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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU
Modelowanie matematyczne dynamiki procesu chromatografii bialek o niestabilnej strukturze

Skuteczne oczyszczanie substancji, ktore majg zastosowanie medyczne jest jednym z najwazniejszych
i rzeczywistych celéw inzynierii chemicznej. W przemysle biofarmaceutycznym, jako zwigzki
farmaceutycznie czynne mozna zastosowac tylko produkty o bardzo wysokiej czystosci, gdyz zapewnia
to ich stabilno$¢ biochemiczng oraz aktywnos¢ czasteczki, a minimalizuje ich niepozadany wptyw na
organizm. Dotyczy to zwlaszcza biatek, a w szczegdlnosci odnosi si¢ do przeciwciat monoklonalnych
(mADbs), ktore ze wzglgdu na ich bardzo duza selektywno$é, naleza do najbardziej pozadanych biatek
stosowanych do celow terapeutycznych, diagnostycznych i analitycznych. Przeciwciata monoklonalne
sg stosowane jako leki oraz markery diagnostyczne w leczeniu wielu chordb, w tym réznych typow raka
(na przyktad reumatoidalnego zapalenia stawow, raka piersi).

Oczyszczanie bialek, a zwtaszcza przeciwcial monoklonalnych, jest weiaz bardzo trudne. Wynika to ze
ztozonosci zachowania si¢ makroczasteczek na powierzchni adsorbentu, w tym z konformacyjnymi
zmianami ich struktury. Problemy zwigzane ze stabilnoscig struktury konformacyjnej biatek czesto
powoduja nieoczekiwane obnizenie selektywnosci i wydajnosci rozdzielania, a co za tym idzie strat w
preparatywnej i przemystowej chromatografii biatek. Wynikaja one z powstawaniem nieaktywnych
form biatka w wyniku jego rozwijania. Chociaz w ostatnich latach poswigcono tej kwestii znaczny
potencjat badawczy, mechanizm rozwijania czasteczek biatka na ztozach chromatograficznych nadal
nie jest dobrze poznany. Mechanizm ten zalezy od ztozonych kinetycznych i termodynamicznych
efektow adsorpcyjnych, na ktére z kolei majg wpltyw rézne zmienne procesowe i dlatego jest trudny do
opisania i przewidywania. Ponadto, ze wzgledu na trudnosci zwigzane z pomiarami stabilno$ci biatek
W kontakcie ze ztozem chromatograficznym, jak rowniez w interpretacji wynikéw takich pomiaréw,
zjawisko rozwijania bialek zwykle przebiega w sposdb niekontrolowany podczas procesu
chromatograficznego.

Dlatego tez w projekcie zamierza si¢ podja¢ badania nad mechanizmem rozwijania biatka w obecnosci
ztoza chromatograficznego, a nastgpnie opisac to zjawisko ilosciowo formutujac model matematyczny
kinetyki tego mechanizmu, ktory zostanie zaimplementowany w modelu dynamiki chromatografii.
Model ten zostanie wykorzystany do wyznaczenia okna operacyjnego dla efektywnego rozdzielania
niestabilnych biatek z zastosowaniem chromatografii.

W trakcie realizacji projektu zostanie uzytych kilka ortogonalnych metod analitycznych do badania
stabilno$ci biatka w fazie cieklej i zaadsorbowanej, a w tym: metoda wymiany wodoér-deuter potaczona
ze spektrometrig mas (HX-MS) oraz r6znicowa fluorymetria skaningowa (DSF). Pierwsza z metod (HX-
MS) jest to doktadna technika z ugruntowang procedurg interpretacji pomiarow, jednak wigze si¢ to z
wyrafinowaniem i czasochtonnoscig procedury doswiadczalnej. Druga metoda (DSF) jest prosta, szybka
i pozwala na wykonanie duzej liczby pomiarow przy bardzo matym zuzyciu materiatu. Jednakze jak do
tej pory nie istnieje ilosciowy opis danych generowanych przez DSF i ich powiazanie z przebiegiem
procesu chromatograficznego. Dlatego w projekcie zamierza si¢ znalez¢ zaleznosci pomigdzy wynikami
otrzymanymi za pomocg HX-MS i DSF i opracowa¢ metodg interpretacji danych DSF i ich powigzania
z przebiegiem elucji chromatograficznej. Wyniki tego cyklu badan beda podstawa opracowania
procedury pozwalajacej na formutowanie matematycznego modelu mechanizmu rozwijania biatek na
powierzchniach zt6z chromatograficznych. Taka droga badawcza umozliwi wykorzystanie potencjatu
chromatografii biatek, w tym mADbS, z jednoczesnym uniknigciem niepozadanych skutkow
wynikajacych ze strat wydajnosci towarzyszacych chromatografii bialek o niestabilnej strukturze oraz
pozwoli na dobor odpowiednich warunkow procesu oczyszczania, w ktorym chromatografia odgrywa
najbardziej znaczaca role.

Przedmiotem badan bedzie kilka biatlek modelowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem przeciwciat
monoklonalnych. Zostang przebadane rozne ztoza chromatograficzne, ktore sa powszechnie stosowane
w oczyszczaniu mAbs, w chromatografii: jonowymiennej, oddziatywan hydrofobowych i
powinowactwa. Czes¢ badan zostanie przeprowadzona we wspolpracy z grupa badawcza prof. G. Carty
z Uniwersytetu w Wirginii, dysponujaca specjalistycznym sprzetem do pomiarow HX-MS oraz do
bezposredniego wyznaczania kinetyki adsorpcji biatek na powierzchni ziarna adsorbentu.



