ki(q —a) @
where k; in s™! is the lumped overall mass transport coefficient, g; is the
equilibrium concentration correlated with the liquid phase concentra-
tion by the isotherm model.

To describe the adsorption equilibrium of the mAb variants, the
colloidal particle adsorption (CPA) isotherm was used, which was
expressed as follows [54]:

where K is the equilibrium constant, a;; is the radius of the protein,
which is the same for all mAb variants, i.e., a5 =55 107 m [55],c =6
is the coordination number of the configuration for the hexagonal
arrangement, « is the inverse Debye length m’, B describes
protein-protein long-rage interactions, R is the protein spacing in m,
which is defined by a hexagonal monolayer arrangement [56]:

. [ e Byay
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where ¢ is the phase ratio estimated based on the assumption that at the
maximum surface coverage (¢™), the protein spacing, R, has a minimum
at 2a for monolayer adsorption:

p=2V3a"q"N, (5)

Because of the complexity of the adsorption behavior of variants
under strongly overloading conditions, the expression of the CPA
isotherm given by Eq. (3) should be viewed as a mathematical formula
that allows reproducing band profiles rather than a theoretically
grounded model [52]. It contains a relatively low number of adjustable
coefficients (Ko, By), which facilitates the model definition.

The dynamic model was coupled with the initial conditions corre-
sponding to the column free of the protein at time ¢ = 0, and the
Danckwerts-type boundary conditions:

« at the column inlet:

wfeult, x=0) ~tx=0)) = ~eby, " ®
where the injection profile was defined as follows:
Crfort € |0, ty
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where Cy is the feed (sample) concentration, ty, is the injection time,

e at the outlet of the l-length column:

ac(t, x =L)

ax 0 (8)

The model was solved using a fast finite difference scheme [57,58].
3. Experimental
3.1. Instruments

The Akta purifier with UV, pH, and conductometric detectors
(Cytiva, Uppsala, Sweden) and a data station were used for variant
separation. Separation was performed using glass Tricorn columns
(Cytiva), ID 0.5 cm, equipped with stop plugs and connectors. The
sample injector was the 10 mL Superloop™ (Cytiva).

The Dionex UltiMate 3000 system (Thermo Scientific, Waltham,
USA) was used for the CEX-HPLC analysis of variant composition.

The Amicon® Ultra Centrifugal Filter Units, with a volume of 4 and
15 mL and a molecular cutoff of 30 kDa (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany), were used for buffer exchange and protein solution concen-
tration. The Infinite 200 PRO multimode microplate reader (Tecan
Group Ltd, Mannedorf, Switzerland) was used to determine the total
protein concentration,

3.2. Materials

All chemicals were analytical grade, unless otherwise noted. Sodium
chloride, orthophosphoric acid, l-histidine, and acetic acid were pur-
chased from Avantor (Gliwice, Poland), sodium acetate, sodium dihy-
drogen phosphate, and sodium hydrogen phosphate were purchased
from Chempur (Piekary Slaskie, Poland), 2-amino-2hydroxymethyl-pro-
pane-1,3-diol (TRIS) was purchased from Carl Roth GmbH & Co. KG
(Mannheim, Germany), hydrochloric acid 35-38 % was purchased from
Merck (Darmstadt, Germany).

The monoclonal antibody mAb2 material (IgG1), MW = 148 kDa,
purity > 99 %, was provided by Polpharma Biologics (Gdansk, Polska).
The mean isoelectric points of the variants were: av with pl = 8.7, mv pl
= 8.9, bv pl = 9.1. The mAb2 material contained variants with the
composition: 48 % av, 36 % my, and 16 % bv w/w.

To separate the variants, POROS™ XS, which is a strong CEX resin,
and POROS™ XQ, which is a strong AEX resin (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA) were used. Both resins are based on a cross-linking
poly(styrene-divinylbenzene) matrix with a mean particle size of 50 pm.
The AEX resin is functionalized with a quaternary amine group with
ionic capacity of 0.081 mmol per mL of packed bed [59]. The CEX resin
is functionalized with the sulfopropyl group with ionic capacity of
0.088-0.130 mmol per mL of packed bed [60].

The individual variant content in the mAb2 samples was determined
using the analytical ProPac WCX-10 CEX-HPLC column (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA) with ID. 0.4 cm and length 25 ¢cm, packed
with the resin of particle size 10 ym.

