Magnetic fishing: Et attraktivt
prospekt for hioprocesser

Vi har dlle spillet det »magnetiske fiskespil« i Tivoli, hvor en fiskestang med magnetisk
madding bruges til at fange fisk. De samme principper kan ogsé anvendes i bioprocesser,
hvor magnetisk folsomme adsorbenter kan bruges til selektivt at »fiske« et produkt ud of
en kompleks oplosning. Denne proces kaldes high-gradient magnetic fishing (HGMF)
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Behovet for at adskille et biologisk stof fra et andet er et cen-
tralt tema, som har indflydelse pa alle aspekter af moderne bio-
teknologi. Fremskridt i nye separations- og detektionsmetoder
har varet hjgrnesten i de voksende omrader proteomics og
genomics. De vil komme til at spille en central rolle i erhver-
velse af viden og fgre til udvikling af nye produkter. For at
kunne udnytte disse opdagelser industrielt og levere et produkt,
der kan salges til den rette pris, kraeves det, at der fokuseres pa
nye gerings- og molekyl@rbiologiske teknikker og pa nye me-
toder til produktoprensning.

Behovet for nye skalerbare separationsméder

Ombkostningerne ved oprensningsprocesserne er signifikante,
og de kan belgbe sig til 75% af produktionsomkostningerne
[1]. Arsagerne til disse omkostninger er indlysende, idet selv
insulin med en lang produktionshistorie i rekombinant gaer
stadig kreever over 20 trin, fgr den ngdvendige renhed opnas.
For en 20-trins proces er det endelige udbytte kun ~36%, selv
hvis udbyttet for hvert trin var 95%. Pa trods af disse grimme
kendsgerninger har implementeringen af nye typer skalerbare
separationsprocesser i industrien varet langsom, og man er
fortsat afhangig af konventionelle enhedsoperationer, sdsom
centrifugering, filtrering, chromatografi og krystallisation,
anbragt sammen i standardiserede sekvenser. En reduktion af
det overordnede antal trin vha. implementering af en ny gene-
risk enhedsoperation i begyndelsen af sammensatningen af
oprensningsprocesser er gnskelig. En sadan teknik skal hur-
tigt kunne behandle meget store voluminer (f.eks. >100 m?
for industrielle enzymer), der indeholder partikulart mate-
riale, sasom celler, cellerester og kolloider, og samtidig levere
en klaret, koncentreret og delvist oprenset strgm til efterfgl-
gende trin.

For at fa et gennembrud i oprensningsprocesser er et nyt se-
parationsprincip ngdvendigt. En gennemgang af andre industri-
er, som omkostningseffektivt og hurtigt ma behandle store vo-
luminer ubehandlede vasker, sasom spildevand eller mineral-
processer, viser, at magnetisk separation er s@rlig interessant.

Magnetiske separationer er markvardigvis blevet fuldsten-
dig overset til brug i industriel bioseparation, og princippet har
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kun veret brugt i laboratorieprocedurer, som f.eks. cellesorte-
ring [2] og isolering af DNA til molekylar biologi.

High-gradient magnetic fishing-processen

Anvendelsen af magnetfelter i skalerbare bioseparationer om-
handler to hoveddele:

(A) adsorption af produktet til magnetiske adsorbentpartikler
efterfulgt af:

(B) adskillelse af de produktfyldte adsorbenter i et magnetisk
filter og desorption af produktet.

Et generelt processkema er skitseret i figur 1 [3,4,5,6]. Indled-
ningsvis bindes produktet til de magnetiske barere, f.eks. i en
batch-adsorptionsreaktor (figur 1A). Den ekstremt hurtige
adsorptionskinetik for de sma (~1 um), essentielt ikke-porgse
adsorbenter tillader ogsé brug af en rgrreaktor med kort
opholdstid (f.eks. ~10 s). Dernast indfanges de produktfyldte
baerere i det magnetiske filter (figur 1B), og alle ikke-adsorbe-
rede substanser eller partikulere materialer passerer igennem
pga. den meget hgje dbenhed (typisk 90%) og opsamles. I det
simpleste tilfeelde medieres udskiftning af ramateriale i filtret
med elueringsbuffer i det tredje trin vha. en recirkulations-
lpkke, der omfatter en pumpe (figur 1B). I det fjerde trin isole-
res lgkken og filtret, det magnetiske felt slas fra, og der pumpes
ved hgj hastighed, hvorved batchvis desorption af produktet
opnas. Feltet slas til i det femte trin, hvilket resulterer i ind-
fangning af de desorberede, magnetiske barere og tillader, at
filtret og Igkken skylles igennem for at indvinde det eluerede
produkt. Dernast frigives bererne fra filtret og lgkken og op-
samles ved, at yderligere buffer pafyldes, og det magnetiske
felt slas fra (figur 1B). Afthangig af ramaterialets grovhed kan
en eller flere vaskecykler, analoge til elueringsprocessen, an-
vendes efter pafyldning pa filtret. Gentagne elueringscykler
gger udbyttet, men fgrer til fortynding af de kombinerede frak-
tioner.

