POVZETEK

Hitri razvoj genske terapije, rekombinantnih zdravil ter klini¢ne diagnostike je povzrocil potrebo
po proizvodnji vecjih koli¢in plazmidne DNA in imunoglobulinov farmacevtske kakovosti.
Bioloska zdravila, ki uporabljajo plazmidno DNA, predstavljajo velik potencial za zdravljenje
razli¢nih bolezni, od preventivnega zdravljenja do terapevtskih cepiv za virusne, bakterijske in
parazitske bolezni, kakor tudi za zdravljenje kroni¢nih bolezni in rakavih obolenj. V zadnjih
nekaj letih se je povecalo zanimanje za monoklonska protitelesa, kot so imunoglobulini M. Le te
uspesno uporabljajo v klini¢ni diagnostiki kot terapavtske reagente pri zdravljenju avtoimunih
bolezni, pri zdravljenju sindroma pridobljene imunske pomanjkljivosti (AIDS), zdravljenju
razlicnih oblik raka ter pri zdravljenju razli¢nih infekcijskih bolezni. Zaradi visokih standardov,
ki jih dolocajo regulatorne agencije, se povecujejo zahteve po cistosti in uc¢inkovitosti konénih
produktov.

Proizvodnja plazmidne DNA poteka v ve¢ sklopih: gojenje celic, razbitje celic ter izolacija
plazmidne DNA (filtracija, precipitacija in razlicne kromatografske tehnike). Kompleksnost ter
velikost omenjenih molekul predstavlja velik izziv; tako pri proizvodnji le-teh, kakor tudi pri
razvoju analitskih kromatografskih metod. Analitske kromatografske metode, ki se uporabljajo za
preverjanje Cistosti in vsebnosti Zelenih komponent, tako med posameznimi fazami procesa
proizvodnje (medprocesna analitika) kakor tudi pri konéni dologcitvi produkta, morajo zagotoviti
primerno loc¢ljivost, selektivnost in natan¢nost med posameznimi komponentami v vzorcu ter
morajo biti enostavne za uporabo.

V prvem delu doktorske disertacije opisujem razvoj analitskih monolitnih kolon in metod za
kvalitativno in kvantitativno dolocitev razlicnih oblik plazmidne DNA, tako v vseh fazah
proizvodnje, kakor tudi v konénem produktu. Najprej sem optimiral analitsko monolitno kolono
tako, da sem spreminjal velikost por in gostoto liganda na nosilcu ter spreminjal dolzino kolone.
V nadaljevanju sem optimiral kromatografske pogoje lo¢be razli¢nih oblik plazmidne DNA.
Dobljene rezultate sem med seboj primerjal ter skusSal razloziti njihov vpliv na selektivnost in
ucinkovitost. Da sem izkljugil strukturne znacilnosti monolitnih analitskih kolon, sem dobljene
rezultate primerjal z rezultati na klasi¢nih neporoznih analitskih kolonah.

V drugem delu doktorskega dela sem razvil robustno, u¢inkovito ter ponovljivo analitsko metodo
za dolocevanje IgM v supernatantu celi¢nega lizata. Analitska kolona z rekombinantnim ali
nativnim proteinom A, vezanim na CDI aktiviran nosilec, se je izkazala kot najprimernejsa za
dolocitev IgM v kompleksnem vzorcu. V nadaljevanju sem optimiral kromatografske pogoje
tako, da sem dobil ponovljivo, robustno in u¢inkovito metodo za kvalifikacijo in kvantifikacijo v
vseh fazah proizvodnje IgM.
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