3.3. Procedures

3.3.1. Preparation of mAb2 samples

To prepare mAb2 stock solutions, the mAb2 material was subjected
to buffer exchange using Amicon filters. For this purpose, a 5 mL of the
mAb2 material with a concentration of approximately 15 mg mL™ was
added into the Amicon filter, covered with a portion of 10 mL of
appropriate buffer, and centrifuged for 15 min at 20 °C, at 5000 rpm.
The operation was repeated several times with a fresh portion of the
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buffer until the desired pH was obtained and the solution conductivity
adjusted to the buffer conductivity. The total protein concentration in
the obtained mAb2 stocks was determined using the microplate reader.

3.3.2. Column packing and porosity determination

The resin was packed in the Tricorn column according to the man-
ufacturer’s guidelines (Thermo Fisher Scientific Inc.). The bed height in
the columns after compression was about 5.4, 8.8 or 10.4 cm for the CEX
resin and 5 cm for the AEX resin.

The specific porosity of the packed bed for mAb2 was determined
from the elution time of a small pulse of the mAb2 solution eluted under
nonbinding conditions, i.e. at 1 M NaCl in the mobile phase. The
measured elution time was corrected by subtracting the contribution of
the extra-column volumes. The total porosity of the bed in the AEX
columns was ¢ = 0.74, for the CEX columns ¢, = 0.73. The specific
porosity for mAb2, whose molecules only partially penetrated the pore
volume of the adsorbent, for all columns was ep = 0.45.

3.3.3. CEX-HPLC analysis — determination of variant content

The mobile phase consisted of 0.025 M NaHzPO4 (X), 0.025 M
NaaHPO4 (Y) and 0.125 M NaCl (Z) with different volume ratios. Buffer
Awas made up of 35.6 % X, 44.4 % Y, 20 % Z v/v, buffer B: 8.8 % X, 71.2
%Y, 20 % Z v/v, buffer C: 5% X, 5% Y, 90 % Z v/v. The samples were
exchanged for the biding buffer (A) and injected into the CEX-HPLC
column, which was firstly equilibrated with the buffer A. The column
was washed for 5 min with the same buffer. Next, buffer A was
exchanged for 100 % v/v of desorption buffer B in a linear gradient of 55
min. The column was regenerated using buffer C in the step gradient
(0-100 % v/v). The mobile phase flowrate was 0.5 mL min™. A typical
chromatogram is shown in Fig. 1.

3.3.4. Separation of the mAb2 variants by CEX

The column packed with the CEX resin was equilibrated with the
biding buffer, that is, 0.025 M phosphate buffer (PB), pH 6.0. The pro-
tein solution was exchanged for the biding buffer up to the desired
concentration and injected into the column using a 10 mL superloop,
then washed with the biding buffer. The biding buffer was then
exchanged for the elution buffer, i.e., PB with pH 6.8 or 8, or for the
desorption buffer pH 9 in linear or step gradients. Finally, the column
was stripped with a 1 M NaCl solution in PB pH 9. The mobile phase
flowrate was 0.5 mL min™.

To perform the step change in the mobile phase composition, the
pump was stopped, the buffers were quickly exchanged in the line be-
tween the adequate pump and the injection valve, and then the pump
was restarted with the new buffer. The duration of the step change of
buffers (0 to 100 % v/v) at the flowrate used was approximately 6 min.

To determine the individual concentration of the variants during the
whole process, including loading, washing and desorption, the column
effluent was collected in 1 mL fractions. The variant content was
determined by the CEX-HPLC analysis.

3.3.5. Separation of the variants by AEX

The column packed with the AEX resin was equilibrated with the
biding buffer, that is, 0.05 M TRIS-HCL, pH 9.3. The protein solution was
exchanged for the biding buffer up to the desired concentration and
injected into the AEX column using a 10 mL superloop, then washed
with the biding buffer. Next, the biding buffer was exchanged for the
elution buffer, i.e. TRIS-HCI with pH 8.8, 8.3, or 7.5, in step or linear
gradients. In the case when the protein elution was incomplete, the
elution buffer was exchanged for the desorption buffer, i.e. 0.02 M
histidine buffer pH 5.5 (HIS) in a step gradient (0-100 % v/v),

Finally, the column was stripped with 1 M NaCl solution in HIS. The
mobile phase flowrate was 0.3 mL min™. The variant content in the
column effluent was determined by the CEX-HPLC analysis, as described
in Section 3.3.3.
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Fig. 1. Tllustration of a CEX-HPLC chromatogram.