Magnetiske adsorbenter

En af ngglerne til HGMF-processen er den magnetiske barer.
Denne bgr vere: (i) superparamagnetisk, og (ii) have hgj
bindingskapacitet. Partikler, der er superparamagnetiske, har
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Figur 1. Principperne for high-gradient magnetic fishing.

A. Ubehandlet ramateriale (1) og magnetiske adsorbenter (2) blandes, hvilket lader malproteinet binde sig til liganderne pa partiklerne (3).
B. Behandling af produktfyldte adsorbenter i det magnetiske filter (se teksten for detaljer).

hgj magnetisk susceptibilitet, men forbliver ikke magnetise-
rede, nar de fjernes fra feltet; dette er essentielt for god
resuspendering under vaske- og elueringstrin. Adsorbenterne,
der fabrikeres i vores laboratorier, er ikke-porgse partikler, der
er ~0,5-1 um i diameter [3,4,5,6]. Stgrre partikler ville give hg-
jere magnetiske hastigheder (ligning 1), hvilket tillader ind-
fangning i det magnetiske filter ved hgjere flowhastigheder,
men overfladearealet (pr. volumen) ville blive reduceret dra-
stisk, hvilket begrenser ma@ngden af protein der »indfanges« i
det magnetiske filter. Overfladebehandling af partiklerne med
en tyk, porgs polymer (for at give et hgjt overfladeareal) ville
pavirke bindingskinetikken. Det har desuden den ulempe, at
procentdelen af magnetisk materiale i den overordnede partikel
reduceres, og dermed mindskes den magnetiske hastighed (lig-
ning 1). Ligander, der benyttes til at binde protein, kobles til
barerne ved at anvende standardfremstillingsreaktioner for
chromatografimatricer. Séledes kan magnetiske bzrere deriva-
tiseres med ligander sdsom ionbyttere, affinitets-, pseudoaffi-
nitets-, »hydrophobic charge induction«-ligander og farver osv.

[3,4,5,6].
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Ligning 1 beskriver forholdet (v,) mellem den magnetiske ha-
stighed (v,,) af en partikel med radius b og magnetisk
susceptibilitet ,, og hastigheden (v,) af en vaeske med magne-
tisk susceptibilitet ), og viskositet 11, som berer partiklen forbi
en enkelt trdd med radius a og magnetisering M,, i et magnetisk
felt af styrken H,. Heri reprasenterer u, den magnetiske per-
meabilitet for vakuum. For ethvert system af partikel, trad, ve-
ske og felt eksisterer en kritisk afstand fra traden, hvor alle par-
tikler indfanges pa traden [7].

Separatorer med permanente magneter og filtre

Den anden nggle til HGMF er evnen til hurtigt at indfange de
produktfyldte, magnetiske adsorbenter og dernast frigive dem i
vaske- og elueringscykler. Til dette benyttes deep bed-magneti-
ske filterkassetter, der bestar af tradnet af rustfrit stal (400 se-
rien). Disse kassetter placeres i et homogent magnetfelt, og
hver trad i filtret bliver til en minimagnet, hvilket skaber store
feltgradienter, der indfanger indkommende, produktfyldte
adsorbenter. Nar feltet slas fra, frigives partiklerne. Neerlees-
ning af ligning 1 viser, at partiklernes magnetiske hastighed er
en funktion af et antal variable og ikke bare den magnetiske
feltstyrke. Séledes er det kun ngdvendigt at bruge moderate fel-
ter (f.eks. > ~0,4 T), hvis passende ss400-traddiametre (f.eks.
100 um), berertyper (0,5-1 um ikke-porgse) og linezre flow-
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hastigheder (f.eks. op til 72 m h') benyttes [3.4,5,8]. De ngd-
vendige felter kan let genereres med kraftige permanente mag-
neter (~ 1 T). Elektro- eller superledende magnetseparatorer er
ikke pakravet. Nye separatortyper (figur 2A), hvor en cylinder,
der indeholder en samling permanente magneter, roteres inde i
et jernag, hvilket tillader, at feltet ved polerne, hvor filtret er
anbragt, kan slas til og fra som gnsket (figur 2B) [8]. Filter-
kassetten er isoleret fra separatoren, og der er ingen »bevaege-
lige dele« i kontakt med fgdestrgmmen. Det forenkler rensning
og sterilisation-in-place-procedurer. Ydermere er sidanne de-
sign yderst skalerbare [8,9].

