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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Biotechnologie und Zellkultivierung

Historisch gesehen ist die Biotechnologie eine jahrtausende alte Technik, die ihren
Ursprung in der Nahrungs- und Genufimittelproduktion bei der Herstellung von
Milchprodukten wie Kése und Joghurt (Milchsduregirung) und alkoholischen Ge-
tranken (alkoholische Garung) hat. In der jiingeren Vergangenheit erlebte sie ab den
40er Jahren des letzten Jahrhunderts eine starke Weiterentwicklung, als es gelang,
Mikroorganismen zur gezielten Produktion z.B. von Antibiotika und Aminosiduren
einzusetzen.

Waren es in der frithen Phase Bakterien, Pilze und Hefen, die als Mikroorganis-
men in der Biotechnologie zur Anwendung kamen, traten spiter auch zunehmend
tierische Zellinien und mit ihnen die Zellkulturtechnik in das Interessenfeld der Bio-
technologen.

Ein Meilenstein in der Entwicklung der Biotechnologie ist das 1975 vorgestellte Ver-
fahren von Kohler und Milstein [81] zur Erzeugung somatischer, antikérperprodu-
zierender Zellhybridome. Durch die Fusion von Knochenmarkstumorzellen mit B-
Lymphozyten entstehen immortalisierte Zellhybride, die nach der Selektion eines
einzelnen Klons in der Lage sind, einheitliche, monoklonale Antikérper mit einer
definierten Spezifitidt zu sezernieren.

Ein weiterer wichtiger Schritt in der Biotechnik war die Entwicklung, durch selektive
Amplifizierung definierte Gensequenzen mittels PCR (Polymerase Chain Reaction)
zu vervielfiltigen [125]. Im Zusammenspiel mit dem Wissen iiber die Funktionali-
tdt der Gene und durch gerichtete Verdnderungen der DNS konnte die Expression
von Produkten in biologischen Systemen gezielt beeinfluflt werden. Die molekula-
re Biotechnologie stellt unter Nutzung solcher Werkzeuge eine der groflen Chancen
der Wissenschaft im Kampf gegen viele Krankheiten und Leiden dar. So werden
bereits heute wichtige humantherapeutische Wirkstoffe wie z.B. Faktor VIII und
Erythropoietin (EPO) mit rekombinanten Zellinien produziert.

1



KAPITEL 1. EINLEITUNG 2

Einhergehend mit der Konstruktion von Organismen mit nutzbringenden Eigen-
schaften, erméglichten grofie Fortschritte in der Steriltechnik und biotechnischen
Verfahrenstechnik, Produkte mit empfindlichen Organismen wie tierischen Zellkul-
turen in vitro im industriellen Mafistab herzustellen [157], und sie somit einer wirt-
schaftlichen Nutzung zuzufiihren.

Bio-
chemie

Biologie

Chemische
Verfahrenstechnik

Biologische

Verfahrenstechnik Ingenieurs

wissenschaften

Abbildung 1.1: Die Biotechnologie als interdisziplindre Wissenschaft [21].

Die Biotechnologie hat sich in ihrer Geschichte zu einem stark interdisziplindr ge-
pragten Wissenschaftszweig entwickelt. Nur in einem f4cheriibergreifenden Zusam-
menspiel der klassischen Disziplinen Biologie, Chemie und der Ingenieurswissen-
schaften lassen sich biotechnologische Prozesse gezielt und effizient entwickeln und
fithren.

Die Biotechnologie oder Biotechnik gilt als eine der wirtschaftlichen und wissen-
schaftlichen Schliisseltechnologien der Zukunft, deren Entwicklungspotential und
Konsequenzen heutzutage nur zu erahnen sind.

Eines der wichtigsten, biotechnologisch hergestellten Proteine sind Antikorper, die
dank ihrer hohen Antigen-Spezifitit erfolgreich in der medizinischen Diagnostik und
Therapie eingesetzt werden.

1.2 Antikorper

Antikorper oder synonym auch Immunglobuline (Ig) sind Proteine, die in vivo von
ausdifferenzierten B-Lymphozyten (Plasmazellen) gebildet werden und spezifisch an
ein Antigen binden. Sie markieren, beispielsweise nach einer bakteriellen Infektion,
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erkannte Krankheitserreger fiir die Immunzellen (Killerzellen, Makrophagen) und
bestimmte Abwehrstoffe (Komplementsystem) und sind somit zentraler Bestandteil
der humoralen Immunantwort.

A % Antigen B

Internalisierung
Prozessierung Membrankontakt C3b-Komponente

/ C3b-Rezeptor

Makrophage

Antigen-

bruchstiick - Bakterium

-1©

MHC li-
Antigen

iL-1-

R . Antikorper
ezeptor

/ Fc-Rezeptor

T-Zell-Antigen-
Rezeptor Ig-Antigen-
O
Mediatoren / Rezeptor
Rezeptoren ) ]
fiir Mediatoren Proliferation
Differenzierung

Plasmazelle

Antikdrper
Antigen

O«

I
23

O«

Abbildung 1.2: (A) Die einzelnen Phasen der humoralen Immunantwort, beginnend
mit der Antigenaufnahme und Antigenprozessierung durch Makrophagen bis zur
Synthese der Antikérper durch Plasmazellen. Ty: Helfer-T-Zelle, IL-1: Interleukin
1. (B) Erkennung eines partikuldren Antigens durch einen Makrophagen durch di-
rekte Fremderkennung, Erkennung des F.-Teils eines gebundenen Antikérpers oder
Erkennung der zellgebundenen Komplementkomponente C3b (nach Czihak, 1990
[24]).

Antikorper sind aus zwei gleichen schweren Ketten (H-Ketten) mit einem Molekular-
gewicht von jeweils 50 kDa und zwei gleichen leichten Ketten (L-Ketten) von jeweils
25 kDa aufgebaut, die durch intra- und intermolekulare Disulfidbriicken zusammen-
gehalten werden.
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hyper-
variable C
[ Regionen

F,-Einheit

Disulfidbriicken

Cp2

konstant

F-Einheit

Kohlenhydrate
C,3

schwer e
Ketten

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau eines IgG Antikérpers (nach Czihak, 1990
[24]).

