Examensarbete 20 p vid Analytical Sciences Biovitrum Stockholm.
Michael Wouda, Russom Tseggai & Asa Dahlback, 2007-06-12

Avdelningen Analytical Sciences (AS) stker en examensarbetare for framtagning av generiska
asymmetric flow field flow fractionation (A4F) metoder for kommersiella proteiner av olika
molekylstorlekar, optimering av befintlig projektspecifik A4F metod samt utvardering med
faktorforsok av A4F metodutvecklingsparametrar. Framtagna generiska metoder jamfors
slutligen i en korrelationsstudie med separationstekniker som dynamic light scattering (DLS),
size-exclusion high performance liquid chromatography (SE-HPLC) och, om mgjligt, med
historiska data fran analytical ultracentrifugation (AUC). En mindre studie utférs mojligen i
samarbete med tysk leverantor.

Biovitrum Biopharmaceuticals ar en organisation fokuserad pa utveckling av
produktionsprocesser, inklusive tillverkning, for biofarmaceutiska lakemedel at externa
kunder. AS har ansvar for att utveckla och validera/kvalificera metoder fér analys och
karaktérisering av rekombinanta proteiner.

Bakgrund

AA4F tillnor familjen FFF. For separationstekniken A4F laggs ett vatskeflode som ett félt tvérs
over en kanal. Diffusion tillsammans med Brownska rorelser gor att mindre partiklar (htg
diffusionshastighet) nar jamviktspositionen hogre upp i kanalen dar det longitudinella flodet
ar hogre. Hastighetsgradienten inne i kanalen separerar darmed partiklar av olika storlek, dar
sma partiklar transporteras snabbare genom kanalen an stora partiklarna. Tekniken upptacktes
i slutet av 60-talet av J.C. Giddings men upptéackten kom i skymundan for utvecklingen av
HPLC och CE. Forsta FFF-applikationen pa proteiner utfordes av Prof. Karin Caldwell
(1972). FFF separerar molekyler men &ven partiklar och detta med en upplésning jamforbar
med SE-HPLC och AUC och med ett stort dynamiskt omrade (fran nagra nanometer upp till
flera mikrometer). A4F kan kopplas till detektorer som UV, refractive index (RI) och multi-
angle-light-scattering (MALS) for molekylviktsbestdmningar.

Mal

Inom AS anvénds teknikerna A4F, AAF/MALS, SE-HPLC, SE-HPLC/MALS samt DLS, vid
processutveckling, stabilitetsstudier, metodkvalificeringar, utredningar mm. A4F-MALS é&r en
teknik som, inom AS, &r lamplig da t.ex. proteinaggregat utvarderas. For att pa ett effektivt
sdtt kunna utvardera proteinaggregat inom ett projekt ar det av stor vikt att generiska metoder
for olika proteinstorlekar genereras samt att metodutvecklingsparamterar som ’spacer
thickness and wideness i.e. channel size, cross flows, gradients, sample loads, membranes”
utvarderas och sammanstalls for att effektivisera metodutveckling/metodoptimeringsarbetet.
En befintlig generisk metod har inom AS utvecklats for ett specifikt projekt och 6nskemal
finns fran projektet att denna metod optimeras. FFF har som namnts funnits sedan 60-talet
men kommersiellt &r detta en ny teknik och inom AS efterstrévas ett underlag for prestanda
(kvalificeringsdata som t.ex. selektivitet och robusthet) nér det galler A4F jamfort med
teknikerna SE-HPLC, DLS samt AUC. Ett dylikt underlag underlattar vid val av teknik samt
da kriterium sétts vid en metodkvalificering. En mindre studie kan, i man av tid, aven utfor i
enlighet med leverantoren for A4F tekniken. Examensarbetet kommer att utféras med stod
fran flera olika handledare i en mycket trevlig atmosfar och det &r, i examensarbetets
slutskede, Onskvért att erfarenheterna sammanstalls och redovisas muntligt och i rapportform.



Preliminart forslag pa omfattning och delmal

1. Start: September 2007 (malsattning)

2. Allmén introduktion, litteraturstudier, implementering av sékerhetsrutiner, inkop av
kommersiella proteiner.

3. Inlérning av olika mjukvaror, instrument samt laboratorierutiner.

4. Utvardering (mojligen i form av faktorforsok) av separationsparametrar inklusive
sammanstallning i t.ex. tabellformat.

5. Framtagning av generiska A4F metoder inklusive enkel sammanstéllning.

6. Avstdmning: Mindre presentation. Mdjlighet for korrigering av tidplan.

7. Korrelationsstudier av generiska A4F metoder mot DLS, SE-HPLC och AUC.

8. Optimering av befintlig generisk metod.

9. Mindre studie i samrad med leverantér.

10. Sammanstéll rapport

11. Sammanstélla muntlig presentation

12. Klart: Januari/Febrauri 2008 (target)

Onskvard kravprofil

e Intresse for separationskemi/proteinkemi/kromatografi
e Noggrann
e Visst intresse av att jobba med olika mjukvaror

Kontaktpersoner

e Michael Wouda, 6vergripande handledare tel. 08-6973191,
michael.wouda@biovitrum.com

e Russom Tseggai, handledare, tel. 08-6972887, 070-415 1415
russom.tseqggai@biovitrum.com

o Asa Dahlback, sektionschef, tel. 08-6973086, asa.dahlback@biovitrum.com

OBS. Kontaktpersonerna kan vara svara att na V.28-32 p.g.a. semester
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