At komme i gang med HGMF-processen
Som for alle adsorptive separationsteknikker er identifikation
af den bedst egnede matrix det fgrste trin. Screening af adsorp-
tion kan udfgres batchvis i lille skala ved at bruge magnetiske
barere og et magnetisk stativ, svarende til batchvis screening af
chromatografimedier. Ligandtyper (og arbejdsbetingelser, sa-
som pH, konduktivitet og buffere) fundet under screening af
konventionelle chromatografiske adsorbenter kan ogsa benyttes
til at identificere passende magnetiske partikler. Tilsyneladende
dissociationskonstanter (dvs. mellem b&reren og produktet) i
mikromolzar stgrrelsesorden er generelt passende [4]. Den fak-
tiske b@rerkoncentration, der er ngdvendig for at fjerne pro-
duktet fra ramaterialet, kan bestemmes i lille skala, og
adsorbentkoncentrationer op til 40 g L*! er typisk mest egnet
[4,6]. Vi har vist, at resultater opnaet i lille skala ved batchvise
screeningsforsgg kan bruges direkte i HGMF-processen.
Optimering af produktiviteten af bererindfangningstrinnet
kraver, at sammenhangen mellem flowhastighed og filterkapa-
citet bestemmes ved at udfgre gennembrudsforsgg med adsor-
benter. Den koncentrerende styrke athanger af forholdet mellem
det kombinerede volumen af filter og recirkulationslgkke og
mangden af rimateriale behandlet pr. komplet HGMF-cyklus
(figur 1). Renhed og udbytte bestemmes primert af antallet af
vaske- og elueringscykler og de valgte barertyper og buffere.

Anvendelser for magnetisk fiskeri

High-gradient magnetic fishing har et bredt spektrum af poten-
tielle anvendelser i biotekindustrien. Teknikken synes sa@rlig
egnet til oprensningsprocesser af proteiner til terapeutisk, diag-
nostisk eller industriel brug. Vi har anvendt HGMF til at fjerne
trypsin, antistofprocesser, indfangning af proteiner og enzymer
fra valle og geringsveasker savel som behandling af inclusion
bodies og semikontinuert genfoldning af proteiner [3,4,5,6]. Ud
over disse anvendelser kunne man forstille sig en reekke andre:
- Et eksempel er hurtig fjernelse af forurenende substanser.
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Figur 2. Kontrollerbar separator med permanent magnet.

A. Lille-skala-separator: Feltstyrke 0,56-0,45 T (til), 0,03 T (fra); polgab 1,5-
2,5 cm; veegt ~70 kg; hgjde ~70 cm.

B. Skema til betjening af separatoren. Qvre panel: Permanente magneter i en
cylindrisk samling orienteres ved at bruge en elektromotor, der tillader
feltlinjerne at cirkulere igennem jerndget og hen over polgabet. Nedre panel:
Permanente magneter roteres 90°, hvilket leder til, at feltlinjerne cirkuleres
alene i venstre side af dget.

F.eks. proteaser, der ellers kan destabilisere produktet, i lave
koncentrationer fra store voluminer af ramaterialer.

- Et andet eksempel er in situ-indfangning af produkt, forure-
ninger eller inhibitorer direkte i Igbet af geringer. Det kunne
ggres ved at tilsatte steriliserede adsorbenter til geringstanken
eller til en recirkulationslgkke i bioreaktoren.

- Ydermere er formindskning af HGMF-processen ogsa muligt
ved high-throughput screening.

Den flaskehals, der begrenser udbredt introduktion af HGMF,
er leverancer af magnetiske adsorbenter. Selvom der er mange
producenter af egnede, magnetiske partikler, er kun fa villige til
at levere barerne i store mangder til passende priser. Heldigvis
er denne udfordring taget op af nogle af de mere fremsynede
barerproducenter, og storskala-HGMF vil uden tvivl vere al-
mindeligt forekommende i bioprocesindustrien inden for de
naste 5-10 ar.

Evnen til at fremstille vores egne magnetiske adsorbenter
kombineret med den transportable lille-skala-separator med
permanente magneter (figur 2A) tillader os at udfgre forsgg,
der kan bevise principperne ved at bruge rigtige ramaterialer
fra biotekindustrien.
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