Bei den leichten Ketten handelt es sich entweder um Kappa-(x)- oder Lambda-
(A)-Ketten. Die schweren Ketten, die auch die Immunglobulinklasse bestimmen,
werden durch die griechischen Buchstaben ~v beim IgG, o beim IgA, p beim IgM,
6 beim IgD und € beim IgE gekennzeichnet. Innerhalb der Klasse IgG gibt es beim
Menschen vier Subklassen, [g(Gy bis Ig(G4, die sich unter anderem in ihrer biologischen
Halbwertszeit, Anzahl der Disulfidbriicken zwischen den H-Ketten und hinsichtlich
ihrer Komplementaktivierung unterscheiden [24]. Bei der Maus werden die IgG-

Subklassen IgGy, 1gGa,, IgGa, und IgGs voneinander unterschieden [150].

Alle Immunglobuline sind Glykoproteine mit einem prozentualen Kohlenhydratan-

teil von 3 bis 13 % [24].

Innerhalb jeder Kette gibt es beziiglich der Aminosiduresequenz variable (V) und
konstante (C) Molekiilregionen. Die variablen Bereiche im Ig-Molekiil sind fiir die
Antigenspezifitit verantwortlich. Die L-Kette besitzt nur eine C-Region (Cy,), die
H-Kette drei konstante Regionen (Doménen Cyl bis Cy3).

Der variable Bereich des Ig-Molekiils ist fiir die Bindung des Antigens bzw. Epitops
zustdndig. Dem konstanten Bereich kommen eine Reihe wichtiger biologischer Funk-
tionen zu, unter anderem die Aktivierung des Komplementsystems, die Bindung an
Makrophagen im Rahmen der Opsonisierung und Eliminierung des Antigens und
die Bindung an K-Zellen. Die Verweildauer der Antikérper im Organismus, auch
als biologische Halbwertszeit bezeichnet, wird zudem vom konstanten Bereich des

Molekiils beeinflufit.
Durch proteolytische Spaltung des IgG-Molekiils mit Papain, das zwischen den
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Chl- und Cyx2-Dominenen der schweren Kette spaltet, bekommt man zwei F-
Fragmente, die die variablen Bereiche des Molekiils enthalten. Zusétzlich ergibt die
Spaltung ein F.-Fragment, das die biologischen Wirkungen der konstanten Bereiche
des IgGG-Molekiils vermitteln kann.

1.2.1 Monoklonale Antikérper

Antikorper mit gemeinsamer Spezifitdt innerhalb eines Organismus sind normaler-
weise heterogen (polyklonale Antikérper), weil sie von vielen verschiedenen antikor-
perproduzierenden Zellen erzeugt werden. Dagegen sind Antikérper, die von einer
Zelle produziert werden, homogen (monoklonale Antikérper).

C. Milstein und G. Kohler entwickelten 1975 eine Methode, homologe Antikorper fast
jeder beliebigen Spezifitiat herzustellen [81, 150]. Dazu wird eine Maus zunichst mit
einem Antigen immunisiert. Ein Gemisch von Lymphozyten und Plasmazellen aus
der Milz wird in vitro mit Myelomzellen fusioniert, denen die Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase fehlt. Im sogenannten HAT-Kulturmedium, einem Selek-
tionsmedium, welches Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin enthilt, sterben
nicht fusionierte Myelomzellen ab, da sie kein Hypoxanthin verwerten kénnen. Die
Milzzellen sterben in dem Zellkulturmedium ebenfalls ab, da sie in vitro nicht proli-
ferieren kénnen. Nur die Hybridzellen iiberleben unter diesen Bedingungen, die dann
als Hybridomzellen bezeichnet werden. In anschlieBenden Selektionsverfahren wer-
den die einzelnen Zellklone isoliert, die die gewiinschte Spezifitit aufweisen. Diese
Hybridomzellen kénnen dann zur in vitro Produktion grofler Mengen eines Antikor-
pers mit genau definierter Spezifitidt in grovolumigen Zellkulturen genutzt werden.

Monoklonale Antikérper stellen ein wichtiges Hilfsmittel in der medizinischen Dia-
gnostik und Therapie dar [165, 195]. So wird eine Vielzahl von Antikérpern mit
genau definierter Spezifitdt in der Tumordiagnostik und Tumortherapie angewen-
det [9, 142]|. In der Humantherapie werden bevorzugt Antikérper eingesetzt, die
dem menschlichen weitesgehend dhneln, um keine oder nur eine geringe Immunant-
wort gegen sie hervorzurufen. Um das immunogene Potential von Antikérpern in
der Humantherapie herabzusetzen, werden verschiedene Methoden angewandt, um
Antikérper zu  humanisieren. So bestehen chimire Antikérper aus der variablen
Region eines Antikorpers einer beliebigen Spezies (hdufig Maus) mit der gewiinsch-
ten Antigenspezifitit, und der konstanten Region eines humanen Antikérpers.

Ein Beispiel hierfiir ist der chimire monoklonale Antikérper ,Infliximab®, der bei
der Behandlung der Crohn-Erkrankung, einer Entziindungskrankheit des Verdau-
ungstraktes, zum Einsatz kommt Er ist gegen TNF (Tumor Necrosis Factor) ge-
richtet [8]. Einen Schritt weiter geht man bei den humanisierten Antikérpern, bei
denen nur noch die hypervariablen Doménen aus Maus-Antikérpern stammen. Viel-
versprechend sind auch gentechnisch erzeugte Knockout-Mauslinien, bei denen die
eigenen Antikérpergene durch humane ersetzt wurden. Man hofft aus diesen M&usen
Hybridome gewinnen zu kénnen, die humane Antikérper produzieren [66].
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1.2.2 Der R24 Antikorper

Bei dem monoklonalen Mausantikérper R24 handelt es sich um einen potentiellen
Kandidaten fiir den therapeutischen Finsatz beim Menschen zur Behandlung von
malignen Melanomen. Er ist gegen ein Zelloberflichenantigen von humanen Mela-
nomzellen gerichtet [27]. Genauere Untersuchungen ergaben, dafi es sich bei dem
Antigen des R24 Antikoérpers um das Gangliosid Gps handelt [186]. Die Spezifitit
des Antikérpers wird im Kapitel 1.3 genauer erértert.

