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Streszczenie	
Niniejsza praca doktorska dotyczy procesu oczyszczania i regulacji składu 

rekombinowanych przeciwciał monoklonalnych (tzw. mAbs – ang. monoclonal 

antibodies) stosowanych jako leki biologiczne. Ze względu na wysoki koszt oraz 

rygorystyczne wymagania dotyczące czystości leków procesy te nadal wymagają 

udoskonalenia. 

Istotnym problemem technologicznym w produkcji przeciwciał jest 

mikro-heterogeniczność otrzymywanego produktu, czyli niejednorodność strukturalna 

białka, która może wpływać na jego aktywność biologiczną, stabilność oraz własności 

biofizyczne. Mikro-heterogeniczność przejawia się w powstawaniu wariantów mAbs, 

które różnią się masą cząsteczkową, ładunkiem lub hydrofobowością cząsteczki. 

Głównym źródłem mikro-heterogeniczności mAbs są tzw. warianty ładunkowe, które 

różnią się od siebie punktem izoelektrycznym (pI). Doniesienia literaturowe wskazują, 

że warianty ładunkowe o niższej wartości pI, tj. tzw. warianty kwasowe, zazwyczaj 

wykazują niższa aktywność biologiczną niż pozostałe warianty przeciwciała. 

Podobieństwo struktury chemicznej i ładunku wariantów powoduje, że są one bardzo 

trudne do rozdzielenia. 

W cyklu przeprowadzonych badań opracowano metodę regulacji zawartości 

wariantów kwasowych przeciwciał monoklonalnych z udziałem chromatografii 

jonowymiennej, która jest jedną z najczęściej stosowanych technik izolacji 

i oczyszczania przeciwciał. Pracę zrealizowano w kilku etapach. 

W pierwszym etapie pracy zbadano zjawisko agregacji przeciwciał na złożach do 

chromatografii jonowymiennej. Opracowano metodę przesiewowej oceny stabilności 

przeciwciał na złożach chromatograficznych przy użyciu różnicowej fluorymetrii 

skaningowej oraz aparatury do PCR (ang. polymerase chain reaction). Pomiary wartości 

temperatury przejścia fazowego (tzw. temperatury topnienia) umożliwiły ocenę 

stabilności przeciwciał na złożach. Wykonano je dla dwóch przeciwciał w różnych 

warunkach adsorpcyjnych, a poziom destabilizacji ich struktury zależał od rodzaju złoża 

i warunków wiązania. Ponadto ustalono, że spadek wartości temperatury topnienia 

poniżej wartości krytycznej (ok. 300C) świadczy o niekorzystnych zmianach 

w strukturze białek zaadsorbowanych na złożu. Metoda ta może służyć zarówno do 

badań stabilności zaadsorbowanych przeciwciał, jak i do szybkich badań przesiewowych 

złóż oraz dostosowywania warunków operacyjnych procesu. 
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W kolejnym etapie badań zbadano wpływ przestrzeni pozakolumnowych (ECV – 

Extra Column Volume) na elucję białek w układzie chromatograficznym. Badania 

wstępne nad opracowaniem rozdzielania chromatograficznego prowadzi się przy 

zastosowaniu min-kolumn o bardzo małych wymiarach. Powoduje to wzrost udziału 

ECV w stosunku do zasadniczej objętości złoża w chromatograficznym układzie 

aparaturowym. Powyższe pociąga za sobą deformację kształtu profili stężenia 

przeciwciał w układzie chromatograficznym w postaci „ogonowania” pików i asymetrii 

krzywych wyjścia. Utrudnia to prawidłową interpretację otrzymanych danych 

eksperymentalnych i przenoszenie skali procesu. 

W niniejszej pracy przeanalizowano wpływ występowania ECV na retencję kilku 

mało-i wielkocząsteczkowych związków modelowych oraz ich mieszanin. Zjawisko 

deformacji profili stężenia wynikało z nierównomiernego rozkładu prędkości w ECV 

i zależało od masy cząsteczkowej badanego związku. Ponadto typ układu iniekcyjnego 

wpływał na kształt otrzymanych chromatogramów. Do opisu tego zjawiska zastosowano 

model matematyczny, który odtwarzał profile stężenia w zakresie stosunkowo niskich 

prędkości fazy ruchomej charakterystycznych dla chromatografii białek. 

W końcowym etapie badań opracowano metodę optymalizacji zawartości wariantów 

ładunku przeciwciał monoklonalnych na złożach do chromatografii jonowymiennej. 

Badania prowadzono w warunkach silnego przeładowania kolumny chromatograficznej 

masą białka w gradiencie pH. W wyniku tego procesu otrzymano dwie frakcje, w których 

jedna, w zależności od ładunku wypadkowego złoża, wzbogacona była o warianty 

kwasowe (frakcja odpadowa), natomiast druga zubożona w te warianty (frakcja 

produktu). Zastosowanie chromatografii jonowymiennej pozwoliło na regulację 

zawartości wariantów kwasowych we frakcji produktu, a zastosowanie recyklu frakcji 

odpadowej pozwoliło na zwiększenie wydajności prowadzonego procesu. Do 

ilościowego opisu procesu wykorzystano model dynamiki kolumny chromatograficznej, 

w którym uwzględniono wpływ ECV na przebieg rozdzielania. 

Praca doktorska opiera się na cyklu trzech spójnych tematycznie artykułów, które 

zostały opublikowane w renomowanym czasopiśmie „Journal of Chromatography A”. 

Wyniki przeprowadzonych badań uzupełniają obecny stan wiedzy na temat 

oczyszczania przeciwciał monoklonalnych, a zaprezentowane metody mogą być 

wykorzystane w przemyśle biofarmaceutycznym. 
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Summary	
This dissertation concerns the process of purification and regulation of the 

composition of recombinant monoclonal antibodies (mAbs) used as biological drugs. 

Due to high cost and stringent requirements for drug purity, purification processes still 

need to be improved. 

A significant technological problem in antibody production is micro-heterogeneity of 

the obtained product, i.e., the structural heterogeneity of the protein, which can affect its 

biological activity, stability, and biophysical properties. Micro-heterogeneity is 

manifested in the formation of variants of mAbs that differ in molecular weight, charge, 

or hydrophobicity of the molecule. The main source of micro-heterogeneity of mAbs is 

formation of the charge variants, which differ in their isoelectric point. The similarity of 

the chemical structure and charge of the variants makes them very difficult to separate. 

Literature reports indicate that variants with a lower isoelectric point, i.e., the so-called 

acid variants, usually show lower biological activity than the other antibody variants. 

In this work, a method for regulation of the content of acid variants of monoclonal 

antibodies with the use of ion-exchange chromatography was developed. Ion exchange 

chromatography is one of the most widely used techniques for the isolation and 

purification of antibodies. The research was performed in a few stages. 

In the first stage of the work, the phenomenon of mAb aggregation in ion-exchange 

chromatography media was investigated. A method for high-throughput screening 

of the mAb stability on the chromatographic resins using differential scanning 

fluorimetry and PCR (ang. polymerase chain reaction) equipment has been developed. 

Measurements of the phase transition temperature, known as the melting point, enabled 

the evaluation of mAb stability adsorbed on the resins. The method was verified for two 

mAbs adsorbed under different conditions, and the level of destabilization of their 

structure depended on the type of the resin and the bonding conditions. Moreover, it 

was found that the drop in the melting point, below the critical value (approx. 300C), 

indicated unfavorable changes in the structure of adsorbed proteins. This method can be 

used both for research on the stability of adsorbed mAbs, as well as for fast screening of 

the resins and adjusting the operating conditions of the process. 

In the next stage of the work, the effect of extra column volumes (ECV) on the elution 

of proteins in the chromatographic system was investigated. Preliminary development 

of chromatographic separation is performed using mini-columns of very small 

dimensions. It results in increase in the ratio of ECV to the bed volume in the column and 
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is a cause of deformations of mAb profiles in the chromatographic system in the form of 

peak tailing and asymmetry of breakthrough curves. This makes difficult to interpret the 

obtained experimental data and transfer the scale of the process. 

Therefore, in this stage, the influence of the presence of ECV on the retention of 

several low- and high-molecular model compounds and their mixtures were analyzed. 

The phenomenon of deformation of the concentration profiles resulted from the uneven 

velocity distribution in the ECV and depended on the molecular weight of the tested 

compound. Moreover, the type of the injection system influenced the shape of the 

obtained chromatograms. A mathematical model was used to describe that 

phenomenon. The model reproduced the concentration profiles in the range of relatively 

low mobile phase velocities, characteristic for the protein chromatography. 

Finally, a method for optimization of the content of mAb charge variants has been 

developed using ion-exchange chromatography. The experiments were carried out 

under strong mass-overloading conditions using pH gradient. As a result, two fractions 

of column effluent were obtained, one of which was enriched with acidic variants (the 

wasted faction), and another one depleted with these variants (the product fraction). 

The use of ion exchange chromatography made possible to adjust the content of acidic 

variants in the product fraction, whereas recycling of the wasted fraction allowed 

increase in the efficiency of the process. 

The doctoral thesis is based on a cycle of three thematically coherent articles 

published in a renowned journal „Journal of Chromatography A”. The results of the 

performed research supplement the state of the art in the purification of mAbs and the 

methods presented have the potential to be applied in biopharmaceutical industry. 
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Wstęp	

Sektor biofarmaceutyczny w przemyśle ma najwyższą szacowaną stopę wzrostu i stoi 

w obliczu dużego zapotrzebowania na swoje produkty w najbliższej przyszłości. 

Technologia produkcji przeciwciał monoklonalnych (mAbs) jest bardzo ważnym 

procesem w tym sektorze, a jednocześnie bardzo skomplikowanym. Dotyczy to 

w szczególności technologii otrzymywania przeciwciał klasy IgG, która obejmuje 

większość leków opartych na mAbs obecnie sprzedawanych lub opracowywanych. 

Szacuje się, że w do 2028 roku ich udział w rynku światowym wzrośnie o 93.45 mld 

dolarów [1-3]. 

W wielu przypadkach, pierwszy etap technologii produkcji przeciwciał - etap 

wytwarzania i wydzielania wstępnego mAbs (ang. USP, Upstream Processing), polegający 

na doborze systemów ekspresji oraz prowadzeniu hodowli komórkowych 

w wielkoskalowych bioreaktorach został już opracowany. Etap ten jest stale 

udoskonalany poprzez wprowadzanie ulepszeń technologicznych. 

Otrzymane w USP mieszaniny pofermentacyjne poddawane są procesom izolacji 

białek oraz ich oczyszczania w następnym etapie technologicznym (ang. DSP, 

Downstream Processing). Zanieczyszczenia zawarte w mieszaninach pofermentacyjnych 

mogą generować w organizmie ludzkim niepożądane skutki uboczne, dlatego ich 

usuwanie to kluczowy element produkcji przeciwciał monoklonalnych. Zastosowane 

procesy oczyszczania ze względu na wysokie koszty oraz rygorystyczne wymagania 

dotyczące czystości leków nadal wymagają udoskonalenia i/lub optymalizacji [3,4]. 

Istotnym problemem produkcyjnym jest mikro-heterogeniczność wytwarzanego 

mAbs, czyli niewielka niejednorodność strukturalna białka, która może wpływać na jego 

aktywność biologiczną, stabilność oraz własności biofizyczne. Wynikiem mikro-

heterogeniczności jest powstawanie różnych wariantów mAbs, które polega na: zmianie 

masy, ładunku lub hydrofobowości cząsteczki. Głównym źródłem mikro-

heterogeniczności mAbs jest powstawanie tzw. wariantów ładunkowych, które różnią 

się punktem izoelektrycznym pI. Ich zawartość w produkcie należy do atrybutów 

regulacyjnych produkcji. Jednocześnie podobieństwo struktury chemicznej i ładunku 

wariantów powoduje, że są one bardzo trudne do rozdzielenia [5-7]. 