4. Results and discussion
4.1. Separation concept

Preliminary analysis of the separation selectivity of mAb2 variants in
IEX resins was performed in previous studies [50,52]. The results
revealed that regardless of the type of IEX resin examined, the separa-
tion of all mAb2 variants by ordinary pH or salt gradients was inefficient
due to strong peak overlap. The baseline resolution of the variants was
not achieved even in the high resolution CEX-HPLC column (Fig. 1).
However, it was found that the pH gradient was much more effective
when used to isolate the variant that was the most retained. At pH above
pl of all variants, AEX could be used to isolate the av species, which
possessed the highest charge, thus being the strongest bound to the
resin. At pH below pI of all of variants, the by species had the highest
charge, thus CEX could be used for their isolation. Therefore, in this
study, to separate the mAb material into fractions highly enriched in the
individual variants, CEX and AEX were orthogonally used. A series of
experimental separations were performed using both CEX and AEX
columns, in which the mAb2 materials with different variant composi-
tions were processed at different pH levels of the mobile phase and
under different loading conditions. The data set obtained was used for
the calibration of the dynamic model and its verification. Then, the

model was used to select the sequence of the chromatographic opera-
tions and the configuration of the columns (flow diagram) that allowed
efficient separation of the variants with respect to yield and purity.

4.2. Formulation and verification of the dynamic models

4.2.1. Formulation of dynamic model of CEX

A series of chromatographic separations of the mAb2 variants were
performed using the POROS XS resin, which showed a relatively good
separation selectivity toward the by species. Protein loading was carried
out at a mild pH of the binding buffer (pH = 6) that ensured the struc-
tural stability of mAb2 in that resin, as well as a sufficient binding ca-
pacity for the variants, which were positively charged under that
condition (the lowest plg, was 8.7).

In preliminary separation experiments, several pH gradients of
different shapes were used to split the loaded mass of the protein into
fractions either depleted or enriched with the bv species. Fig. 2 shows an
illustration of different scouting gradients along with the distribution of
individual variants. After the analysis of the band profiles determined
for different gradients, elution buffer pH 6.8 was selected for the first
gradient step to acquire the fraction depleted in bv, which carried the
highest charge and was the strongest bound of all variants (pl, = 9.1).
The elution buffer of pH 9, which was close to the pl of all variants, was

A) B) Q)
8 10 g 10 12 10
CEX CEX CEX
«
9 9
* 9 i}
it a1
4t L -l
i - [T
il 6
it .
R L7
Tigh
4 ;," ] 34
o b\i re L6
‘i
04 el Ls 0 b5
25 50 75 100 0 30 60 a0 120
time min time min

time min

Fig. 2. Illustration of the experimental band profiles of the individual variants for different pH scouting gradients, the injection volume Vj,; = 10 mL (9.4 CV),

binding and washing at pH 6. A) Cj; = 9.7 mg mL"', washing (8.4 CV), linear gradient from pH 6 to 9 (23.4 CV), B) Cinj = 9.6 mg mL"!, washing (8.4 CV), step gradient

from pH 6 to pH 6.8 (14.0 CV), followed by the linear gradient 6.8 to 9.0 (14.0 CV), C) Cjy; = 8 mg mL’l, washing (2.8 CV), step gradient from 6.0 to pH 8.0 (25.7 CV),
linear gradient pH 8.0 to 9.0 (12.1 CV). The variant composition: A) av = 42 %, mv = 42 %, bv = 16 %, B) av = 38 %, mv = 46 %, bv = 16 %, C) av = 26 %, mv = 58 %,
by =1 6% w/w. Dash-dotted lines are a guide for the eye. Solid line — programmed pH gradient.
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Table 1

Journal of Chromatography A 1733 (2024) 465256

Variant composition of the fractions of the mAb2 effluents acquired in CEX. Sample (Feed) loading Vip; = 10 mL (9.4 CV), washing (2.3 CWat pH 6.0, elution of the

fraction F1 (12.6 CV) at pH 6.8, elution of the fraction F2 with pH 9.0 (5 CV).