In wvitro Untersuchungen zeigten das starke Vermogen des R24 Antikorpers zur
Komplementsystem vermittelten Cytotoxicitdt (CDC, Complement-Dependent Cy-
totoxicity) und Antikoérper abhingigen zelluldren Cytotoxicitdt (ADCC, Antibody-
Dependent Cell-mediated Cytotoxicity) im humanen System [52, 196]. Daneben
konnte im Tiermodell gezeigt werden, daf der R24 Antikorper in der Lage ist, das
Wachstum von Melanomen zu blockieren [139].

Auf Grund seines therapeutischen Potentials sind seit 1984 [65] an weit iiber 100
Patienten im Rahmen von klinischen Phase 1 und 1b Studien Untersuchungen zur
Wirksamkeit bei der Behandlung von metastasierenden Melanomen unternommen
worden [65, 78, 107, 119, 120, 137]. Dabei wurde der Antikérper sowohl als einzelnes
Agens als auch in Kombination mit Interleukin 2 und a-Interferon in Dosierungen
von bis zu 50 mg pro m? Kérperoberfliche und Tag verabreicht [3].

Neben dem Bindungsvermégen des R24 Antikorpers an sein Antigen iiber die hyper-
variablen Regionen, ist der Mechanismus des ,homophilic binding“, das Vermogen
eines R24 Antikérpermolekiils, an ein weiteres R24 Molekiil zu binden, von beson-
derem Interesse. Rontgenstrukturanalysen und SPR (Surface Plasmon Resonance,
BIACore) Untersuchungen ergaben, daf diese Antikorper-Antikérper Bindung durch
die variablen Dominen der schweren Kette vermittelt werden. Kaminski et al. (1999)
[74] zeigten, dafl ein Maus-Mensch chimérer Antikorper (chR24), der das ,homophi-
lic binding*-Verméogen nicht besitzt, in Liposomen-Bindungstests signifikant schwi-
cher als R24 an Gps bindet. Auf Grund der ermittelten Bindungskinetik ist neben
der Antigenbindung auch eine kooperative Interaktion der Antikérper untereinan-
der wahrscheinlich, zu der die Cp2-Regionen der schweren Ketten der Antikorper
beitragen [74]. DaBl das Vermogen des ,homophilic binding® des R24 Antikérpers
iiber die Cy2-Domine vermittelt wird, konnte anhand der Kristallstruktur des Fy,
Fragments mittels Rontgenstrukturanalyse gezeigt werden. Das Liposomenmodell
liefert somit wertvolle Anhaltspunkte fiir die selektive Erkennung von Zellen mit
einer Uberexpression von Gps (siehe Kapitel 1.3) durch den R24 Antikérper.

Dieser Kenntnisstand iiber die wichtige Funktion der Cp2-Doméne des R24 Antikor-
pers laBt den N-Glykosylierungen des Antikorpers, die in der Cy2-Doméne lokalisiert
sind, ein besonderes Interesse zukommen. Zusétzlich kommt den N-Glykanen im R24
Antikérper aus der Rolle, die sie fiir die Proteinstruktur und damit fiir die Funktion
des Antikérpers spielen, eine grofie Bedeutung zu [99, 188].

Im Zusammenhang mit dem Einsatz des R24 Antikérpers in der Humantherapie ist
die Frage nach der Immunogenitit des aus Maus stammenden Antikérpers wichtig.
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Es wurde versucht mit gegen Gps gerichteten chiméren Antikérpern, wie dem mo-
noklonalen Antiksrper KM871 [52] oder mit Chiméren des R24 Antikorpers (chR24)
[74] moglichst vertrigliche Therapeutika zu schaffen. Diese Antikorper zeigten aber
alle nicht die tumorwachstumsinhibierende Wirkung des R24 Antikérpers. Neben
der immunogenen Wirkung, die auf den Proteinanteil des Antikérpers zuriickzufiih-
ren ist, ist die eventuell immunogene Wirkung [141] des Oligosaccharidteils noch
unklar, die sich aus dem Vorhandensein der Sialinsdure NeubGe ergidbe. Sie ist im
humanen System unter normalen Bedingungen nicht zu finden [160, 163].

1.3 Glykosphingolipide (GSL)

Der monoklonale R24 Antikorper besitzt als Antigen das Gangliosid Gps, ein Glyko-
sphingolipid (GSL), das als tumorassoziiertes Antigen auf Melanomzellen vorhanden
ist. Neben dem Gps werden auch andere Ganglioside, wie Gy, Gpo und Fuc-Gyp
als tumorassoziierte Antigene fiir Lymphome, Melanome und Lungenkarzinome dis-

kutiert [25, 52, 50, 114, 89].

GSL sind Bestandteile vieler biologischer Membranen in Sdugerzellen. Zusammen
mit Phospholipiden und Cholesterol bilden sie unter physiologischen Bedingungen
Lipiddoppelmembranen aus, in die membranstindige Proteine integriert sind. Fine
Vielzahl auf biologischen Lipiddoppelmembranen vorkommender Glykostrukturen
sind Bestandteil von GSL oder Membranproteinen. Die Kohlenhydratketten sind
nur auf der dufleren Seite von Plasmamembranen zu finden, was zu einem asymme-

trischen Aufbau fiihrt [24, 48].

1.3.1 Struktur und Biosynthese der GSL

Glykosphingolipide sind amphiphile Molekiile. Sie bestehen aus einem hydrophilen
Saccharidanteil, meist in Form einer Oligosaccharidkette, und einem hydrophoben
Lipidanteil, dem Ceramid (Cer). Das Molekiil besitzt eine L-formige Gestalt [48],
wobei jeweils ein Schenkel vom hydrophilen bzw. hydrophoben Molekiilanteil ge-
bildet wird. Der Ceramidanteil bildet den membranstiéndigen Teil der GSL in der
Lipiddoppelmembran.