W wielu badaniach klinicznych stwierdzono zmniejszoną aktywność biologiczną 

wariantu kwasowego przeciwciał av i zwiększoną aktywność wariantu zasadowego bv 

względem celu molekularnego [8-10]. Zawartość av w produkcie często musi mieścić się 
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w kategorii cech jakościowych produktu i musi spełniać określone przez producenta 

kryterium akceptacji. W literaturze [9,11-13] podaje się jednocześnie, że wpływ 

obecności av na właściwości całej puli mAb jest często nieistotny w zakresie jego 

zawartości wynoszącej około 25 ± 5% wag. lub niższych. 

W rozdzielaniu wariantów ładunkowych w etapie DSP w skali przemysłowej stosuje 

się chromatografię jonowymienną (IEX), którą najczęściej wykorzystuje się do regulacji 

składu wariantów ładunku. Adsorpcja przeciwciał na żywicach jonowymiennych może 

jednak powodować destabilizację struktury cząsteczki białka oraz ich agregację tj. 

łączenie się pojedynczych cząsteczek w dimery i oligomery, czyli agregaty wyższego 

rzędu. Agregaty zwykle są nieaktywne biologicznie, a ich obecność w leku może 

wywołać niepożądane skutki uboczne. Dlatego też rodzaj żywicy jonowymiennej oraz 

parametry procesu IEX muszą być odpowiednio dobrane, tak aby zapewnić dobrą 

selektywność rozdzielania przy uniknięciu niekorzystnych zmian konformacji białka 

[4-7]. 

Dobór żywic do IEX i warunków prowadzenia procesu (układu chromatograficznego) 

wykonuje się w skali laboratoryjnej w pierwszym etapie projektowania procesu przy 

zastosowaniu mini-kolumn, czyli kolumn o bardzo małych rozmiarach. Pozwala to na 

minimalizację zużycia materiału biologicznego podczas badań. Jest to na tym etapie 

bardzo istotne, ponieważ dobór optymalnych warunków procesu wymaga wykonania 

ogromnej liczby cykli doświadczalnych [14]. 

Z drugiej strony, minimalizacja rozmiarów kolumny chromatograficznej wywołuje 

kolejny problem, którym jest wpływ tzw. przestrzeni martwych (ECV - Extra Column 

Volume) chromatograficznego układu aparaturowego na kształt wylotowych profili 

stężenia (chromatogramów), a co za tym idzie interpretację danych doświadczalnych 

uzyskanych w eksperymentach. Obecność ECV wywołuje zjawisko dyspersji wzdłużnej 

chromatografowanych związków i rozmycie ich profili stężenia. Ponieważ objętość 

przestrzeni martwych jest zwykle porównywalna, a często większa od objętości mini-

kolumny, obecność i wpływ ECV musi być uwzględniony w opisie dynamiki procesu 

chromatografii. Pozwala to na uniknięcie błędów w przenoszeniu skali procesu 

z układów chromatograficznych z mini-kolumną na układy z kolumną preparatywną lub 

przemysłową [14-16]. 
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W ramach niniejszej pracy realizowano trzy cale badawcze; 

1. Opracowanie kryteriów doboru żywic do IEX (układu chromatograficznego) oraz 

warunków prowadzenia procesu oczyszczania przeciwciał monoklonalnych. 

Na tym etapie pracy podjęto badania nad zjawiskiem rozwijania i agregacji 

przeciwciał monoklonalnych na żywicach jonowymiennych, w efekcie których 

opracowano metodę badania stabilności białka. W badaniach nad stabilnością 

zaadsorbowanych białek wykorzystano różne techniki analizy, w tym różnicową 

fluorymetrię skaningową (DSF, Differential Scanning Fluorimetry), co jest nowością tej 

pracy. 

2. Określenie wpływu ECV na interpretację danych doświadczalnych. 

W tej części pracy zbadano wpływ ECV na przebieg elucji mikro i makro-cząsteczek 

w mini-kolumnach chromatograficznych i opracowano uproszczony model opisujący 

hydrodynamikę ECV. 

3. Opracowanie chromatograficznej regulacji składu wariantów przeciwciała 

monoklonalnego. 

W ramach realizacji tego celu, który był najważniejszy w pracy, opracowano metodę 

redukcji zawartości wariantów kwasowych av, w której rozdzielanie odbywa się 

w kolumnie IEX, w warunkach silnego przeładowania masowego surowcem do poziomu 

stanu nasycenia pojemności chłonnej złoża. W trakcie elucji realizowanej 

w jednostopniowym gradiencie pH, odbierane są tylko dwie frakcje: frakcja zubożona 

w av do zadanej zawartości, oraz frakcja wzbogacona w av, która może być zawracana 

do ponownej chromatografii w celu poprawy wydajności procesu. Przebieg procesu jest 

krótki i prosty do wykonania. 

Proces rozdzielania wariantów w chromatografii IEX białek opisano matematycznie 

za pomocą modelu dynamiki kolumny chromatograficznej, w którym dodatkowo 

uwzględniono wpływ przestrzeni martwych na retencję białek. 

Całość wyników badań zrealizowanych w ramach pracy została opublikowana 

w artykułach [17,18,20] oraz częściowo w [19], a ich charakter umożliwia 

wykorzystanie w przemyśle biofarmaceutycznym. Wyniki pracy mogą mieć 

zastosowanie przy oczyszczaniu innych niż przeciwciała monoklonalne białek 

terapeutycznych. 
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Część	teoretyczna	

1. Białka	rekombinowane	

Rekombinowane białka są wykorzystywane zarówno w badaniach biomedycznych 

jak i w leczeniu wielu wcześniej nieuleczalnych ciężkich chorób. W 1982 roku 

zatwierdzono jako lek pierwsze rekombinowane białko, którym była ludzka insulina, 

a do tej pory na całym świecie produkuje się nawet kilkaset różnych biofarmaceutyków 

[6,21,22]. 

Pierwsza generacja białek rekombinowanych opierała się wyłącznie o natywną 

strukturę otrzymanych produktów, podczas gdy druga obejmowała białka 

o ulepszonych właściwościach i wyższym odwzorowaniu cząsteczek obecnych 

w organizmach żywych. Ulepszone właściwości, tj. specyficzność, biodystrybucja, 

skuteczność i minimalizacja skutków ubocznych są jednak niewystarczające biorąc pod 

uwagę rozwój omawianej dziedziny. Najnowsza, trzecia generacja rekombinowanych 

białek, oprócz rozwoju nowych produktów, ma na celu opracowanie innych dróg 

podawania leku, wyższą efektywność oraz większe bezpieczeństwo tego typu terapii 

[22]. 

We wszystkich komórkach żywych, w zależności od potrzeb funkcjonalnych 

syntezowane są odpowiednie białka. Informacje o białkach zakodowane w materiale 

genetycznym są kontrolowane i regulowane przez systemy transkrypcyjne, dzięki 

czemu z DNA syntezowany jest matrycowy kwas rybonukleinowy (mRNA), który 

w procesie translacji pozwala na uzyskanie odpowiedniego białka. Po procesie 

translacji, ze względu na konieczność uzupełniania struktury, białka podlegają tzw. 

modyfikacjom potranslacyjnym [23]. 

Białka syntezowane są zarówno w komórkach prokariotycznych jak 

i eukariotycznych. U organizmów bezjądrowych procesy w komórce są szybkie, mało 

skomplikowane, a co za tym idzie wysoce ekonomiczne, jednak z powodu występujących 

modyfikacji potranslacyjnych, w przemyśle biofarmaceutycznym często stosuje się 

komórki eukariotyczne. Komórki ssacze z uwagi na zbliżoną strukturę i aktywność 

w porównaniu do komórek ludzkich są najlepszym wyborem do produkcji leków 

biopodobnych (ang. biosimilars) – leków produkowanych na bazie już istniejących na 

rynku. Przeciwciała monoklonalne ze względu na szerokie zastosowanie stanowią 

największą grupę rekombinowanych leków białkowych. W przypadku ich produkcji jako 
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system ekspresyjny często wykorzystuje się komórki z jajnika chomika chińskiego 

(CHO – ang. Chinese Hamster Ovary). Zastosowanie znalazły również komórki ludzkie 

typu PerC6, które podobnie jak komórki CHO pozwalają na otrzymanie wysokiego 

stężenia białka docelowego w roztworze (nawet 15 mg mL-1) [1,24-26]. 

Gen kodujący docelowe białko wprowadzany jest do komórki ekspresyjnej za pomocą 

odpowiedniego wektora, a następnie w bioreaktorze dochodzi do produkcji pożądanego 

biofarmaceutyku (rys.1). Białka rekombinowane mogę być wytwarzane wewnątrz lub 

zewnątrz-komórkowo. Produkcja białek wewnątrz komórek wymaga zastosowania 

dodatkowego etapu jakim jest liza komórki, co dodatkowo generuje zanieczyszczenia w 

postaci jej składników. Niezależnie od sposobu wytwarzania mieszanina poreakcyjna 

poddawana jest szeregom procesów oczyszczania i zatężania [4]. 

 

 

Każdy kolejny etap produkcji i oczyszczania jest wybierany i optymalizowany  

w oparciu o wymagania docelowego produktu dotyczące czystości, tożsamości a także 

ilości zanieczyszczeń. 

  

Rys.1. Uproszczony schemat produkcji biofarmaceutyków (na podstawie [26]) 
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2. Przeciwciała	monoklonalne	

Przeciwciała są glikoproteinami wytwarzanymi w organizmach żywych przez 

komórki plazmatyczne w odpowiedzi na wystąpienie różnego rodzaju antygenów. 

Przeciwciała można podzielić na poliklonalne i monoklonalne. Przeciwciała poliklonalne 

wywołują swoistą, uniwersalną odpowiedź organizmu, gdyż rozpoznają wiele epitopów 

(specyficznych regionów) tego samego antygenu. Przeciwciała monoklonalne wiążą się 

bardzo specyficznie z jednym, konkretnym epitopem danego antygenu. Właściwości 

przeciwciał monoklonalnych wykorzystywane są zarówno w analityce jak i diagnostyce 

laboratoryjnej oraz jako leki biologiczne [23,27]. 

Cząsteczka przeciwciała (jako immunoglobuliny G – IgG) składa się z czterech 

łańcuchów: dwóch lekkich i dwóch ciężkich połączonych ze sobą mostkami 

dwusiarczkowymi. Każdy z łańcuchów zbudowany jest z domen stałych: CH i CL oraz 

zmiennych: VH i VL. Struktura IgG przypomina literę Y, gdzie trzon stanowi fragment Fc, 

natomiast ramiona, w których zawarte są miejsca wiązania antygenu, nazywane są 

fragmentami Fab (rys.2). 

	

 

Ze względu na budowę przeciwciał, podzielić je można na 5 klas: IgA, IgD, IgE, IgG 

oraz IgM. Z wymienionych klas, immunoglobuliny G występują w surowicy krwi 

w największym stężeniu i pełnią kluczową rolę w działaniu systemu immunologicznego. 