Cipj mg mL™” 4.5 5.3 7.8

Load mgapz mLo) 26 50 73

U ww? av my by Yo% av my bv Y av mv bv Yo%

Feed 10 48 42 = 5 43 52 - 25 62 13 -

F1 exp. 15 57 28 74 9 48 43 84 26 65 9 45
sim. 15 64 21 68 6 50 44 85 27 65 8 46

F2 exp. 2 21 77 26 o 2 98 16 2 39 59 55
sim. ] 13 87 32 o 6 94 15 2 37 61 54

Frac — fraction, col - column, exp. — experimental data, sim. — Simulations.

used to desorb the bv-enriched fraction. To determine the model pa-
rameters for the selected pH gradient steps, that is, loading and washing
at pH 6, elution at pH 6.8, and desorption at pH 9, the individual band
profiles of the variants were determined by fractionation and the CEX-
HPLC analysis. The procedure was carried out for the mAb2 samples
of different variant compositions, which were obtained by IEX pre-
separations of the mAb2 material supplied by the manufacturer. The
model coefficients were determined by fitting the model simulations
(Egs. (1-9)) to the experimental band profiles using an optimization
procedure [50,52]. The separation conditions used for the calibration of
the model are reported in Table 1, which also contains the experimental
and simulated compositions and the yields of the fractions eluted at pH
6.8 (F1) and pH 9 (F2). The fraction yield was calculated as the ratio of
the protein mass in the collected fraction, My, to the total protein mass
loaded to the column, Mpeeq:
Ve = 1 .100% ©
 Feed

The values of the model parameters obtained are reported in
Table S1 in the Supplementary materials. As mentioned above, due to
the complexity of the retention behavior of the variants in the over-
loaded column, the values obtained cannot reflect the real adsorption
mechanism. They should be viewed as empirical parameters that allow
reproducing the separation efficiency.

The effective axial dispersion coefficient, Dy ,, was determined in the
previous study [50] by fitting to the mAb2 profiles recorded under
ncnbinding conditions (at flowrate 0.5 mL min™ it was Dia=6.5 107
m?s™).

4.2.2. Verification of the dynamic model of CEX

To verify the predictability of the model, the multicolumn separation
of the mAb2 material was performed. For this purpose, a sequence of
three columns in series was used (Fig. 3). The feed sample was loaded to
the first column (CEX 1) and washed at pH 6, then partially eluted at pH
6.8 to collect the weakly bound fraction F1, and then desorbed at pH 9 to
collect F2, as previously described. The composition of the fractions was
measured by the CEX-HPLC analysis, and their mass was determined,
including the amount withdrawn for the composition analysis and lost
on the filters. The weakly bound fractions (F1) were subjected to buffer
exchange to adjust pH from pH 6.8 to pH 6 and concentrate to the in-
jection volume, which was always 10 mlL, and loaded to the next col-
umn. The results obtained in terms of the composition of the variants
and fraction yields are summarized in Table 2. It can be observed that
the fractions F2 acquired from the columns CEX 1 and CEX 2 (F2c1 and
F2¢2) are enriched in by, yet the overall yield of the separation is
reduced by a considerable amount of by lost in the fraction F2c3.
However, the results obtained in that experimental run confirmed the
possibility of bv separation in multicolumn CEX arrangements. The
composition of the fractions and their yields determined experimentally
were compared with the simulations of the model. The agreement be-
tween the experimental data and the simulations was satisfactory, which
proved that the model can be used for the prediction of the variant
separation in multicolumn CEX under different conditions with respect
to the mass loading and the variant composition.

4.2.3. Verification of dynamic model of AEX

The operating conditions for the separation of the mAb2 variants on
the AEX resin have been selected in previous studies [50,52]. The mAb2
sample was loaded to the column at pH 9.3, where the protein was

Flcl Flc2 F1c3
Feed—> CEX1 CEX 2 CEX3
F2cl F2c2 F2c3
Fig. 3. CEX configuration used for the separation test and for the verification of the model.
Table 2
Variant composition and yield of the fractions obtained from the multicolumn CEX arrangement used in the separation test.
Ciyy mg mL! 7.3 4.4 2.6
Load mgqapz ML) 36 22 13
CEX 1 CEX 2 CEX 3
Uh ww™ av my bv Yo av my by Y% av my bv Y%
Feed 7 42 51 - 11 53 36 - 21 63 16 -
F1 exp. 11 53 36 73 21 63 16 60 30 67 3 45
sim. 10 54 36 73 23 65 12 60 30 68 2 46
F2 exp. 0 10 90 27 2 19 78 40 5 57 38 55
sim. 0 9 91 27 1 18 81 40 14 56 30 54
5
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time min

time min time min

Fig. 4. Illustration of the experimental band profiles of the individual variants for different scouting pH gradients, the injection volume Vi, = 10 mL, Cjy = 13 mg
mL™, the binding buffer pH 9.3. A) Linear gradient from pH 9.3 to pH 8.9 (15.5 CV), followed by the step gradient to pH 5.5, B) linear gradient from pH 9.3 to pH 8.8
(12 CV), the step gradient to pH 5.5, C) linear gradient from pH 9.3 to pH 8.3 (7 CV), the step gradient to pH 5.5. Dash-dotted lines are a guide for the eye. Solid line —

programmed pH gradient.

partially eluted in flowthrough. The remaining part of the protein was
received by a reduction in pH.