1.3.1.1 Struktur

Das Ceramid besteht aus dem zweiwertigen Aminoalkohol Sphingosin und einer
Fettsdure, die iiber eine Amidbindung miteinander verbunden sind. In biologischen
Membranen kommen Fettsduren mit Kettenldngen von Cq4 bis Cgy vor. Diese sind
zum Teil ungeséttigt und konnen cis-Doppelbindungen enthalten. Die am hiufigsten
vorkommenden Fettsduren sind die Cig—, C1g— und die Coy—Fettsduren.

Die Glykosphingolipide lassen sich in drei Hauptklassen einteilen: neutrale GSL,
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saure Ganglioside und Sulfatide. Sowohl die Grundstruktur der Ganglioside als auch
die der Sulfatide 148t sich von der der neutralen GSL ableiten. Ganglioside sind
Glykosphingolipide, die — an ihre Oligosaccharidkette gebunden — eine oder mehrere
Sialinsduren aufweisen [79]. Diese Sialinsduren sind im physiologischen pH-Bereich
negativ geladen. Bei den Sulfatiden sind statt der Sialinsduren Sulfatgruppen an die

Zuckerkette der GSL gebunden.

Die grofie Vielfalt an GSL kommt durch die Variabilitdt der Oligosaccharidkette
zustande. Glukose (Glc), Galaktose (Gal), N-Acetylglukosamin (GlcNAc) und N-
Acetylgalaktosamin (GalNAc) sind die am hiufigsten auftretenden Zucker; seltener
wird auch Fukose (Fuc) gefunden. Neben den unterschiedlichen Zuckern kommt es
durch die verschiedenen Arten ihrer Verkniipfung (z.B. 1,3 oder 1,4) und unterschied-
lichen anomeren Bindungstypen (a— und p-Konfiguration) zu einer sehr grofien
Strukturvielfalt der GSL. Eine umfassende, strukturelle Beschreibung der GSL muf}
die folgenden Parameter beinhalten: Molekulargewicht, Zahl und Typ der Monosac-
charide, ihre Sequenz und Verzweigungen, Bindungspositionen, anomere Konfigura-
tionen, zusétzliche funktionelle Gruppen, Sphingosin-Base, Fettsdure-Anteil und die

Konformation des GSL Molekiils [149].

Es gibt Serien oder Familien von GSL, die sich jeweils durch unterschiedliche

Oligosaccharid-Grundstrukturen auszeichnen. Die vier am hdufigsten in Sdugerzellen
vorkommenden GSL—Serien, die sich vom Laktosylceramid (LacCer, Gal31-4Glc/31-
1Cer) ableiten, sind in Abbildung 1.4 aufgefiihrt.

Galal-4Galp1-4Glcf1-1Cer — GalNAcf1-3Galal-4Gal31-4Glcf1-1Cer
(Globoserie)

Galp1-3GleNAcS1-3Gal 51-4Glef1-1Cer

(Lactoserie)

Cer — Glcpl-1Cer — Galp1-4Glef1-1Cer — GleNAc¢1-3Gal31-4Gles1-1Cer

Galp1-4GleNAcf1-3Gal 51-4Glef1-1Cer

(Neolactoserie)

GalNAcp1-4Galp1-4Glef1-1Cer — Galf1-3GalNAcf1-4Gal31-4Glcf1-1Cer
(Ganglioserie)

Abbildung 1.4: Die vier hdufigsten Glykosphingolipid—Serien in Sdugerzellen. Das
jeweils folgende GSL entsteht durch die Kettenverldngerung des Oligosaccharids um
eine Zuckereinheit.

Die Sialinsduren der Ganglioside kénnen in a2-3- oder a2-6- Konfiguration an die
Neutralzuckerkette und in a2-8- Konfiguration in Disialogruppen gebunden sein.
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Mé&use und die meisten bisher untersuchten Sdugetiere besitzen Ganglioside mit
den Sialinsduren N-Acetylneuraminsiure (Neu5Ac) und N-Glykolylneuraminsiure
(Neu5Gc). Diese beiden Sialinsduren unterscheiden sich voneinander nur in einer
zusitzlichen Hydroxylgruppe am Kohlenstoff in Position 11 beim Neu5Ge (siehe
Abbildung 1.5). Beim Menschen hingegen ist Neu5Ge nicht vorhanden [160, 163].

Glc
(0] Fettsaure

OH Sphingosin

Ceramid

Abbildung 1.5: Schematische Zeichnung des Gps-Molekiils
NeubSAca8NeudbAcadGal34Glef1Cer (Gps(NeubAc, NeubAc)).

Der R24 Antikorper bindet vorrangig an das Gangliosid Gps. Wenn die terminale
Sialinsdure ein NeubAc und die innenliegenden Sialinsdure ein NeubGe ist, ist die
Affinitdt des Antikorpers halb so hoch wie im Vergleich zu der Gps Variante mit
der NeubAc-NeubAc-Gruppierung. Bei terminalem Neu5Ge ist nur noch 31—0 der An-
tigenaffinitdt zu detektieren. Leichte Kreuzreaktionen des Antikérpers konnten mit
den Gangliosiden Gry, und Gqyp festgestellt werden (siehe Tab. 1.1 )[186].