W surowicy ludzkiej krwi wyróżnia się 4 podklasy IgG: IgG1, IgG2, IgG3 oraz IgG4, które 

różnią się między sobą budową domen stałych CH oraz strukturą wiązania fragmentów 

Fc z Fab (regionem zawiasowym). To właśnie różnice strukturalne odpowiadają za 

Rys.2. Budowa przeciwciała klasy IgG (na podstawie [28]).
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dobór odpowiedniej podklasy do celów terapeutycznych, np. długi region zawiasowy, 

krótki okres półtrwania oraz trudności w oczyszczaniu powodują, że IgG3 jest 

najrzadszą podklasą wykorzystywaną jako lek biologiczny [5,27]. 

Na rys.3 zilustrowano poszczególne etapy produkcji przeciwciał monoklonalnych. 

Mieszanina pohodowlana po etapie USP poddawana jest procesom wirowania i filtracji, 

w których usuwane są duże zanieczyszczenia (np. składniki komórki). Następnie 

docelowy produkt jest wychwytywany w procesie chromatograficznym przy użyciu 

komplementarnego liganda, przy jednoczesnej dezaktywacji wirusów (poprzez 

desorpcję w niskim pH). Ostatnim etapem przed formulacją jest doczyszczenie produktu 

białkowego z występujących w mniejszych ilościach zanieczyszczeń (np. DNA), białek 

komórek gospodarza (HCP) czy agregatów [29,30]. 

 

 	

Rys.3	Przykładowy schemat technologiczny procesu produkcji przeciwciał monoklonalnych (na 
podstawie [29]). 
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3. Chromatografia	w	oczyszczaniu	białek	

Procesy oczyszczania przeciwciał monoklonalnych rozwijają się w kierunku 

opracowania uniwersalnych platform (schematów), w których stosuje się te same 

operacje jednostkowe. Jednak ze względu na różnice we właściwościach 

i zachowywaniu oczyszczanych związków jest to bardzo trudne. 

Niezależnie od typu produkowanego przeciwciała pierwszym chromatograficznym 

etapem oczyszczania w DSP jest chromatografia powinowactwa, AC (rys.3), która 

charakteryzuje się wysoką specyficznością i wydajnością oraz pozwala na skuteczny 

wychwyt białka z mieszanin pofermentacyjnych. Po etapie wychwytu konieczne jest 

zastosowanie kolejnych etapów doczyszczania chromatograficznego - głównie 

chromatografii hydrofobowej i jonowymiennej. W celach analitycznych, rzadziej 

preparatywnych, wykorzystuje się również chromatografię wykluczania SEC [30]. 

3.1	 Chromatografia	powinowactwa	

AC jest jedną z ważniejszych technik oczyszczania białek, szczególnie przeciwciał 

monoklonalnych. Wiązanie białka z odpowiednim ligandem jest wysoko specyficzne. 

Białko wprowadzone jest do kolumny i wiązane izokratycznie w neutralnym pH, a jego 

elucja z kolumny odbywa się najczęściej poprzez zastosowanie eluentu o niskim pH. 

Białko eluowane w takich warunkach charakteryzuje się skłonnością do tworzenia 

agregatów, dlatego też konieczny jest dobór odpowiedniego składu i gradientu fazy 

ruchomej [31]. Eluenty stosowane do wymywania białek zawierają w swoim składzie 

aminokwasy, których zawartość wpływa zarówno na odzysk produktu, jak i na 

agregację. Stosuje się m.in. glicynę, prolinę, lizynę, histydynę i argininę, jednak jak 

dowodzą badania, wykorzystanie tej ostatniej zapewnia największą wydajność procesu 

przy stosunkowo niskiej agregacji białek [32-42]. 

3.2	 Chromatografia	oddziaływań	hydrofobowych	

W procesach rozdzielania i oczyszczania biofarmaceutyków popularną i znaczącą 

metodą jest chromatografia oddziaływań hydrofobowych HIC. Technika wykorzystuje 

właściwości hydrofobowe rekombinowanych przeciwciał poprzez interakcję między 

niepolarnymi regionami na ich powierzchni a hydrofobowymi ligandami 

unieruchomionymi na złożu. Każde białko posiada specyficzną liczbę oraz różne 

wyeksponowanie grup hydrofobowych, co w obecności soli kosmotropowej 

o odpowiednim zakresie stężenia pozwala na ich rozdzielenie [4,43-45]. 
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Fragmenty hydrofobowe białek ulokowane są najczęściej w wewnętrznej części 

struktury białka, dlatego podczas oczyszczania techniką chromatografii hydrofobowej 

często dochodzi do zmian konformacyjnych cząsteczek. Efekt ten zależy również od 

rodzaju liganda oraz stężenia soli kosmotropowej, której obecność wpływa najmocniej 

na omawiane zmiany. Rozwijanie białka na złożu jest w dużej mierze zjawiskiem 

odwracalnym, mimo to powstawanie agregatów jest jednym z głównych ograniczeń 

chromatografii HIC [44-49]. 

W zależności od rozdzielanych substancji można zastosować różne tryby elucji. 

Najczęściej stosuje się gradient liniowy i stopniowy (przy malejącym stężeniu soli 

kosmotropowej) lecz możliwa jest także elucja izokratyczna lub zmiana typu soli na 

chaotropową. Ponadto stosuje się gradient temperatury lub modyfikacje powyższych 

[50-52]. 

3.3	 Chromatografia	wykluczania	

Mechanizm rozdzielania w chromatografii wykluczania SEC opiera się wyłącznie na 

różnicy w kształtach i rozmiarach badanych związków. Cząsteczki nie wiążą się 

specyficznie ze złożem, ponieważ jest ono adsorpcyjnie inertne, nie posiada ono na 

swojej powierzchni unieruchomionych ligandów i grup funkcyjnych, które mogłyby 

wywołać adsorpcję rozdzielanych substancji. W SEC matryca oraz rozkład średnic 

porów są dostosowane do wielkości średnic hydrodynamicznych rozdzielanych 

cząsteczek. Eluent (bufor) wykorzystany w tej technice nie ma znaczącego wpływu na 

rozdzielanie, co umożliwia zastosowanie tej metody bezpośrednio po innej technice 

rozdzielania (np. IEC, HIC) [44,53]. Technika znajduje również zastosowanie jako 

metoda odsalania (wymiany) buforów pomiędzy poszczególnymi etapami 

chromatograficznymi [53]. 

Proces chromatografii wykluczania jest prowadzony w trybie elucji izokratycznej. 

Zakres stosowanego pH jest zależny wyłącznie od ograniczeń związanych ze stabilnością 

białka i wymagań procesowych [44]. 

3.4	 Chromatografia	jonowymienna	

Chromatografia jonowymienna IEC jest jedną z najczęściej stosowanych technik do 

oczyszczania i separacji peptydów, białek (w tym mAb), kwasów nukleinowych oraz 

innych naładowanych cząsteczek. Mechanizm procesu pozwala na separację cząsteczek 

ulegających jonizacji poprzez oddziaływanie z przeciwnie naładowaną powierzchnią 

złoża [44,54-56]. 
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Cząsteczki białka charakteryzują się różnicami w ładunku powierzchniowym, jego 

gęstością i rozkładem. Wartość sumarycznego ładunku powierzchniowego cząsteczki 

jest zależna od pH roztworu buforowego, w którym się znajduje. W pI białka osiągają 

zerowy wypadkowy ładunek elektryczny, w roztworach o niższym pH występują 

w formie kationów, natomiast w pH wyższym w postaci anionów [54]. Niezależnie od 

ładunku wypadkowego, w dużych cząsteczkach, takich jak białka, nie wszystkie grupy 

funkcyjne są równomiernie eksponowane. Mimo, iż białko ma sumarycznie ładunek 

zerowy, zależnie od jego struktury kationy lub aniony mogą występować na 

powierzchni. W celu zachowania odpowiedniej stabilności białka, wartość pH powinna 

być dobrana w taki sposób, aby białko pozostawało w formie natywnej, a jego 

aktywność nie ulegała zmianie [56]. 

Zdolność rozdzielcza w tej technice jest na tyle wysoka, iż pozwala m.in. na 

rozdzielanie białek różniących się nawet jednym aminokwasem [54]. Wszechstronność, 

szerokie zastosowanie i stosunkowo niskie koszty doprowadziły do tego, że 

chromatografia jonowymienna stała się jedną z najpopularniejszych technik 

chromatografii białek [56]. 

Matrycą ciała stałego w chromatografii jonowymiennej jest najczęściej usieciowana 

agaroza (sepharoza), modyfikowany styren czy polimetakrylan metylu. Dzięki reakcji 

chemicznej do matrycy za pomocą odpowiedniego linkera (np. propylowego) 

przyłączana jest odpowiednia grupa funkcyjna. W przypadku, gdy przyłączona grupa 

występuje w formie anionu (np. grupa sulfonowa, karboksylowa) złoże jest kationitem, 

natomiast w wyniku reakcji np. z czwartorzędową aminą wytwarza się wymieniacz 

anionowy [4,44,57]. 

Proces rozdzielania można prowadzić za pomocą gradientu soli lub pH. Przy 

najczęściej stosowanym gradiencie soli, białko adsorbuje się przy jej niskiej zawartości 

w fazie ruchomej, a wymycie następuje przy wzroście zawartości soli w strumieniu 

wlotowym. Zwykle w celu wymycia białka stosuje się gradient liniowy, natomiast aby 

wymyć silnie zaadsorbowane zanieczyszczenia konieczny jest gradient skokowy 

realizowany przy dużym stężeniu soli. Niektóre mieszaniny białek różniące się pI mogą 

być wymywane przy użyciu gradientu pH [44,56]. W skali przemysłowej, gdzie dąży się 

do minimalizacji przeprowadzonych etapów stosuje się również gradient soli lub pH 

generowany wewnątrz kolumny [44]. Po przeprowadzonej pracy kolumna musi zostać 

poddana regeneracji fazą ruchomą użytą do adsorpcji, a w niektórych przypadkach musi 

zostać zastosowana sanityzacja (np. roztworem NaOH) [44]. IEC można prowadzić 
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również w trybie rugowania, co ma miejsce m.in. przy oczyszczaniu wariantów 

przeciwciał monoklonalnych. Rugowanie przeprowadza się przy użyciu odpowiedniego 

środka wymywającego [58] lub wykorzystując wyłącznie różnice w adsorpcji substancji 

rozdzielanych [59]. 

W IEC zjawisko rozwijania i agregacji cząsteczek białka jest obserwowane 

stosunkowo rzadko. Fragmenty białek zawierające ładunek, które odpowiedzialne są za 

wiązania elektrostatyczne z ligandami unieruchomionymi na złożu, eksponowane są na 

zewnątrz cząsteczki, dzięki czemu proces adsorpcji nie wymusza zmian 

konformacyjnych w obrębie białek. Zmiana struktury może być jednak wywołana przez 

inne właściwości złóż do chromatografii jonowymiennej. Dobór odpowiednich 

parametrów złoża, tj. rodzaju matrycy i liganda, porowatości czy gęstości usypowej oraz 

składu fazy ruchomej jest niezbędny przy projektowaniu tego typu chromatografii [60-

67]. 

W IEC szybkość procesu powierzchniowego adsorpcja-desorpcja jest znacząco 

wyższa w stosunku do szybkości dyfuzji w porach adsorbentu. Przy modelowaniu 

procesu zwykle zakłada się równowagę termodynamiczną pomiędzy stężeniem białka w 

fazie ruchomej i na powierzchni adsorbentu. Równowagę termodynamiczną opisuje się 

przy użyciu izotermy stechiometrycznej (równania (1) i (2)) po uprzednim 

uwzględnieniu zjawiska osłaniania (ekranowania) ładunku na powierzchni adsorbentu 

przez makrocząsteczkę (rys.4) [68-69]. 