In this study, the type of desorption buffer and its pH were adjusted
to ensure that the entire protein mass was desorbed from the column. An
illustration of the scouting gradients used for experimental optimization
of the desorption conditions is shown in Fig. 4, The elution strength of
TRIS pH 7.5 was found to be sufficient to elute the whole mass of the
protein bound to the resin. This allowed elimination of the HIS buffer,
whose residues were rather difficult to remove from the product solu-
tions. Profiles obtained in the loading and washing steps at pH 9.3, and
in the desorption step at pH 7.5 were used to estimate the model pa-
rameters; the values obtained are summarized in Table S2 in the Sup-
plementary Materials.

4.2.4. Verification of dynamic model of AEX

To verify the predictability of the AEX model, the multicolumn
separation of the mAb2 material was performed in the manner similar to
that reported for CEX (Fig. 5).

The mAb2 feed solution was loaded and partially eluted at pH 9.3 to
acquire the flowthrough fraction F1, while the bound fraction F2 was
collected with the desorption buffer pH 7.5. The flowthrough fractions
were concentrated up to the injection volume (10 mL). The variant
compositions in the fractions acquired in each step, the fraction yield
and the column loadings are presented in Table 3. As can be observed,
the fractions F2¢1 and F2c¢2 are enriched with av, the fraction F1¢3 is
almost free of av, but contains both my and bv. It is evident that AEX
allows the isolation of av from the variant mixture at very high loading

density (even about 600 mg per mL of column), but it cannot be used to
separate mv from bv. The agreement between the experimental data and
the simulations was again satisfactory. Thus, after verification, both the
CEX and the AEX models could be used for the predictions of the
standalone CEX and the standalone AEX, as well as their coupling.

4.3. Determination of the operation conditions by model predictions

4.3.1. Determination of the coupling configuration

The performance of variant separation was evaluated for the pH step
gradients selected in the experimental study. To mimic the variability of
the composition in the mAb materials, different compositions of the
variants were examined, as presented in Table 4; H-av denotes the
reference material with the highest av content, which was delivered by
the manufacturer, H-mv is the material with the highest mv content, H-bv
is the material with the highest bv content.

The model was used to predict the separation efficiency for different
configurations of the coupling. In the first step, the overall number of
columns in the setup was set to 3, and the simulations were performed
for four combinations (data not shown): CEX-AEX-AEX, CEX-CEX-AEX,
AEX-CEX-CEX, and AEX-AEX-CEX. The combinations CEX-AEX-CEX and
AEX-CEX-AEX were excluded, as they required the use of buffer ex-
change for each fraction after each stage. The fractions highly enriched
with the defined variant were the products, while the remaining frac-
tions were directed to a next column for further separation. The variant
composition and protein content in the processed fractions was deter-
mined by numerical integrating the variant concentration profiles,

Feed —% AEX1 Flell  apxz

Fig. 5. AEX configuration used for the separation test and for the verification of the model.

Table 3
Variant composition and yield of the fractions obtained from the multicolumn AEX arrangement used in the separation test.
Cipy mg mL? 58 34 19
Load mgmapz MLy 580 340 190
AEX 1 AEX 2 AEX 3
U ww? av mv by Y% av my bv Y% av mv by Y%
Feed 48 36 16 - 37 44 19 - 17 56 27 -
F1 exp. 37 44 19 75 17 56 27 60 7 48 45 28
sim. 35 45 20 71 17 55 28 55 6 52 42 23
F2 exp. 82 13 5 25 65 27 8 40 23 59 18 72
sim. 80 15 5 29 60 31 9 a5 21 57 22 77
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Table 4
Variant composition in the mAb2 materials selected for the separation study.

Ukzeq % i-th variants of mAb

av my by
H-av 48 36 16
H-mv 24 60 16
H-bv 24 36 40

* reference material provided by the manufacturer.

averaging their concentrations according to the injection volume, and
used to specify the inlet condition for the subsequent column. Fresh feed
was optionally added to the boundary conditions to maintain the same
loading level for each of the columns in the CEX or AEX sections. Column
loadings were changed incrementally by the numerical procedure from
20 to 100 mg mADb (with increment 20) for the CEX section and 150 to
750 mg (with increment 150) for the AEX section. For each of the ma-
terials, the set of model predictions was used to benchmark different
configurations with respect to yield and product purity, and to deter-
mine how the variant composition influences the separation efficiency,
the choice of the column configuration, and the column loading
conditions.