1.3.1.2 Biosynthese

Bei den Glykosphingolipiden handelt es sich um sekundire Genprodukte. Das be-
deutet, daf} ihre Glykostrukturen nicht direkt in der DNA der Zelle verschliisselt vor-
liegen [48]. Sie entstehen vielmehr durch eine schrittweise Verldngerung der Zucker-
kette, die von membranstindigen Enzymen, den Glykosyltransferasen, im ER und
Golgi-Komplex katalysiert werden. Die Lokalisation und damit die Abfolge der Gly-
kosyltransferasen bestimmt die Reihenfolge der Zucker, wie sie in der Kohlenhy-
dratkette vorliegen soll. Die Glykosyltransferase erkennt das Zwischenprodukt und
das entsprechende Zucker—Spender—Molekiil, den Nukleotidphosphatzucker (= ,ak-
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tivierte Zucker®) wie UDP-Gal oder UDP-GlcNAc [190]. Die Information iiber die
GSL—-Struktur ist also indirekt in der DNA, die die Aminosiduresequenzen der Gly-
kosyltransferasen codiert, gespeichert. Welches zellspezifische Muster an GSL von
der Zelle synthetisiert wird, reguliert sich in erster Linie auf der transkriptorischen
Ebene der Proteinsynthese. Hier wird festgelegt, welcher spezifische Satz an Glyko-
syltransferasen in der Zelle vorhanden ist. Zusétzlich kommt es durch die Regulation
der Enzymaktivititen der Glykosyltransferasen zu einer Steuerung der zellspezifi-
schen GSL-Muster. Sialinsduren wie z.B. Neu5Ac werden durch spezifische Sialyl-
transferasen von CMP-Neu5Ac auf die Zuckerkette der GSL iibertragen, wodurch
die Ganglioside gebildet werden.

sekretorische
Lysosomales  \eskel

Exocytose

Endocytose

Golgi-
Komplex

Transitions = cisGolgi —
elemente desER ~S— 5;77»?

5 L ¥

glattes ER—%‘J % N

)y endoplasmatisches

% Reticulum (ER)

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Hauptorganellen der Glykosylierungs-
Maschinerie (nach Pavelka, 1997 [37]).

rauhes ER

Die Biosynthese der GSL beginnt mit der Umsetzung von L-Serin und Palmitoyl-
CoA zu Sphingosin. Durch anschlielende Kopplung des Sphingosins mit einer lang-
kettigen Fettsdure entsteht Ceramid. Diese Reaktionen erfolgen an der cytosoli-
schen Seite der Lipiddoppelmembran des endoplasmatischen Retikulums (ER) oder
des Golgi-Komplexes [192]. Die Initialglykosylierung des Ceramids durch speziel-
le Glykosyltransferasen fithrt mit den Nukleotid-Zuckern UDP-Glukose oder UDP-
Galaktose als Zuckerdonor zu einem Monohexosylceramid oder auch Cerebrosid.
Glukosylceramid ergibt die Grundstruktur vieler GSL, auf die im Folgenden weiter
eingegangen werden soll. Die Addition weiterer Zuckerreste an das Glukosylceramid
(GlcCer) geschieht im Lumen des ER und Golgi-Komplexes. Dazu mufl das GlcCer

zunichst mittels eines ,flip“- Mechanismus auf die luminale Seite der Lipiddop-
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pelmembran gelangen [192]. Der néchste Biosyntheseschritt fiir das GlcCer, der im
ER abliduft, ist immer die Addition einer Galaktose in (-1-4-Konfiguration, wobei

Laktosylceramid entsteht.

Ceramid — Gal-Cer —b(liul-Cer

l SA
Glc-Cer
Galactosyl- (GM4)
transferase | l
_ Gal-Glc-Cer Salyl- Sialyl-
Sialyl-
candanel transferase | transferase 11
Gal-Glc-Cer ———————--Pp GIuI-GIc-Cer ——p Glal-GIc-Cer
S|A S|A S'A
SA SA
GalNAc- l (Gpa) l (Gps) 1SIA (Gys)
Transferase
GalNAc-Gal-Glc-Cear GaINAc-(l;uI-GIc-Cer GalNAc-Gal-Gle~Cer
sIA SIA ?A
Galactosyl- (Gyz) SA (Gpz) $A (Gyp)
transferase || SA
GoI—GuINAc-(IiuI-GIc-Cer Gal-GoINAc-?uI-GIc—Cer Gal-GalNAc-Gal-Glc~Cer
SA S|A 1SA
Sialyl- |
transferaselvl (Gwi) l SA  (Gpp) l z:‘ (Grie)
G?I-GaINAc-GuI-GIc-Cer GtIJI-GaINAc-?aI—GIc-Cer GaI—GaINAc-(i}uI-GIc-Cer
|
SA SA SA SIA sIA SIA
Sialyl- SA SA
transferasevl (Gpia) 1 (Gip) l La (Gmc)
Grl-GaINAc-(Iim—Glc-Cer Gal-GalNA¢-Gal-Glc-Cer GPI
sA SA sh SA
da (Gyyq) sh & (Ga)
a-Serie b-Serie c-Serie

Abbildung 1.7: Vorschlag fiir den Biosyntheseweg der Ganglioside. Abkiirzungen:
Cer, Ceramid; Glc, Glukose; Gal, Galaktose; GalNAc, N-Acetylgalaktosamin und
SA, Sialinsdure (nach Yu and Ando, 1980, und Pohlentz et al., 1988 [203, 154]).

Nomenklatur Da die in der Abbildung 1.4 verwendeten Strukturnamen der GSL
fiir eine Nomenklatur viel zu lang sind, wurde durch die IUPAC (International Uni-
on of Pure and Applied Chemistry) Commission on Biochemical Nomenclature ein

Regelwerk zur Benennung der GSL geschaffen [69]. Ein &lteres Abkiirzungssystem
fiir Ganglioside beruht auf L. Svennerholm [185].
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Tabelle 1.1: Strukturen und Bezeichnungen der in der vorliegenden Arbeit verwen-
deten Ganglioside.