����� + ��� =  ����� + ����   (1) 
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gdzie: z – ładunek białka, R – miejsce aktywne na wymieniaczu jonowym, P – cząsteczka 

białka, Na+ - przeciwjony, CP – stężenie białka w fazie ruchomej, �� 
∗  – stężenie 

zaadsorbowanego białka, � – współczynnik ekranowania ładunku, � 
∗� – pojemność 

chłonna złoża, Ke – stała równowagi [4]. 
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4. Denaturacja	i	agregacja	białek	

Jak wspomniano powyżej, procesy adsorpcji i desorpcji na złożach 

chromatograficznych prowadzą często do zmiany struktury białek, a w konsekwencji do 

zmian ich aktywności. Np. rozwijanie się białek może być procesem nieodwracalnym, 

a wytworzone agregaty charakteryzują się zazwyczaj odmienną aktywnością biologiczną 

w porównaniu z cząsteczkami w formie natywnej. W przypadku biofarmaceutyków 

obecność agregatów jest niewskazana ze względu na możliwość wystąpienia reakcji 

immunogennych lub inne działania niepożądane po podaniu leku. Zatem zmiany 

struktury białek wpływają na wydajność i selektywność oczyszczania produktów 

białkowych i wymagają w zastosowanych technikach izolacji i oczyszczania 

odpowiedniego przeciwdziałania [4,31]. 

Denaturacja, jako odwracalna lub nieodwracalna zmiana struktury białka jest 

niewątpliwie prekursorem tworzenia agregatów białkowych. Podczas tego procesu 

dochodzi do ekspozycji hydrofobowych domen, które w znacznej mierze odpowiadają za 

agregację. Na proces agregacji może wpływać wiele czynników, m.in. temperatura, 

stężenie białka, pH oraz jonowość roztworu. Ponadto obecność niektórych ligandów, 

w tym specyficznych jonów może stymulować zmiany struktury białka. Podczas 

produkcji i oczyszczania biofarmaceutyków występują również naprężenia mechaniczne 

mogące wpływać na agregację produktów [31,70]. W zależności od warunków procesu 

białko wiąże się w formie natywnej lub rozwija się podczas adsorpcji na złożu 

chromatograficznym, co w konsekwencji może prowadzić do powstania agregatów 

drugiego lub wyższych rzędów. Hipotetyczny mechanizm rozwijania i agregacji 

	Rys.4. Schemat przedstawiający adsorpcję i efekt ekranowania na złożach do chromatografii 
jonowymiennej (na podstawie [4]). 
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przedstawiono na rys.5. Przypuszcza się, że zaadsorbowane białko po zakotwiczeniu na 

powierzchni adsorbentu rozwija się poprzez interakcje z kilkoma sąsiadującymi 

miejscami aktywnymi. Rozwinięte w ten sposób białko podatne jest na agregację. 

	

 

Agregacja może zachodzić już na etapie USP. Wybór odpowiedniego systemu 

ekspresji i warunków, w których prowadzona będzie hodowla to główne czynniki 

mogące limitować agregację na tym etapie. Akumulacja dużej ilości białka powstałego 

podczas ekspresji w komórkach może prowadzić do agregacji wewnątrzkomórkowej 

z powodu oddziaływań między fragmentami rozwiniętej molekuły lub nieprawidłowej 

identyfikacji łańcucha peptydowego przez chaperony odpowiedzialne za odpowiednie 

fałdowanie [31]. W wyniku nagromadzenia się białek i pozostałych składników 

mieszaniny hodowlanej oraz ich interakcji (oddziaływań jonowych lub hydrofobowych) 

powstają ciała inkluzyjne, zawierające w sobie dużą ilość rekombinowanego białka (50 - 

90%), jednak bez późniejszej obróbki nie nadają się one do zastosowania jako leki [71]. 

Dostosowanie warunków ekspresji m.in: temperatury, czasu prowadzenia procesu, 

dodatek środków powierzchniowo czynnych oraz wybór systemu komórkowego 

zapewniającego wysoką zgodność na poziomie potranslacyjnym to główne czynniki 

pozwalające ograniczać niekorzystne zjawisko agregacji [31,72,73]. Zmiany 

konformacyjne białek są problemem limitującym proces produkcji biofarmaceutyków, 

dlatego też istnieje wiele metod analitycznych pozwalających na detekcję tego zjawiska. 

Wykorzystuje się tu metody fluoroscencyjne, spektrofotometryczne, czy też 

kalorymetryczne, lecz główną ich wadą jest długi czas wykonania analiz oraz trudności 

ze zbadaniem zmian konformacyjnych na złożach chromatograficznych w czasie 

rzeczywistym [74-77]. 

Różnicowa fluorymetria skaningowa DSF jest praktyczną, opłacalną i dostępną 

techniką biofizyczną szeroko stosowaną do oceny fałdowania białek oraz ich stabilności 

termicznej. Technika pozwala na badanie rozwijania białek poprzez podgrzewanie ich 

Rys.5. Uproszczony schemat agregacji białek.
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w kontrolowanym środowisku i pomiarze zmiany emisji fluorescencji. Z otrzymanej 

w ten sposób krzywej fluorescencji, można odczytać temperaturę przejścia fazowego 

(topnienia), często więcej niż jedną, charakteryzującą odchylenie konformacji od formy 

natywnej. W przypadku przeciwciał monoklonalnych, ze względu na wielkość cząstek 

i strukturę domenową, można zaobserwować dwie lub trzy temperatury topnienia [78-

79]. 

Omawiana technika nie wymaga specjalistycznego sprzętu, do 

wysokoprzesiewowych eksperymentów wykorzystać można zestaw do RT-PCR 

(łańcuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym) będący na wyposażeniu 

większości laboratoriów biotechnologicznych [80-81]. W artykule [17], w ramach 

niniejszej pracy, opisano metodę szybkiej identyfikacji zmian strukturalnych białek 

zaadsorbowanych na złożu przy wykorzystaniu zestawu do RT-PCR. 

5. Niejednorodność	przeciwciał	monoklonalnych	

Przeciwciała, w tym przeciwciała rekombinowane, ze względu na swoją złożoną 

budowę i duże rozmiary są cząsteczkami niejednorodnymi. Mikro-heterogeniczność 

przeciwciał może być powodowana procesami zachodzącymi w etapie USP, zarówno na 

poziomie wewnątrz jak i zewnątrzkomórkowym [7]. Dodatkowo, jak wspomniano 

powyżej, zmiany strukturalne białek zachodzą w etapie DSP i wynikają przeważnie tylko 

z procesu agregacji białek. 

W przemyśle biofarmaceutycznym wymaga się wysokiej zgodności produkowanych 

substancji z ich naturalnie występującymi w organizmach odpowiednikami. Białka 

często różnią się sumarycznym ładunkiem (zależnym od jonizacji reszt 

aminokwasowych), co ma znaczący wpływ kliniczny i może wyeliminować dany produkt 

z zastosowań farmaceutycznych. Dodatni ładunek wypadkowy (gdy pH białka jest 

mniejsze od pI) pochodzi głównie od argininy, lizyny, histydyny i aminy na N-końcu, 

natomiast ujemny (gdy pH > pI) generowany jest zazwyczaj przez kwas asparaginowy 

i glutaminowy oraz wolną grupę karboksylową. W zależności od sumarycznego ładunku 

wyróżnia się trzy typy izoform białek (zwanych dalej wariantami): kwasowe (av), 

obojętne (mv) i zasadowe (bv), wykazujące różnice w wartości pI. Tworzenie się 

odpowiednich wariantów ma miejsce na poziomie obróbki potranslacyjnej, gdzie 

dochodzi między innymi do glikozylacji, utleniania reszt metioninowych, izomeryzacji 

kwasu asparaginowego czy obróbki N-końcowej lizyny (rys.6)[7,82,83]. 
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Warianty kwasowe i zasadowe wykazują często odmienne właściwości od 

wariantów obojętnych. Wartość punktu izoelektrycznego może mieć wpływ m.in. na 

farmakokinetykę poprzez zmniejszoną retencję tkankową dla wariantów kwasowych 

i zwiększoną dla zasadowych [10,84]. Przykładem może być lek Trastuzumab, który jest 

rekombinowanym przeciwciałem monoklonalnym łączącym się z receptorem ludzkiego 

naskórkowego czynnika wzrostu (HER2). Lek ten hamuje proliferacje komórek 

nowotworowych, które wykazują nadekspresję receptora HER2 [85,86]. Badania 

wykazały, że warianty o ładunku kwasowym av wiążą się słabiej z receptorami HER2, 

przez co działanie zmniejszające proliferację ulega pogorszeniu [87]. 

Zawartość poszczególnych wariantów powinna zależeć od ich zawartości w białku 

wyjściowym oraz ich wpływu na zastosowanie kliniczne. W procesach produkcji 

i oczyszczania często dąży się do redukcji zawartości wariantów kwasowych av 

i zasadowych bv, jednak te pierwsze wykazują najczęściej zmniejszona aktywność 

biologiczna. Optymalne warunki dla leku biopodobnego uzyskuje się wówczas, gdy 

udział wariantów av stanowi nie więcej niż 25% zawartości wszystkich izoform [12,13]. 

Zmiany wypadkowego ładunku białek wykrywa się analitycznie głównie metodami 

chromatograficznymi i elektroforetycznymi. W zależności od wartości pI izoform stosuje 

się chromatografię kationowymienną (CEX) (dla większości przeciwciał 

terapeutycznych) lub anionowymienną (AEX). Chromatografia CEX stosowana jest 

szeroko w przemyśle i pozwala na efektywne określenie ilościowego udziału 

poszczególnych izoform w badanym materiale. W przypadku ogniskowania 

izoelektrycznego (IEF) cząsteczki rozdzielają się na podstawie wypadkowego ładunku 

Rys.6. Przykładowe modyfikacje cząsteczki IgG (na podstawie [7]).
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oraz wartości pI, a do detekcji wykorzystywana jest absorpcja promieniowania przy 

długości fali 280 nm. Ogniskowanie izoelektryczne często prowadzi się w kapilarach co 

znacząco zwiększa wydajność procesu [7,88]. Do pozostałych metod analitycznych 

wykorzystywanych w celu badania zgodności pod względem zawartości wariantów 

należą: dichroizm kołowy (CD), spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera 

(FT-IR) lub spektrometria mas (MS) [89]. 

Chromatografię IEX wykorzystuje się nie tylko do analizy ilościowego określenia 

zawartości wariantów ładunkowych. Do oddzielenia niekorzystnych izoform stosuje się 

najczęściej jako technikę rozdzielania CEX oraz rzadziej AEX [20,90-92]. Wybór 

odpowiedniej techniki rozdzielania i warunków prowadzenia procesu, tj. wypełnienia 

kolumny, pH fazy ruchomej i stężenia soli zależy od indywidualnych właściwości 

oczyszczanego przeciwciała [80]. Rozdzielanie opiera się zwykle na odpowiednim 

gradiencie pH lub stężenia soli w fazie ruchomej. Wykorzystanie gradientu soli wymaga 

wysokiego jej stężenia w celu elucji białka z kolumny, a w konsekwencji generuje 

dodatkowe procesy odsalania przed kolejnymi etapami oczyszczania czy formulacji. 