In the three-column couplings, the purity of the products was rela-
tively low, regardless of the composition of the material and the loading
condition. Thus, the total number of columns was increased to 4, and
again the performance of different possible combinations of columns in
the coupling was analyzed. In all cases, the isolation of bv in the CEX
column was less selective than the isolation of av in the AEX column. In
the former case, an increase in the content of bv in the variant mixture
caused the front of its band profile to accelerate and strongly overlap the
my band profile. This is a characteristic for adsorption under nonlinear
isotherm conditions, which occurs at high column overload. Further-
more, the elution pattern of the variants indicated a very weak
displacement effect. This implied that variant adsorption was rather
synergistic than competitive, making their separation very difficult [50].

When the AEX section was used in the first step, av was efficiently
isolated from the flowthrough fraction, but it was accompanied by an
increased mass ratio of bv in the variant mixture to be directed to the
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subsequent CEX column. This caused contamination of the mv-rich
product by the by front. Therefore, for all three materials, CEX had to be
used in the first step, where the by-rich product could be isolated and
followed by AEX, where the products rich in av and myv could be
received.

Fig. 6 presents the flow diagrams for the coupling of CEX and AEX,
which were selected as the best candidates with respect to the yield and
purity of the products for the separation of the materials listed in
Table 4.

The H-av and H-mv materials had to be processed in two CEX col-
umns to enrich the F2 fractions in bv and then in two AEX columns to
enrich the F2 fractions in av and the F1 fractions in mv. The H-bv material
had to be processed in three CEX columns to isolate the by species that
were in a high excess and subsequently in one AEX column.

Since each of the separated variants was considered as the separation
product, the separation yield (¥;) was determined as the ratio of the mass
of the desired i-th variant in the fraction containing the product (Prod,i)
to its mass in the feed (Feed,i):

Mprod i

¥ 100%, i=av, mv, by (10)

Mpeed i
The adopted separation scheme is free of waste; all effluents of the
units are products. If only one product is required, then the flow diagram
has to be adapted to that requirement.

4.3.2. Variant separation in the CEX section

The simulations of the variant separation in the CEX section were
performed for two or three columns assembled in series as shown in the
flow diagram in Fig. 6. The feed is loaded to the CEX 1 column and then
split into the weakly bond fraction Flc1 and the strongly bound fraction
F2cl. The latter is supplemented with fresh feed to obtain the proper
column load, and transferred to the CEX 2 column, whose effluent is
again divided into two fractions. The strongly bound fraction F2c2
represents the bv-rich product. The fractions Flcl and Flc2, which
mainly contain the av and mv species, are pooled together in the av/mv-
rich fraction. For the H-av and H-my materials, that fraction is directly
transferred to the AEX section, whereas for the H-bv material, it is pro-
cessed again in the CEX 3 column. As mentioned above, the high content

F2c4

av-rich

A) H-av
600 mg
Feed——
l
B) H-mv
Feed-
C) H-bv

Fed

Feed ———

praduct

Fig. 6. Flow diagrams for the mAb2 variant separation by the coupling of CEX and AEX, for the materials: A) H-av, B) H-mv, C) H-bv.
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A)

H-av

Uy %

Fhy-rich

H-mv

H-bv+

40 80 120
Mass,,q mg mAb2

160
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B)

H-av Yy % by
Flw-rich
H-mv+
H-bv
40 80 120 160
Massg,,; mg mAb2

Fig. 7. Efficacy of the bv isolation in the CEX section: left-hand side - the bv content, Uy,% (purity), right-hand side - the corresponding bv yield, Y;,%, Massreeq

denotes the total mAb2 mass loaded to the CEX section.

of bv in the mixture caused contamination of the av/my-rich fraction.
Therefore, to improve the purity of the final product, an additional third
column was needed.

The efficiency of the bv separation in the CEX section with respect to
the bv content, Uy, which corresponds to the purity of the product, and
the yield of the bv-rich product, ¥y, was calculated for different masses
of mAb2 loaded in the entire section. The results obtained are demon-
strated in Figs. 7A and 7B. For all processed materials, an increase in the
mAb2 loading improved the purity of the product up to ca. 70 % or
more. The efficiency was particularly good for the H-bv material, for
example: for the total mAb2 loading of 80 mg, over 85 % purity of by
could be obtained at a yield of about 80 %. It is evident from Fig. 7 thata
trade-off between yield and purity can be reached by proper selection of
the loading condition, which is specific for the processed material.