Struktur® Bezeichnung®
NeubAca3Galf4GlcCer Gua
NeubAca8NeubAcadGalF4GlcCer Gps
GalNAcp4[Neu5Aca3|Galf4GleCer Gz
Galp3GalNAcg4|NeubAca3|Galp4GlcCer G
NeubAca3dGal33GalNAcp4|NeubAca3d|Gal f4GlcCer Gp1a
Galp3GalNAcp4[NeubAca8NeusAca3d|Gal f4GlcCer Gp1p

NeubAca8NeusAcadGal33GalNAcf4|NeudAca3d|Galf4GlcCer G,
NeubAca3dGal33GalNAcp4[NeuSAca8NeubAca3d|Galf4GlcCer Gy,
NeubAca8Neu5AcadGal33GalNAcS4[NeubAca8NeubAca3l-
-Galp4GlcCer G
“ nach der [TUPAC-Nomenklatur (1997)
b Abkiirzungssystem nach Svennerholm (1963)

1.3.2 Vorkommen und Bedeutung von GSL

In allen Sdugerzellen sind Glykosphingolipide vorzufinden. Sie wurden erstmals 1874
von J. L. W. Thudichum [159] beschrieben, der sie aus Hirngewebe isoliert hat, in
dem sie in relativ grofen Mengen vorkommen.

Sie sind Bestandteil der extrazelluldren Seite der zellumhiillenden Plasmamembran
[93]. Es sind aber auch GSL im Cytosol und in den Membranen von Zellorganellen
beschrieben worden, wie z.B. in den cytoplasmatischen Granula von Makrophagen

[49].

Aufgrund des amphiphilen Charakters der Glyko- und Phospholipide der Plasma-
membran kommt es unter physiologischen Bedingungen zur Ausbildung einer Lipid-
doppelschicht mit dynamisch fluiden Eigenschaften, in die die weiteren Bestandteile
der Membran, wie z.B. membransténdige Proteine, eingelagert sind [180]. Die GSL
als Bestandteil der Membran sind in dieser nicht statistisch gleichverteilt, sondern
kénnen Inseln oder Flsfle, sogenannte ,Rafts®, ausbilden, in denen sie in hohen
Konzentrationen vorkommen [54, 71, 179].

GSL treten in tierischem Gewebe in zelltypspezifischen Mustern auf [31, 46, 131], die
je nach Spezies, Zustand und Alter des Gewebes auch variieren. Die GSL sind einem
stdndigen ,turn over” durch Biosynthese und anschliefendem Abbau unterworfen
[190]. Der fehlerfreie Auf- und Abbau der GSL ist von grofler Wichtigkeit, da es bei
Fehlfunktionen der hierzu notwendigen Enzyme zu Stoffwechselkrankheiten kommen
kann. Diese Krankheiten nehmen einen meist tédlichen Verlauf, wie z.B. die Tay—

Sachs—Krankheit [108].

Von den mehr als 250 verschiedenen bis heute strukturell aufgekldrten GSL [171],
ist zur Zeit nur zum Teil deren genaue biologische Funktion bekannt. Dennoch gibt
es ein weites Spektrum an bekannten biologischen Funktionen, bei denen GSL eine
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entscheidende Rolle spielen. Da GSL vornehmlich auf der dufleren Membranseite der
Plasmamembran vorkommen, sind sie in der Lage, vielfiltige Wechselwirkungen mit
ihrer Umgebung einzugehen [46].

GSL besitzen eine grofle Bedeutung fiir eine Vielzahl von Erkennungsprozessen. So
fungieren sie z.B. bei Zell-Zell-Wechselwirkungen als Signalmolekiile [76, 101]. Sie
werden als Differenzierungsmarker verschiedener Zellen wie Erythrozyten, Lympho-
zyten, frithe embryonale Zellen, etc. beschrieben [161, 174]. Das bekannteste Bei-
spiel hierfiir diirfte das Auftreten als Blutgruppenantigene auf Erythrozyten sein,
die die Differenzierung in verschiedene Blutgruppen des ABO-Systems manifestieren
[34, 48]. GSL besitzen immunmodulatorische Fahigkeiten [110], wie z.B. eine inhi-
bitorische Wirkung auf T-Lymphocyten [90]. Sie interagieren mit biologisch aktiven
Substanzen, wie z.B. Glykoproteinhormonen, Serotonin, Interferon, Interleukin, etec.
[22, 48, 128]. Sie beeinflussen die Aktivitdt von membranstdndigen Proteinkinasen
wie dem EGF-Rezeptor (Epidermal Growth Factor)|[116]. Hierdurch wirken sie bei
der Signaltransduktion mit [67]. Ein weiteres Beispiel fiir die Signaltransduktion ist
die Wechselwirkung von exogen dargebotenem Gangliosid Gy mit einer Tyrosin-
kinase, was das Zellwachstum inhibiert [49].

Bedingt durch ihre Exponierung auf der Zelloberfliche ,nutzen“ verschiedene Viren,
Bakterien und ihre Toxine die Oligosaccharidstrukturen von GSL als Rezeptoren

[128].

Ein weiteres interessantes Anwendungsgebiet von GSIL beruht auf ihrer Funktion
als Zelladhisionsmolekiile bei Entziindungsreaktionen. Im Prozefl der Adh&sion von
Leukozyten an Endothelzellen spielen GSL mit Sialyl-Le*Struktur als Rezeptoren
fiir das E-Selektin offenbar eine bisher unterschitzte, wenn nicht gar entscheidende
Rolle [12]. Es wire denkbar, die Inhibierung solcher Wechselwirkungen zur Milde-
rung von chronischen Entziindungsreaktionen oder Unterdriickung von Tumorme-
tastasierungen auszunutzen.

Die Bedeutung der GSL als Tumor-assoziierte Antigene fiir die Immuntherapie ist
vor ca. zwei Jahrzehnten sicherlich iiberschétzt worden [47, 52, 134]. Es gibt jedoch
einige Beispiele, wie Tumor-assoziierte Ganglioside zur gezielten Erkennung und Be-
kimpfung von Tumoren benutzt wurden. So sind monoklonale Antikérper gegen die
Ganglioside Gye, Gpz und Gps, die als melanomassoziierte Antigene gelten, bereits
erfolgreich bei der Behandlung von malignen Melanomen eingesetzt worden [3] und
zeigten gute Heilungsansitze [52, 142]. Eine weiterer vielversprechender Immunthe-
rapieansatz ist die Behandlung von Lungenkarzinomen mit Antikérpern gegen das

Gangliosid Fuc-Gyy [25].