Alternatywą jest elucja w gradiencie pH pozwalająca na proste i efektywne rozdzielenie 

wariantów na podstawie wartości ich pI, jednak w tym przypadku konieczna jest 

optymalizacja stosowanych buforów, tak aby pojemność buforowa była stała w danym 

zakresie pH i aby bufory nie oddziaływały z fazą stacjonarną [93-96]. Dodatkowo w celu 

poprawienia wydajności procesu stosuje się układy wielokolumnowe oraz przepływ 

przeciwprądowy [95], jednak tak zaawansowane techniki mimo wysokiej wydajności są 

trudne do optymalizacji i kontroli warunków prowadzenia procesu. 
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6. Przestrzenie	martwe	w	układach	chromatograficznych	

Badania w skali laboratoryjnej są koniecznym elementem projektowania procesu 

chromatograficznego. Ze względu na dużą ilość potrzebnych cykli doświadczalnych, 

a zarazem wysokie koszty procesu i materiałów, wstępny dobór warunków 

procesowych odbywa się w skali laboratoryjnej, gdzie stosowane są kolumny o bardzo 

małych objętościach (wymiarach) - mini-kolumny. Z takich badań przy małym zużyciu 

materiału można uzyskać ogromną liczbę informacji, które następnie służą jako dane 

wyjściowe do doboru i budowy modeli dynamiki umożliwiających projektowanie 

i optymalizację procesu, a w konsekwencji do powiększania jego skali [14]. 

Z drugiej strony zastosowanie mini-kolumn powoduje wzrost udziału objętości 

przestrzeni pozakolumnowych (ECV) w stosunku do zasadniczej objętości samej 

kolumny w chromatograficznym układzie aparaturowym. W ECV rozkład prędkości 

przepływającej fazy ruchomej jest nierównomierny, co powoduje zmianę kształtu 

i rozmycie profili stężenia badanych substancji. Efekty hydrodynamiczne wpływające na 

deformację profilu są często w uproszczeniu określane jako tzw. dyspersja w kierunku 

osiowym [97]. Efekt ECV najczęściej opisywany jest poprzez wyznaczenie wariancji piku 

w całym układzie aparaturowym lub w jego częściach [15,16], co jest metodą szybką, 

jednak uproszczoną, a co za tym idzie często za mało dokładną ze względu złożoność 

zjawiska. W przypadku związków wielkocząsteczkowych, takich jak białka, ze względu 

na ich niską dyfuzyjność ruch w kierunku promieniowym w kapilarach łączących 

elementy ECV jest utrudniony, a opis hydrodynamiki układu wymaga uwzględnienia 

rozkładu prędkości radialnej oraz dyfuzji promieniowej [18]. 

Długość elementów ECV składających się z przewodów w układzie chromatograficznym 

jak i udział objętości martwych w pozostałych elementach układu, które wypełnia faza 

ruchoma (zawory, pętle iniekcyjne, łączenia kapilar, celki detektorów) powinny być 

minimalizowane. Niestety, konstrukcja układu chromatograficznego ma swoje granice 

minimalizacyjne, tak więc efektów pochodzących z ECV nie można całkowicie 

wyeliminować. ECV ma zatem znaczący wpływ na kształt rejestrowanych profili 

stężenia w układach chromatograficznych. W wyniku efektu ECV impuls iniekcyjny 

badanej próbki ulega deformacji i rozcieńczeniu przemieszczając się w układzie, co ma 

negatywny wpływ na efektywność rozdzielania chromatograficznego [97-99]. 

Zaniedbanie tego efektu może prowadzić do błędnej interpretacji mechanizmów retencji 
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cząsteczek w kolumnie chromatograficznej, a w konsekwencji do nieefektywnego 

i nieekonomicznego przeniesienia skali procesu. 

7. Modelowanie	 procesów	 separacji	 w	układach	

chromatograficznych	

Ze względu na złożoność procesu projektowanie chromatografii jest kosztowne 

i czasochłonne, a modelowanie matematyczne jest często jedynym rozwiązaniem 

umożliwiającym przeniesienie skali oraz optymalizację jej przebiegu [44]. 

Modelowanie matematyczne chromatografii z powodu towarzyszących sorpcji 

znikomych efektów cieplnych jest uproszczone, ponieważ w przeciwieństwie do procesu 

adsorpcji, w modelu eliminuje się równania bilansów i kinetyki transportu ciepła 

[99-102]. 

Do opisu dynamiki chromatografii białek stosuje się modele: heterogeniczne 

i pseudohomogeniczne. W modelu heterogenicznym uwzględnia się bilanse transportu 

masy zarówno w fazie ruchomej jak i w porach adsorbentu. W modelach 

pseudohomogenicznych będących uproszczeniami modeli heterogenicznych, ale 

o podobnej dokładności opisu, transport masy w fazie stacjonarnej jest opisywany 

zastępczymi współczynnikami kinetycznymi [44,100-103]. Niezależnie od wyboru 

modelu, konieczne jest uzupełnienie modelu odpowiednimi równaniami izoterm 

adsorpcji, a w niektórych przypadkach także równaniami kinetyki adsorpcji [44]. 

Jednym z modeli pseudohomogenicznych jest model kinetyczno-dyspersyjny, 

wyrażany poprzez różniczkowy bilans masy w płynie [44,100]: 
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gdzie: C – lokalne stężenie substancji w fazie ruchomej mg mL-1, q – lokalne stężenie 

substancji w fazie stałej mg mL�ł�ż�
�� , x, t – odpowiednio współrzędna osiowa i czas, u0 – 

średnia prędkość liniowa w osi kapilary m s-1, Da – zastępczy współczynnik dyspersji 

wzdłużnej w kolumnie m2 s-1, � =  
�� ��� 

���
 – stosunek faz, tot, e – porowatości: całkowita 

i zewnętrzna układu chromatograficznego. 
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Powyższy model musi być uzupełniony równaniami kinetycznymi transportu masy 

pomiędzy fazą ciekłą i stałą. Modyfikacje modelu posłużyły do opracowania modelu 

przepływu w przestrzeniach martwych układu chromatograficznego oraz opracowania 

modelu retencji wariantów ładunku przeciwciał monoklonalnych w kolumnie 

chromatograficznej. 
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Część	doświadczalna	

8. Koncepcja	badań	

Badania zrealizowane w ramach pracy składały się z następujących etapów: 

1. Badań stabilności struktury przeciwciał monoklonalnych zaadsorbowanych na 

wybranych złożach do chromatografii jonowymiennej oraz opracowania 

kryteriów szybkiego doboru złoża do procesu ich oczyszczania. Opracowano 

metodę szybkiej i wysokoprzesiewowej oceny żywic pod kątem zmian 

konformacyjnych w obrębie struktury oczyszczanych przeciwciał [17]. 

2. Opracowania adekwatnego modelu dynamiki procesu opisującego retencję 

przeciwciał w kolumnie chromatograficznej z uwzględnieniem efektu ECV. 

Przebadano wpływ przestrzeni pozakolumnowych ECV w układzie 

chromatograficznym, a do badań wykorzystano związki o różnych masach 

cząsteczkowych oraz ich mieszaniny. Przeanalizowano również wpływ rodzaju 

urządzenia iniekcyjnego na kształt profili stężenia w przestrzeniach 

pozakolumnowych [18,19]. 

3. Opracowania metody rozdzielania wariantów przeciwciała monoklonalnego IgG1 

na złożach do chromatografii jonowymiennej. W tym celu wykorzystano zjawisko 

przeładowania kolumny oraz jednostopniowy gradient pH i otrzymano frakcję 

przepływową wzbogaconą o warianty kwaśne w przypadku zastosowania 

kationitu oraz warianty zasadowe przy zastosowaniu anionitu. Druga frakcja, 

związana na złożu, a następnie zdesorbowana, wzbogacona była w warianty 

o przeciwnym ładunku w stosunku do frakcji przepływowej [20]. 
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9. Badanie	stabilności	IgG1	na	złożach	IEX	[17]	

Przeprowadzono badania przesiewowe nad własnościami adsorpcyjnymi na kilku 

złożach IEX. Do szczegółowych badań agregacji i rozwijania białek wybrano trzy złoża 

wykazujące wysoką pojemność adsorpcyjną w stosunku do IgG1, a ich parametry 

przedstawiono poniżej [tab.1]. 

Tab. 1.  Parametry złóż CEX wykorzystanych do badań (na podstawie danych producenta lub 

* na podstawie [105]). 

 

9.1	 Badania	adsorpcji	IgG1	na	złożach	

 Na rys.7 przedstawiono zależność ilości zaadsorbowanego białka dla wybranych złóż 

przy dwóch różnych wartościach pH, 4.5 i 5.5. 

 

  

Nazwa złoża 
TOYOPEARL 
GigaCap S-
650M 

Capto S 
 ImpAct 

TOYOPEARL 
Sulfate-650F 

Skrót TP GigaCap S ImpAct TP Sulfate 

Grupa funkcyjna Siarczanowa Sulfonowa Sulfonowa 

Ligand propyl pirolidon butyl 

Matryca PMMA agaroza PMMA 

Rozmiar ziaren [µm] 50 - 100 50 30-60 

Pojemność jonowa złoża [μeq mL-1] 
 

185* 64* 530 

Rys.7. Stężenie IgG1 w fazie zaadsorbowanej (q mg���ł�� mg�ł�ż�
�� )na wybranych złożach 

chromatograficznych 
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Najsilniejszą adsorpcję zaobserwować można na złożu TP GigaCap w pH 4,5, ponadto 

niezależnie od stężenia, wraz ze wzrostem wartości pH ilość zaadsorbowanego białka 

maleje. Odwrotny efekt zaobserwowano na złożu TP Sulfate. W przypadku złoża 

S ImpAct ilość związanego białka zależy w większym stopniu od jego początkowego 

stężenia niż od wartości pH. 

W celu określenia odzysku masy białka wprowadzonego w strumieniu zasilającym 

przeprowadzono desorpcję buforem o pH 9, a następnie wykonano bilans masy 

i obliczono straty białka, które nie uległo desorpcji (rys.8). Prawie we wszystkich 

przypadkach (z wyjątkiem S ImpAct w pH 4,5) straty masy zależały od stężenia białka 

w roztworze wyjściowym, tj. im mniej masy białka zaadsorbowało się na złożu tym 

odzysk masy białka był mniejszy. Efekt ten może wynikać z procesu rozwijania się 

białek na złożach. Im mniej białka zaadsorbowanego na złożu tym więcej miejsc 

aktywnych, na których mogło się ono rozwinąć i zmienić swoją strukturę, co opisano 

w rozdz. 4. Ponadto w przypadku TP GigaCap i TP Sulfate straty masy są większe 

w przypadku takiego zakresu warunków, w których białko silniej wiązało się na złożu. 

 

Dla złóż, w których efekt niepełnej desorpcji był najbardziej widoczny, zbadano 

wpływ czasu inkubacji na etapie adsorpcji oraz sposobu desorpcji na ilość białka trwale 

związanego ze złożem. Desorpcję wykonano dwustopniowo, tj. buforem fosforanowym 

pH 9,0 oraz tym samym buforem z dodatkiem 1M NaCl. Czas inkubacji wynosił od 0,5 do 

24 godzin. Wyniki przeprowadzonych eksperymentów przedstawiono na rys.9. 

W przypadku złoża TP GigaCap metoda desorpcji nie miała wpływu przy czasach 

inkubacji nie dłuższych niż 5 godzin, natomiast przy dłuższym kontakcie białka ze 

złożem, szczególnie przy pH 4,5, desorpcja buforem z solą powiększała odzysk białka. 