The efficacy of the isolation of the av/mv fraction in CEX is shown in
Fig. 8. For all materials, the mv species could be recovered with a high
yield at the total mAb2 loading greater than 80 mg (Fig. 8B), but with a
low purity (Fig. 8A) due to contamination by the av species (Fig. 8C). For
the H-my material alone, mv species could be recovered with somewhat
higher efficiency, for example, with purity Uy, ~ 66 % at Y, ~ 85 % for
the total loading of 180 mg of mAb2. The av species could be recovered
with high yield, Y4, > 80 % (Fig. 8D), but also with low purity (Ug, < 59
%, Fig. 8C). Therefore, CEX was inefficient in obtaining the resolution of
the av and mv species. For that, a sequence of the AEX columns was used.

For each of the materials, the condition for the loading of the CEX
section was arbitrarily selected; the criterium adopted was a high level
of reduction of bv in the av/mv-rich fraction, that is, Uy, <5 % at yields
Yqr > 95 % and Yy, > 85 % for av and mv, respectively. The composition
of the av/mv-rich fraction that was directed to the AEX section is pre-
sented in Table 5.

4.3.3. Variant separation in the AEX section

The effectiveness of the separation of the av/mv fraction after the
first AEX column is shown in Fig. 9 for the av-rich product and in Fig. 10
for the mv-rich product (Fig. 6).

As can be seen in Fig. 9, it is possible to obtain the ay-rich product
with a high or relatively high purity, U, > 70 %, for the H-av and H-bv
materials. The highest yield of that product can be obtained for the H-av
material, whereas the lowest yield can be obtained for the H-mv mate-
rial. In the latter case, the high loading of the my species in the AEX
column caused acceleration of the mv concentration front and contam-
ination of the av-rich product. Therefore, the av-rich fraction (F2c3)
needed further purification in the subsequent AEX column (Fig. 6).

The efficiency of the mv isolation was the highest for the H-myv ma-
terial, for which Upy > 75 % with yield Y, > 60 % could be achieved.

The worst separation efficiency toward the mv species was obtained for
the H-av material, for which the mv profile was strongly contaminated
by av. Therefore, the my-rich fraction (F1¢3) had to be further processed
in the subsequent AEX column (Fig. 6). In the case of the H-bv material,
the performance indicators for both the av-rich and mv-rich fractions
were relatively high and, therefore, the purification could be terminated
after the first AEX column.

For each of the materials, the efficient separation of av and mv in the
AEX column was carried out at a very high mAb2 mass loading; the
mAb2 mass of 600 mg per mL of column was selected for the loading of
the first AEX column, and 300 or 600 mg per mL of volume of the whole
AEX section.

The performance indicators for the products collected from the entire
unit are summarized in Table 6. For all materials, the products obtained
were considerably enriched with individual variants compared to the
composition of the initial materials, without loss of mAb2. The final
performance indicators can be adjusted by choosing the loading condi-
tions for both CEX and AEX sections, which can be aided by the per-
formance graphs depicted in Figs. 7-10. For all products, it is possible to
improve purity, but at costs of yield, and vice versa. The choice between
those conflicting indicators depends on the particular process need.

The results of the simulations presented above indicate that the
protein loadings in the CEX and AEX columns are in different ranges
(Tables 5 and 6). Separation in AEX could be performed with much
higher loading density, that is, 300 or 600 mAb2 mg mL_}, compared to
CEX, that s, 10 - 26 mAb2 mg mL_}. Therefore, the coupling of CEX with
AEX requires an adjustment of the column volume of the CEX section, to
obtain enough material for further separation in the AEX section. The
volume of each CEX column required to load 600 mg of mAb2 into the
AEX section is given in Table 5.