1.4 Glykosylierung sekretorischer Proteine

Viele Proteine werden ko- und posttranslational modifiziert, was die Wirksamkeit
der Biomolekiile unter Umstidnden entscheidend beeinflussen kann. Zu den fiir Eu-
karyonten gehérenden typischen Modifizierungen wie Glykosylierung, Phosphory-
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lierung und Acetylierung sind Prokaryonten nur teilweise oder gar nicht fshig [2].
Aus diesem Grund werden hiufig Zellen tierischen Ursprungs zur Produktion kom-
plexer Proteine verwendet, obwohl sie langsamer wachsen, geringere Produktkon-
zentrationen liefern und héhere Anspriiche an den Kultivierungsprozefl stellen als
Mikroorganismen.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit bestand in der Untersuchung der Glykosylierung der
produzierten Antikorper.

1.4.1 Natiirlich vorkommende N- und O-Glykane

In der Natur kommen Glykoproteine intra- und extrazellulidr sowie als Membranbe-
standteile vor. Die verschiedenen Verkniipfungsmoglichkeiten von Monosaccharid-
einheiten zu Oligosacchariden (2 bis ca. 20 Monomere) erlauben eine extrem hohe
Anzahl an verschiedenen theoretisch méglichen Varianten. Bei einem Oligosaccha-
rid, bestehend aus nur 5 natiirlich vorkommenden Monomeren, sind iiber 1 Milliar-
de Formen denkbar. Diese Vielfalt ergibt sich aus den verschiedenen Méglichkeiten
der Verkniipfung der Zucker untereinander (z.B. 1-3, 1-4 u.a.), der Anomerie der
Bindung (a- oder -Konfiguration), moglichen Substitutionen (Sulfat-, Phosphat-,
Acetyl-Reste, usw.), linearen oder verzweigten Strukturen usw..

Im Vergleich dazu sind es bei einem Polypeptid mit gleicher Zahl an Monomeren nur
15625 verschiedene Strukturen. Aus dem riesigen Fundus an theoretisch moglicher
Heterogenitidt der Oligosaccharidstrukturen ist in der Natur aber nur ein relativ
geringer Bruchteil in Glykoproteinen zu finden.

1.4.2 Funktion von Oligosacchariden in Proteinen

Oligosaccharidketten in Glykoproteinen sind in eine Vielzahl von Wechselwirkungen
sowohl innerhalb des Proteins als auch des Proteins mit seiner Umwelt involviert

36, 102, 191].

Die Funktionen der Glykane von Glykoproteinen kénnen dabei in zwei Kategorien
untergliedert werden, basierend auf den physikochemischen und den biologischen
Eigenschaften. Bei der physikochemischen Rolle der Glykane handelt es sich um den
Einflufl der Zuckerketten im Protein auf dessen Struktur und Verhalten in Losun-
gen. Die biologischen Funktionen sind Wechselwirkungen der Glykane mit den sie
umgebenden biologischen Systemen mit ihren komplexen Regulationsmechanismen.
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Tabelle 1.2: Beispiele fiir Funktionen von Glykanen in Glykoproteinen [99].

Typ Funktion eines Glykans
Physiko- - Modifiziert die Léslichkeit, elektrische Ladung, Masse, Grofle
chemisch und Viskositdt in Losungen

- Beeinflult die Proteinfaltung
- Stabilisiert die Proteinkonformation
- Verleiht thermische Stabilitit

Biologisch - Bestimmt den intrazelluliren Weg und die Lokalisation

eines Glykoproteins

- Determiniert die biologische Halbwertszeit im Organismus

- Modifiziert immunologische Eigenschaften

- Moduliert die Aktivitit von Enzymen und Hormonen

- Agiert als Oberflichenrezeptor von Zellen fiir Lektine,
Antikorper, Toxine, usw.

- Nimmt teil an Zell-Zell Interaktionen

- Schiitzt gegen proteolytischen Abbau

Die speziellen Formen und Funktionen, die die Oligosaccharide in Antikérpern in-
nehaben, werden in Abschnitt 1.4.3 genauer erldutert.

1.4.2.1 Biosynthese von Proteinglykanen

Grundsétzlich kann zwischen N- und O-glykosidisch gebundenen Oligosacchari-
den unterschieden werden. Bei allen Fukaryonten erfolgt bei der Biosynthese der
N-Glykane die Kopplung eines Dolicholphosphat-Oligosaccharids, einem mannose-
und glukosereichen Vorlduferkomplex, lumenseitig im Endoplasmatischen Retikulum
(ER) en bloc an ein durch die Konsensussequenz Asn-X-Ser(Thr) markiertes Aspa-
ragin. Nicht alle potentiellen Bindungsstellen werden auch N-glykosidisch besetzt.
Unter anderem sinkt die Wahrscheinlichkeit der Glykosylierung mit fortschreitender
Verldngerung der Polypeptidkette wihrend der Proteinbiosynthese, wotiir sterische
Behinderungen der beteiligten Oligosaccharyltransferasen verantwortlich gemacht
werden [82].

Die Oligosaccharidkette wird N-glykosidisch an die NHy—Gruppe des Asparagins ge-
bunden. Diese konservative en bloc Prozessierung einschliefilich der folgenden Glu-
koseabspaltungen sind wichtiger Bestandteil des Proteinfaltungsprozesses [51]. Ins-
gesamt stellt die Glykosylierung von Proteinen ein wichtiges strukturbeeinflussendes
Element dar, was sich auch in der Funktionalitdt der Proteine niederschligt [14, 99].
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Abbildung 1.8: An der lumenseitigen ER-Membran erfolgt der Transfer der mannose-
reichen Dolicholphosphat-Oligosaccharid-Vorlauferstruktur durch eine Oligosaccha-
ryltransferase (OST) an ein Asparagin des translatierten Proteins (nach Marth, 1999
[192]).