Na złożu TP Sulfate straty masy związane z silną adsorpcją wykryto już po upływie 

Rys.8. Straty masy białka na złożach (masa białka niezdesorbowanego ze złoża w stosunku do 
masy wprowadzonej) 
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0,5 godziny i pomimo zastosowania desorpcji z udziałem soli część białka trwale wiązała 

się na złożu. 

 

	

 	

Rys.9. Wpływ czasu inkubacji oraz typu desorbentu na straty masy. 
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9.2	 Analiza	zawartości	agregatów	

W celu zbadania zmiany struktury białek w procesie adsorpcji-desorpcji wykonano 

analizę SEC roztworów białek otrzymanych po desorpcji, która pozwoliła na wykrycie 

obecności agregatów drugiego (dimerów) i wyższych rzędów. Eksperymenty 

przeprowadzono dla próbek otrzymanych po różnych czasach inkubacji i stężeniu 

wyjściowym białka równym 18 mg mL-1 (rys.10). Na złożach TP GigaCap i S ImpAct ilość 

agregatów wzrastała wraz ze wzrostem czasu inkubacji, jednak dla drugiej 

z wymienionych żywic poziom agregatów był bardzo niski (ok 1 %). Dla wymienionych 

złóż zawartość agregatów nie zmieniała się znacząco przy zastosowaniu buforu 

desorpcyjnego z dodatkiem soli, co świadczy o wystarczającej sile elucyjnej 

zastosowanego buforu bez soli w stosunku do białka jak i agregatów. Ze złoża TP Sulfate 

agregaty zostały wymyte już przy najkrótszym czasie inkubacji. W pH 5,5 zawartość 

agregatów nie zależała od czasu inkubacji, a w pH 4.5 nieznacznie spadła z czasem, co 

może wynikać ze słabej adsorpcji w tych warunkach (rys.7). Wymycie IgG1 z TP Sulfate 

buforem z dodatkiem soli spowodowało duży wzrost zawartości agregatów świadczący 

o znacznej destabilizacji białka na tym złożu. Prawdopodobnie tworzenie się dużej ilości 

agregatów utrudniało dostęp białka do miejsc aktywnych i spowodowało nieoczekiwaną 

redukcję siły adsorpcji. 

 

Rys.10. Procentowa zawartość agregatów w desorbencie w funkcji czasu inkubacji. 

Jak można było zaobserwować, zjawiska agregacji i rozwijania białek na złożach 

chromatograficznych są zależne od zmiennych operacyjnych procesu (stężenie białka, 

warunki adsorpcji i desorpcji, czas wiązania), dlatego też jej badanie jest procesem 

niezwykle czasochłonnym. Rozwiązaniem tego problemu może być zastosowanie 

metody opartej na pomiarze temperatur przejścia fazowego, czyli tzw. temperatur 
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topnienia białek zaadsorbowanych na złożu przy użyciu technik bazujących na 

fluorymetrii DSF, którą wykorzystano w niniejszej pracy. 

9.3	 Badanie	temperatury	topnienia	przeciwciał	

Wykonano badania temperatury topnienia przeciwciał zaadsorbowanych na 

wybranych złożach. Zaadsorbowaną na odpowiednim złożu IgG1 znakowano 

barwnikiem fluoroscencyjnym, a następnie podgrzewano w aparacie do RT-PCR. 

Z otrzymanej w ten sposób zależności fluorescencji od temperatury wyznaczono ww. 

temperatury topnienia (tt). 

Niższa tt natywnej IgG1 w roztworze, w zależności od warunków, mieściła się między 

59 a 620C, natomiast wyższa między 69 a 730C. Wartości tt zaadsorbowanego 

przeciwciała były znacznie niższe od wyżej wymienionych niezależnie od 

zastosowanego złoża (rys.11- 13), w szczególności dla niższej wartości tt, co świadczy 

o różnicy w stabilności między poszczególnymi domenami IgG1. 

Białko związane na złożu TP GigaCap w pH 4.5 (Rys.11a) charakteryzuje się niższymi 

wartościami tt w porównaniu z wiązaniem przy pH 5.5 (rys.11b). Ponadto przy pH 4.5 

zaobserwować można zależność wpływu stężenia na stabilność badanego przeciwciała. 

Wartości tt maleją przy zastosowaniu niższych wartości stężenia, a przy wartościach 

stężenia mniejszych od 5 mg mL-1 widoczna jest tylko jedna jej wartość (niższa znajduje 

się poniżej badanego zakresu tj. 300C), co wynika z silnej adsorpcji i agregacji białka 

w tych warunkach opisanych w rozdziałach 9.1 i 9.2. Jak wykazano poniżej, przy 

wyższych wartościach stężenia struktura białka jest stabilniejsza prawdopodobnie ze 

względu na silne pokrycie powierzchni adsorbentu, co zapobiega rozwijaniu i agregacji. 

Dla pH 5,5 stężenie IgG1 nie miało znaczącego wpływu na wartość tt, co może świadczyć 

o tym, że zjawisko rozwijania w tych warunkach zostało zahamowane. 

Na złożu S ImpAct (rys.12) niezależnie od warunków zaobserwować można dwie 

wartości tt, świadczące o wyższej stabilności IgG1 w porównaniu do złoża TP GigaCap. 

Przy zastosowaniu pH 5,5, gdzie adsorpcja jest silna dla niskiego zakresu stężenia białka 

(rys.7), a straty masy są wyższe niż w pH 4.5 (rys.8) obserwuje się efekt destabilizacji 

białka, przejawiający się obniżeniem wartości tt. 
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Rys.11. Zależność tt dla różnych stężeń zaadsorbowanego białka na złożu TP GigaCap w pH 4,5 
(A) oraz pH 5,5(B); Cp – stężenie białka w roztworze wyjściowym, -d(RFU)dT-1 – parametr 

charakteryzujący zmiany we fluorescencji próbki. 

	Rys.12. Zależność tt dla różnych stężeń zaadsorbowanego białka na złożu S ImpAct w pH 4.5 
(A) oraz pH 5,5(B); Cp – stężenie białka w roztworze wyjściowym, -d(RFU)dT-1 – parametr 

charakteryzujący zmiany we fluorescencji próbki. 

Rys.13. Zależność tt dla różnych stężeń zaadsorbowanego białka na złożu TP Sulfate w pH 4.5 
(A) oraz pH 5.5(B); Cp – stężenie białka w roztworze wyjściowym, -d(RFU)dT-1 – parametr 

charakteryzujący zmiany we fluorescencji próbki. 
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W przypadku złoża TP Sulfate (rys.13) występuje tylko jedna wartość tt, co świadczy 

o wysokiej destabilizacji białka i koreluje z silną adsorpcją oraz wysokimi stratami masy 

na złożu. 

9.4	 Podsumowanie	

 Wybór odpowiedniego złoża, które jest integralną częścią układu 

chromatograficznego podczas oczyszczania leków biologicznych, jest jednym 

z trudniejszych etapów procesu. Zaproponowana metoda pozwala na szybkie badania 

przesiewowe dużej ilości złóż, przy ich małym zużyciu oraz przy niskim 

zapotrzebowaniu na badane białko, wykorzystana może być do szybkiej charakteryzacji 

nawet kilkudziesięciu próbek białka zaadsorbowanego na złożu w czasie jednej godziny. 

Ponadto metodę można wykorzystać do szybkiej analizy kandydatów na leki 

biologiczne, ze względu na możliwość oceny ich stabilności na złożach do chromatografii 

jonowymiennej. Stwierdzono, że spadek temperatury topnienia przeciwciała poniżej 

wartości krytycznej (ok. 30oC) jest kryterium określającym niską stabilność jego 

struktury na wybranej żywicy. 
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10. Wpływ	obecności	przestrzeni	martwych	w	układach	
chromatograficznych	na	przebieg	elucji	[18,19]	

10.1	 Uproszczona	geometria	układu	

W celu określenia wpływu ECV na elucję w układzie chromatograficznym wykonano 

szereg doświadczeń dla różnych konfiguracji układu zaprezentowanych na rys.14. 

W konfiguracji A i B kolumnę zastąpiono łącznikiem o „zerowej” długości, 

a eksperymenty przeprowadzono przy różnych prędkościach fazy ruchomej stosując 

dwa układy dozujące: pętle kapilarną o różnych objętościach oraz pętlę superloop. 

Geometrię układu z podłączoną kolumną przedstawiono w konfiguracji C i D. Drogi 

przepływu próbki wprowadzanej do układu chromatograficznego, gdzie Lcon,in i Lcon,out 

oznaczają odpowiednio długość kapilar przed i za kolumną (Lcon,in + Lcon,out = Lcon) 

przedstawiono na rys.14. Analizowano retencję białek: lizozymu z białka jaja kurzego, 

albuminy surowicy bydlęcej BSA oraz przeciwciała monoklonalnego IgG1 

w przestrzeniach pozakolumnowych i porównano ww. profile z profilami: związku 

małocząsteczkowego (acetonu) oraz wielkocząsteczkowego (dekstranu). 

 

C)

D) Linj Lcon, outLcon, in
Lcol

A)

B)

Lcon

Vinj

Linj Lcon

Lcon, outLcon, in
Lcol

Rys.14. Ilustracja drogi przepływu dla różnych konfiguracji układu chromatograficznego. 
A) Układ bez kolumny z prostokątnym impulsem wlotowym (mała pętla kapilarna i superloop); 

B) układ bez kolumny z dużą pętlą kapilarną, która jest początkowo wypełniona próbką, 
pozostałe części układu są wolne od substancji rozpuszczonej; C) układ jak w A), ale z kolumną 

D) układ jak w B), ale z kolumną. 
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10.2	 Model	przepływu	w	przestrzeniach	martwych	

W celu opisu retencji białek w ECV zastosowano uproszczony model matematyczny, 

w którym przyjęto rozkład prędkości odpowiadający przepływowi laminarnemu 

w układzie kapilarnym [104,106,107]: 
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gdzie: C – lokalne stężenie substancji w fazie ruchomej mg mL-1, u, u0 – prędkość liniowa 

i średnia prędkość liniowa w osi kapilary m s-1, r, x, t – odpowiednio współrzędna 

promieniowa, osiowa i czas, R – promień kapilary, D – współczynnik dyfuzji 

molekularnej substancji rozpuszczonej m2 s-1.	

Powyższe równania poprawnie opisywały profile stężenia, gdy suma długości kapilar 

(L) była mniejsza od tzw. długości krytycznej (Lcrit) wyrażonej zależnością [108]: 
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Jeżeli wartości długości kapilar były na tyle duże, że przekraczały wartość krytyczną, 

do opisania procesu niezbędne było uwzględnienie zjawiska dyspersji poprzez 

zastosowanie równania Ficka, w którym substancja rozpuszczona w fazie ruchomej jest 

transportowana ze średnią prędkością przepływu, u0: 
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gdzie pozorny współczynnik dyspersji (Dapp) można obliczyć w następujący sposób 

[108,109]: 
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W równaniu (8) κ jest parametrem uwzględniającym geometrię kapilary i przepływu, 

a w przypadku przepływu laminarnego w rurze prostej κ wynosi 48 [108,109]. 

10.3	 Deformacje	profili	stężenia	przy	małych	objętościach	iniekcji	

Roztwory pojedynczych związków modelowych lub ich mieszanin w fazie ruchomej 

wprowadzono do układu bez podpiętej kolumny, co przedstawiono schematycznie na 

rys.14.A. Zaobserwowano silne odkształcenie i ogonowanie pików IgG1, które zwiększa 

się wraz ze spadkiem natężenia przepływu fazy ruchomej (rys.15A). Podobny trend 

zaobserwowano w przypadku pozostałych białek modelowych (rys.15B). W przypadku 
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acetonu pik zachował kształt Gaussa, co świadczy o tym, że dla związku o małej masie 

cząsteczkowej występuje równomierny rozkład stężenia w kierunku promieniowym. 