4.4. Advantages and limitations of the approach developed

The coupling of CEX and AEX can improve selectivity in mAb variant
separation, which is usually very low in standalone operations. The
manner of process realization remains frontal chromatography, in which
the mixture components are separated between the flowthrough and
bound fractions. The pH gradient is simplified to two steps; the loading/
washing step, in which the flowthrough or weakly bond fraction is
collected, and the desorption step, in which the remaining fraction is
received in a short time interval. This accelerates the separation process
compared to linear gradients, which are commonly used for this pur-
pose. The process is performed for high column loadings that exceed the
resin binding capacity, which could not be achieved using linear
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B)

H-av

0,
Y % my

F av/mv-rich

0.0
12
24
36
49
61
73
85
97

H-bv

40 80 120
Mass,,, mg mAb2

160

D)

H-av Ugy % H-av - Y., %av
F av/my-rich Fav/mv—rich

H-mv H-mv +

H-bv H-bv 4

T T T T T T T T
40 80 120 160 40 80 120 160
Massg,,; mg mAb2 Mass g,y mg mAb2
Fig. 8. Characterization of the av/my-rich fraction. A) U,,,% and B) ¥,,,%, C) Uy % and D) Y4%.
The process design and the adjustment of the operating conditions
Table 5

Composition of the av/mv fraction acquired from the CEX section and directed to
the AEX section. Massp..q4 denotes the mAb2 loading per the volume of the whole
CEX section.

UF,avsmy Variants of mAb2 MUSSFeed CEX

av my bv Mg mabr—MLepy Mol
H-av 57 39 4 26 14
H-mv 30 66 4 16 23
H-bv 45 52 3 10 42

* CEX single column volume required for the coupling with AEX.

gradients. As demonstrated above, the mAb2 loading density selected
for the CEX section was within the range of 10-26 mg mL™ (Table 5) and
for the AEX section it was as high as 300-600 mg mL™* (Table 6), thus the
average mAb2 loading density for the entire unit was minimum about 80
mg mL " and maximum about 300 mg mL ', which exceeded the loading
densities reported in the literature cited above.

The process is easy to perform as it is based on a sequence of batch
columns, in which the operation can be interrupted between subsequent
steps and restarted at any time. Therefore, after each section, the
composition of the products can be monitored and the process condi-
tions adjusted to eliminate the influence of deviations in the material
composition and the mass loading on the purity of the product.

require an efficient dynamic model which has to be calibrated in a wide
range of loading conditions and variant composition for both CEX and
AEX columns. Optimization of the column configuration and product
purity without model predictions can be very difficult. The pH of the
protein loading needs to be strictly controlled as it determines the mass
of the protein in flowthrough and bond fractions and their compositions.
Furthermore, careful buffer exchange is needed between CEX and AEX
sections.

5. Conclusions

The study provided a design procedure for the separation of the
mAb2 variants by coupling CEX and AEX under high loading conditions.
Neither the standalone CEX nor the standalone AEX was able to separate
the mADb2 materials into fractions enriched with the individual variants.
In CEX, the most retained basic variant (bv) could be efficiently isolated
from the mixture at a pH below the isoelectric point of all variants,
whereas the acidic (av) and main variants (mv) eluted at the same time.
The opposite was true for AEX; the most retained av could be effectively
separated from the mixture at a pH greater than pl of all the variants.
Therefore, CEX was used to separate bv from av-mv mixtures, and AEX
was used to separate av from mv. For both operations, the mass of mAb2
loaded to the column was divided into two fractions enriched with a
variant less or more retained. The design of the process was based on the
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Fig. 9. Efficacy of the isolation of av after the first AEX column. A) Ug,%, B) ¥,,%.
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Fig. 10. Efficacy of the isolation of my after the first AEX column. A) Up,%, B) ¥, %.

Table 6
Product composition obtained for all the materials examined, Massqy/my denotes the mAb2 loading per the volume of the whole AEX section.
av-rich mv-rich bv-rich Mass gy
Uay Yoy Uy Upy Uo Uy Fory Upy Uey U Uy You mgmare MLy
H-av 80 76 19 1 29 63 66 8 4 23 73 75 300
H-mv 75 46 25 0 19 76 78 5 4 40 56 85 300
H-bv 76 44 23 1 32 64 58 4 6 22 72 96 600

predictions of the mathematical model calibrated on the basis of the
individual variant profiles acquired experimentally. The separation ef-
ficiency was analyzed under different column loading conditions for
three mAb2 materials of different variant compositions. The latter was
aimed at mimicking the variability of the composition in mAb materials.
In all the cases examined, the four-column CEX-AEX coupling allowed
efficient separation of the variants into three products, each enriched
with the individual variant. The mAb2 mass loading in the CEX section
was found to be much lower than that of the AEX column. Therefore, to
provide adequate protein mass for the separation in the AEX section, the
CEX section has to be of larger volume.

The results received indicated that the choice of the loading condi-
tions and column configuration strongly depends on the variant
composition of the material to be processed and has to be optimized for
each individual mAb material and for specific yield and purity

requirements. For this purpose, a dynamic model has to be formulated
and verified.
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