Duże różnice w przebiegu elucji występują również w przypadku roztworów 

wieloskładnikowych (rys.15C). Podczas iniekcji mieszaniny IgG1 i acetonu 

zaobserwowano dwa profile stężenia: jako pierwszy eluowany był front stężenia IgG1, 

natomiast drugi pochodził od acetonu. Ponadto można było zaobserwować ogonowanie 

charakterystyczne dla piku IgG1. Opisane eksperymenty pozwalają na stwierdzenie, że 

związki małocząsteczkowe nie są odpowiednie do badania efektu ECV w chromatografii 

białek. 

 

Do matematycznego opisu przebiegu elucji w ECV zaproponowano model 

matematyczny (rozdz.10.2), w którym estymowano wartość współczynnika dyfuzji 

D m2 s-1. Otrzymana w ten sposób wartość współczynnika dyfuzji dla danego związku 

była zbliżona do wartości literaturowych [4]. Wyniki otrzymanych symulacji 

i eksperymentów porównano na rys.16. 

 

 Rys.15. Ilustracja deformacji profili stężenia w ECV. A) Profile IgG1 zarejestrowane dla różnych 
szybkości przepływu fazy ruchomej; B) porównanie profili IgG1, BSA, LYZ i acetonu przy tym 

samym natężeniu przepływu; C) elucja mieszaniny dwuskładnikowej. 

Rys.16. Porównanie doświadczalnych profili stężeń i symulacji modelu dla różnych związków. 
We wszystkich przypadkach natężenie przepływu było równe 0.1 mL min-1 (symbole- wyniki 

eksperymentalne, linie-symulacje) 
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Na podstawie otrzymanych wyników można stwierdzić, że deformacja i ogonowanie 

piku intensyfikuje się wraz ze wzrostem masy cząsteczkowej chromatografowanego 

związku i zmniejszaniem się wartości współczynnika dyfuzji. 

10.4	 Deformacje	profili	stężenia	przy	dużych	objętościach	iniekcji	

Iniekcje próbek o dużej objętości wykonano za pomocą pętli kapilarnych (rys.14.B) 

oraz przy pomocy kolumny typu superloop (rys.14.A). W przypadku modelowania 

przepływu w kapilarach łączących oraz superloop, gdzie L < Lcrit korzystano z równań 

(4) i (5), natomiast w przypadku modelowania w pętlach kapilarnych o dużej długości, 

gdzie L > Lcrit, korzystano z równania (7) i (8). Porównanie danych eksperymentalnych 

i symulacji przedstawiono na rys.17. Części wstępujące profili związków modelowych 

charakteryzowały się silną asymetrią (rys.17a) wynikającą, podobnie jak w przypadku 

iniekcji o małych objętościach, z nierównomiernego rozkładu prędkości w kierunku 

promieniowym i powolnej dyfuzji makrocząsteczek. Porównując profile stężenia dla 

próbki wprowadzonej do układu za pomocą pętli kapilarnej oraz superloop (rys.17b) 

nie widać znaczących różnic, ponieważ droga jaką pokonały próbki była taka sama. 

Ze względu na znaczącą długość pętli kapilarnych zbocze dyfuzyjne piku charakteryzuje 

się silnym ogonowaniem, powstającym w wyniku dyspersji próbki w tylnej części 

wypełnionej kapilary, gdzie cząsteczki zawarte w próbce przebyły znacznie dłuższą 

drogę niż w przypadku pętli superloop. 

 

 

Rys.17. Profile stężeń w ECV dla iniekcji o dużej objętości (2 mL). A) Fronty krzywych wyjścia 
dla białek i acetonu – iniekcje przez pętlę kapilarną; B) porównanie profili IgG1 przy iniekcji 

przez pętlę kapilarną i superloop, (symbole- wyniki eksperymentalne, linie-symulacje) 
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Analogiczne eksperymenty (rys.18) wykonano również w obecności kolumny 

w układzie chromatograficznym (rys.14.C,D), która była wypełniona inertnym złożem 

(niewykazującym adsorpcji badanych związków). 

W celu symulacji przepływu próbki układ podzielono na 3 części: objętości (ECV1) 

przed kolumną, samą kolumnę oraz objętości za kolumną (ECV2) (suma objętości 

pozakolumnowych ECV = ECV1 + ECV2). Zastosowano równania (7) i (8), w których 

estymowano współczynnik dyspersji w kolumnie. Gdy suma długości kapilar (Lcon) nie 

przekraczała wartości krytycznej, uzyskane efekty były addytywne. 

 

Kształty krzywych wyjścia (rys.18A) charakteryzują się silną asymetrią, co mogłoby 

sugerować, że na złożu zachodzi adsorpcja, mimo iż było ono inertne. Jednak efekt ten 

wynikał wyłącznie z wpływu ECV, co zostało potwierdzone symulacjami. Podobnie jak 

w przypadku układu bez kolumny, kształt frontu stężenia nie zależał od zastosowanej 

metody iniekcji (rys.18B). W przypadku zastosowania pętli superloop ogonowanie piku 

było znacząco ograniczone w porównaniu do pętli kapilarnej, co potwierdza predykcje 

numeryczne. 

Wyżej przedstawione model właściwie opisywał retencję w układzie 

chromatograficznym dla niskich natężeń przepływu fazy ruchomej, natomiast do 

modelowania elucji przy wyższych wartościach natężeń przepływu symulacje odbiegały 

od danych eksperymentalnych, dlatego konieczne było wykorzystanie metody 

numerycznej mechaniki płynów CFD (rozdz.10.5). 

Rys.18. Profile stężeń na wylocie kolumny dla iniekcji próbki o dużej objętości (2 mL).  
A) Krzywe wyjścia IgG1, BSA i acetonu dla iniekcji przez pętlę kapilarną; B) porównanie 

kształtów profili stężenia IgG1 dla iniekcji przez pętlę kapilarną i superloop, (symbole- wyniki 
eksperymentalne, linie-symulacje). 
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10.5	 Modelowanie	CFD	

W celu uwzględnienia wpływu geometrii ECV na retencję i kształt profili stężenia 

związków o różnych masach cząsteczkowych zastosowano metodę CFD [19]. Oprócz 

uwzględnienia zmian w długościach i średnicach kapilar łączących elementy układu, 

uwzględniono krzywiznę drogi przepływu. Dodatkowe zaburzenia trajektorii przepływu 

zaobserwowano w elementach składowych układu chromatograficznego (np. 

połączeniach kapilar i celce detektora). W przypadku acetonu, skrócenie czasu 

przebywania w kapilarze przyczyniło się do poszerzenia piku, a zwiększenie prędkości 

przepływu pogorszyło jego symetrię. W przypadku makromolekuł, zaburzenia na 

drodze przepływu przyspieszały transport masy, co poprawiało symetrię piku, 

niezależnie od wielkości wprowadzonej próbki. Ponadto zwiększenie krętości drogi 

przepływu wpływa na tworzenie się tzw. wirów Deana, które łagodzą efekty wynikające 

z powolnej dyfuzji. Szczegółowy opis badań przedstawiono w publikacji [19]. 

10.6	 Podsumowanie	

W tej części pracy eksperymentalnie i teoretycznie przeanalizowano zjawisko zmiany 

kształtu pików chromatograficznych w przestrzeniach pozakolumnowych (ECV). 

Obserwowany efekt deformacji profili stężenia wynikał z nierównomiernego rozkładu 

prędkości promieniowej w kapilarach układu i powolnej dyfuzji makrocząsteczek. 

W przypadku związków małocząsteczkowych mechanizm retencji zależał głównie od 

dyspersji osiowej, dlatego też nie zaobserwowano deformacji pików. 

W przypadku makrocząsteczek efekt ECV jest na tyle istotny, iż może wpływać na 

błędną interpretację otrzymanych wyników przy projektowaniu procesu 

chromatografii. Zastosowany model matematyczny efektywnie odwzorował kształt 

profili stężenia w stosunkowo szerokim zakresie parametrów operacyjnych, dzięki 

czemu może on posłużyć do określania efektu ECV. Uwzględnienie tego efektu może być 

niezbędne w procesach projektowania chromatografii białek i przeniesienia skali 

procesu z laboratoryjnej na przemysłową.   
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11. Rozdzielanie	 wariantów	 ładunku	 przeciwciał	

monoklonalnych	[20]	

11.1	 Koncepcja	przebiegu	procesu	chromatografii	

Przeprowadzono przesiewowe badania rozdzielania wariantów przeciwciał 

monoklonalnych, w których badano różne gradienty pH i stężenia soli. We wszystkich 

przypadkach selektywność rozdzielania była bardzo niska, dlatego opracowano 

technikę, w której wykorzystano dodatkowo efekty kinetyczne. Technika polegała na 

wprowadzeniu dużej, porównywalnej z pojemnością chłonną masy białka. Część białka 

eluowała w czasie martwym kolumny jako frakcja przepływowa, a jej zawartość była 

wzbogacona w białko wiążące się najsłabiej. Frakcję związaną, zawierającą białko 

zaadsorbowane za złożu, eluowano przy użyciu skokowego gradientu pH, który 

w przeciwieństwie do gradientu soli nie generuje dodatkowych etapów usuwania jej 

jonów z roztworu. 

Do badań użyto dwa silne wymieniacze jonowe wykorzystywane wcześniej do 

badania agregacji: kationit - TP GigaCap (tab.1) i anionit - Poros XQ (tab.2). Całkowite 

rozdzielenie wariantów było niemożliwe ze względu na zbliżone właściwości 

retencyjne, udało się jedynie zebrać frakcje wzbogacone o daną izoformę IgG1. 

Tab. 2. Parametry złoża AEX wykorzystanego w eksperymentach (na podstawie danych 

producenta) 

Nazwa złoża POROS™ XQ 
Skrót POROS 
Typ AEX 
Grupa funkcyjna Czwartorzędowa amina 
Matryca Usieciowany polistyrenodivinylobenzen 

Rozmiar ziaren [µm] 50 

 

Do badań skorzystano z materiałów zawierających IgG1 o różnej zawartości 

wariantów av (tab.3). Zastosowano materiał o niskiej (L-av), średniej (M-av) i wysokiej 

(H-av) zawartości kwasowych wariantów av	przeciwciała monoklonalnego IgG1. 
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Tab. 3. Zawartość poszczególnych izoform w badanych materiałach 

Materiał  
Warianty kwasowe  

(av) 
Warianty obojętne 

(mv) 
Warianty zasadowe 

(bv) 
% 

L-av  24 52 24 

M-av  45 40 15 

H-av  61 35 4 

11.2	 Równowaga	adsorpcyjna	

Zaprojektowanie procesu chromatografii wymagało określenia własności 

adsorpcyjnych materiałów białkowych. W tym celu wyznaczono izotermy adsorpcji, a do 

ich opisu wykorzystano równanie kinetyczno-reakcyjne (dla trzech adsorbujących się 

składników) oparte na modelu izotermy stechiometrycznej (rozdz. 7): 
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� − ����,�� �� − ∑ ����,����
�
��� � − ���  (9) 

gdzie: Ci – stężenie odpowiedniego wariantu w fazie ruchomej mg mL-1, ��
  –

indywidualna pojemność chłonna wariantu po adsorpcji mg mL�ł�ż�
�� , ��

� – całkowita 

pojemność chłonna złoża mg mL�ł�ż�
�� , ����,�� – znormalizowany współczynnik 

ekranowania, kd, – współczynnik przenikania masy, ����,�  – znormalizowana stała 

równowagi danego wariantu. 

Parametry modelu wyznaczono dla stanu ustalonego w równaniu kinetyczno – 

reakcyjnym (9). W przypadku, gdy wartości wszystkich współczynników ekranowania 

dla wariantów wynoszą 1, równanie (9) w stanie ustalonym przekształca się 

w konkurencyjną izotermę Langmuira. Gdy znormalizowany współczynnik ekranowania 

jest wartością większą od jedności, zaobserwować można ujemne odchylenia do 

izotermy Langmuira, odpowiadające za redukcję miejsc wiązania w wyniku konkurencji 

poszczególnych wariantów, gdzie warianty o silniejszym powinowactwie wypierają te, 

które charakteryzują się niższą zdolnością wiązania. W przeciwnym razie (gdy 

����,�� < 1) występuje dodatnie odchylenie od izotermy Langmuira, zwane dodatnią 

adsorpcją kooperatywną, która wynika z przyciągania cząsteczek białek i skutkuje 

wzmocnieniem adsorpcji [100,110,111]. 

W przypadku CEX, pomimo różnic w zawartościach poszczególnych wariantów 

ładunkowych w materiałach wyjściowych (L-av, M-av i H-av), przebieg izoterm dla 

poszczególnych wariantów był bardzo zbliżony (tj. w granicach błędów 

eksperymentalnych). Ze względu na brak wystarczającej selektywności w adsorpcji 
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wariantów, współczynniki izoterm w równaniu (9) uśredniono i stosowano dla 

wszystkich izoform. 

Izotermy adsorpcji dla różnych materiałów wyjściowych uzyskane przy użyciu AEX 

dla poszczególnych wariantów charakteryzowały się większymi różnicami (rys.19). 

Najsilniejszą adsorpcję zaobserwowano w przypadku materiału o dużej zawartości 

frakcji kwasowej (H-av) co jest zbieżne z wartością punktu izoelektrycznego 

i kolejnością elucji wariantów na złożach anionowymiennnych. W tym przypadku 

w równaniu (9) zastosowano współczynniki izoterm charakterystyczne dla danej 

izoformy IgG1. 

 

11.3	 Rozdzielanie	preparatywne	

Po przeanalizowaniu przebiegu izoterm adsorpcji dobrano poziom wyjściowy 

stężenia białka i przeprowadzono jego elucję z kolumny, w wyniku czego otrzymano 

dwie główne frakcje. Skład każdej z frakcji zbadano przy użyciu analitycznej 

chromatografii jonowymiennej i określono zawartość poszczególnych wariantów. 

Frakcja pierwsza wzbogacona była o warianty kwasowe (av) w przypadku CEX, 

natomiast w przypadku AEX o warianty zasadowe (bv), z kolei druga frakcja 

wzbogacona była o warianty o przeciwnym ładunku (rys.20). 

 

	Rys.19. Izotermy adsorpcji poszczególnych materiałów IgG1 na AEX , A) L-av, B) M-av, C) H-av.
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Do symulacji przebiegu elucji zastosowano model matematyczny uwzględniający 

równanie (9), a parametry modelu wyznaczono na podstawie równań przebiegu izoterm 

adsorpcji oraz z estymacji eksperymentalnych profili stężenia (tab.4). 

Tab. 4. Parametry modelu wyznaczone w warunkach adsorpcji (* - uśrednione wartości 

uzyskane z izoterm, ** - wartości wyznaczone na podstawie eksperymentów na kolumnie) 

Złoże ���
�  ���

�  ���
�  Kav Kmv Kbv app kav 

x105 
kmv 

x105 

kbv 
x105 

CEX 
Izoterma 

Estymacja do 
profili 

stężenia 

122* 
156** 

122* 
161** 

122* 
170** 

5.1* 
5.1* 

5.1* 
5.1* 

5.1* 
5.1* 

 
0.30** 

  
11.1** 

  
10.1** 

  
8.54** 

AEX 
Izoterma 

Estymacja do 
profili 

stężenia 

146* 
175** 

 

90.0* 
108** 

 

57.5* 
46** 

 

312* 
312* 

 

78.9* 
78.9* 

 

34.8* 
34.8* 

 

0.17* 
0.17* 

 

 
0.148** 

 

 
1.33** 

 
4.04** 

 

Zastosowany model dynamiki zweryfikowano poprzez porównanie symulacji 

z danymi eksperymentalnymi przy zmiennych warunkach ładowania (zakres stężenia 

białka, natężenie przepływu fazy ruchomej). Symulacje modelu nie były idealnie zgodne 

z danymi doświadczalnymi, jednak w sposób zadowalający odzwierciedlały tendencje 

w badanym procesie. Skład otrzymanych frakcji i wydajność (masa białka we frakcji 

badanej do masy wprowadzonej do układu) przedstawiają tab. 5 i 6. 

W przypadku CEX (tab.5), gdy zastosowano materiał M-av we frakcji pierwszej F1, 

materiał wzbogacił się nieznacznie o warianty kwasowe, natomiast materiał pochodzący 

Rys.20. Profile stężeń frakcji M-av przeciwciała przy przepływie fazy ruchomej 0.5 mL min-1, 
objętość iniekcji 5 mL, a) złoże CEX, stężenie wlotowe białka 44 mg mL-1 , b) złoże AEX, stężenie 

wlotowe białka 40 mg mL-1 (symbole- wyniki eksperymentalne, linie-symulacje) 
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z frakcji F2 zawierał mniej av przy ponad dwukrotnym zwiększeniu zawartości bv. 

Lepszy rozdział uzyskano w materiale H-av, gdzie zawartość av w materiale wyjściowym 

była większa. Frakcja F2 otrzymana z materiału H-av może zostać zawrócona i poddana 

kolejnemu procesowi doczyszczania. 

Tab. 5. Skład poszczególnych frakcji przy zastosowaniu CEX 

 M-av H-av 
av mv bv Y [%] av mv bv Y [%] 

Skład materiału 42 46 11  60 37 3.0  

F1 Eksperyment 49 40 11 58 69 29 2.0 51 
Symulacja 52 40 8.0 41 74 25 1.0 45 

F2 Eksperyment 36 40 23 42 48 46 5.0 49 
Symulacja 36 40 24 59 47 47 6.0 55 

 

Znacznie lepszą selektywność rozdzielenia uzyskano przy zastosowaniu złoża do 

chromatografii anionowymiennej (tab.6). Po zebraniu frakcji F1 z materiału M-av 

otrzymuje się zawartość av mniejszą niż 25 %, co pozwala na użycie materiału jako leku 

biologicznego. Frakcja F2 oraz frakcje powstałe z materiału o wyższym zakresie stężenia 

av w materiale wyjściowym mogą być zawrócone zarówno na kolumnę CEX jak i AEX 

w celu optymalizacji zawartości poszczególnych izoform. 

Tab. 6. Skład poszczególnych frakcji przy zastosowaniu AEX 

 M-av H-av 
av mv bv Y [%] av mv bv Y [%] 

Skład materiału 43.44 39.56 17.00  60.01 36.48 3.51  

F1 Eksperyment 24 52 23 64 47 48 5.0 51 
Symulacja 24 56 20 56 49 47 4.0 50 

F2 Eksperyment 62 30 8.0 36 70 27 3.0 49 
Symulacja 60 30 10 44 70 26 4.0 50 

 

Ze względu na fakt, iż w każdym etapie zbierane były wyłącznie dwie frakcje, proces 

rozdzielania i zawracania frakcji znacznie się upraszczał. Zastosowanie wyłącznie 

gradientu pH fazy ruchomej oraz prostota i szybkość rozdzielania powodują, że 

przedstawiona metoda posiada potencjał wdrożeniowy w przemyśle 

biofarmaceutycznym. 
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11.4	 Podsumowanie	

W pracy zaproponowano metodę regulacji zawartości poszczególnych wariantów 

przeciwciał monoklonalnych na złożach do chromatografii kationo- i anionowymiennej. 

Kolumny chromatograficzne pracowały w warunkach przeładowania masowego, 

a dzięki zastosowaniu gradientu pH otrzymano dwie główne frakcje, które różniły się 

znacząco zawartością poszczególnych izoform. Metoda może znaleźć zastosowanie przy 

regulacji zawartości wariantów leków biologicznych nawet po jednoetapowym rozdziale 

(w przypadku AEX), a poprzez zawrócenie materiału o niezadowalającym składzie na 

kolumnę można znacząco zwiększyć wydajność procesu nawet do 70-80 %. Badania 

eksperymentalne porównano z symulacjami wykonanymi przy użyciu odpowiedniego 

modelu matematycznego. Zastosowana metoda szybkiej i wydajnej zmiany składu 

wariantów ładunku przeciwciał monoklonalnych może zostać wykorzystana 

w przemyśle biofarmaceutycznym, również do białek o innych właściwościach 

kinetycznych i termodynamicznych. 
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Wnioski	ogólne	z	pracy	

W ramach pracy zaproponowano metodę regulacji zawartości wariantów przeciwciał 

monoklonalnych do wymaganego poziomu. Badania przeprowadzono w kilku etapach, 

w ramach których opracowano metodę przesiewowego badania stabilności przeciwciał 

na złożach IEX oraz określono wpływ przestrzeni pozakolumnowych na kształty pików 

w układzie chromatograficznym. Sformułowano następujące wnioski: 

 Stabilność przeciwciał monoklonalnych w procesie ich oczyszczania jest zależna od 

zastosowanego złoża chromatograficznego, a spadek temperatury topnienia 

zaadsorbowanego białka poniżej 300C świadczy o jego niskiej stabilności na danym 

złożu. Metoda różnicowej fluorymetrii skaningowej (DSF) z wykorzystaniem 

sprzętu do RT-PCR pozwala na szybką i wysokowydajną ocenę stabilności 

przeciwciał monoklonalnych w trakcie adsorpcji na złożach chromatograficznych. 

 Zastosowanie mini-kolumn chromatograficznych generuje deformację profili 

stężenia z powodu dużej objętości przestrzeni pozakolumnowych w stosunku do 

objętości samych kolumn. Może to powodować błędną interpretację otrzymanych 

wyników w postaci zdeformowanych profili stężenia. Powyższy efekt wynika 

z nierównomiernego rozkładu prędkości promieniowej w kapilarach i niskiej 

dyfuzyjności makrocząsteczek białka. Opracowano uproszczony model 

matematyczny, jednak dla niektórych warunków operacyjnych opis hydrodynamiki 

wymagał zastosowania CFD.	

 Metoda regulacji zawartości wariantów przeciwciał monoklonalnych w warunkach 

przeładowania kolumny i przy zastosowaniu jednostopniowego gradientu pH, 

pozwala na zwiększenie wydajności i produktywności rozdzielania w porównaniu 

z tradycyjną metodą liniowego gradientu pH przy niskim przeładowaniu kolumny. 

Metoda umożliwia regulację zawartości wariantów kwasowych av w materiałach 

zawierających przeciwciała monoklonalne, co pozwala na wykorzystanie ich jako 

leki.  

Opublikowane w ramach rozprawy wyniki w postaci publikacji [17-20] pozwalają na 

optymalizację i redukcję kosztów procesu oczyszczania przeciwciał monoklonalnych, 

a zaproponowane metody mogą znaleźć zastosowanie w przemyśle 

biofarmaceutycznym. 
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