Die Modifikation und Kettenverlingerung der mannosereichen Vorlduferstruktur
(siehe Abb. 1.9) erfolgt im ER und im Golgi-Apparat durch spezifische Glykosi-
dasen [123] und Glykosyltransferasen [80]. Im ersten Schritt werden dabei im ER al-
le Glukose- und einige Mannosereste der Oligosaccharid-Vorlduferstruktur entfernt,
so dafl ein gestutztes oder ,truncated“ Glykoprotein entsteht. Die anschlielende
Zuckerkettenverlingerung der Glykostrukturen des Proteins erfolgt dann iiberwie-
gend im Golgi-Komplex. In komplexen Oligosaccharidketten treten endstédndig hidu-
fig die unter physiologischen Bedingungen negativ geladenen Sialinsduren auf. Sie
werden durch Sialyltransferasen im Golgi-Komplex an die Zuckerketten angehéngt.
Endsténdige Sialinsduren beeinflussen in besonderem Mafle die Verweildauer eines
Glykoproteins und damit die Wirkzeit in einem Organismus, was fiir therapeutisch
eingesetzte Glykoproteine ein wesentliches Kriterium darstellt [99].

Ahnlich wie bei der Biosynthese der Glykosphingolipide handelt es sich bei dem Er-
gebnis der Modifikation und Kettenverlingerung der Oligosaccharidstrukturen von

Glykoproteinen auch um sekundire Genprodukte, bei denen die Glyko-Strukturen
nicht direkt in der DNA der Zelle verschliisselt vorliegen (siehe 1.3.1.2).
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Abbildung 1.9: Die N-Glykan-Modifikationen in Vertebraten im Golgi-Komplex erge-
ben die drei Subtypen: High Mannose, Hybrid und Komplex Typ 1.10 (nach Marth,
1999 [192]).

Mehrere N-Glykosylierungsstellen am selben Protein kénnen verschiedene Glykan-
strukturen aufweisen, was als Oligosaccharid-Heterogenitidt oder Mikroheterogeni-
tat [166] bezeichnet wird. Es scheint, dafi die Aminosduresequenz und die Prote-
insekundérstruktur die Glykanmodifikationen beeinflussen [113]. Weitere Faktoren,
die die Glykosylierung beeinflussen, sind die Nukleotidzuckerkonzentrationen, die
Transportgeschwindigkeiten der Glykoproteine und die Konzentration und Lokali-
sation der Glykosyltransferasen im ER und Golgi-Komplex. Die Lokalisation der
Glykosyltransferasen bestimmt dabei die Reihenfolge der Modifikationen [192]. Ei-
nige Glykosyltransferase- und Glykosidasegene enthalten Promotorregionen, die fiir
eine Regulation der Expression verantwortlich sind. Auch sind Mechanismen von
Regelkreisen bekannt, die die Aktivitidt der Glykosyltransferasen beeinflussen [13].
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Abbildung 1.10: Beispiele von Strukturen der Oligosaccharid-Seitenketten von na-
tiirlich vorkommenden N-Glykanen. Der #1.,4 gebundene GlcNAc-Rest am Asn-
nichsten Mannose-Rest ist aus graphischen Griinden nicht in die korrekte Position
als Winkelhalbierende der beiden Zuckerketten gezeichnet worden. Das Vorhanden-
sein eines solchen GlcNAc-Restes fithrt zu einer sogenannten ,bisecting”-Struktur.

Als besonders geeignete Expressionssysteme zur Produktion von Wirkstoffen fiir
die Humantherapie haben sich CHO- (Chinese Hamster Ovary) und BHK-Zellinien
(Baby Hamster Kidney) erwiesen, da die Glykosylierungsmuster bei von ihnen pro-
duzierten Glykoproteinen den humanen sehr nahe kommen. So wird rekombinantes
humanes Erythropoietin (thEPO), das als Humantherapeutikum zugelassen ist, bei
der Firma Amgen (USA) mit einer CHO-Zellinie produziert.

O-glykosidisch gebundene Oligosaccharide zeigen eine viel grofiere Heterogenitit
in ihren Strukturen als die N-gebundenen [111]. Die O-Glykane sind an eine
Serin/Threonin-N-Acetylgalaktosamin Grundstruktur gebunden. Die Biosynthese
der O-Glykane ist eine spéte post-translationale Modifikation der Proteine durch
eine Anzahl von aufeinanderfolgenden Glykosyltransterasereaktionen. O-Glykoside
sind weniger verzweigt und von geringerer Kettenldnge als N-gekoppelte Oligosac-
charide.

Der erste Schritt der Synthese der O-gebundenen Glykane ist die Addition von N-
Acetylgalaktosamin (GalNAc) an ein Threonin oder Serin des Proteins im cis-Golgi.
Die darauf folgende schrittweise Verlingerung der Zuckerkette erfolgt durch die Ad-
dition vornehmlich von Galaktose, Fukose und Sialinsduren [37]. Ein Beispiel fiir ein
hauptsidchlich aus O-Glykanen bestehendes Glykoprotein mit sehr groflem Zucker-
anteil ist das humane intestinale Mucin (grofler als 1000 kDa), das Magen- und
Darm-Epithelzellen umgibt. Die Form der Mucine wird auch allgemein als ,Fla-
schenbiirsten“-Struktur bezeichnet.



KAPITEL 1. EINLEITUNG 19

1.4.3 Glykosylierung von IgG Antikérpern

Antikérper sind als Bestandteil der Immunantwort in der Lage ein Antigen zu binden
und weitere Schritte in der Abwehr von Fremdkérpern zu induzieren. Alle Antikorper
sind an einer konservierten Position in den konstanten Doménen ihrer schweren
Ketten N-glykosyliert.

Jeder Antikorperisotyp besitzt eine Gruppe N-glykosidisch gebundener Kohlen-
hydratstrukturen, die einen Einfluf} auf die Faltung, Sekretion und funktionale Ak-
tivitdt haben [200]. IgG Antikorpermolekiile aus tierischen Zellen bestehen zu ca. 2 -
3 % ihrer Masse aus Kohlenhydraten. Bis zu 30 % der humanen Antikérper besitzen
zusitzlich F,, assoziierte Zucker.

Die am Asn 297 auf jeder schweren Kette N-glykosidisch gebundenen Oligosacchari-
de von IgG Antikérpern haben eine biantennére Komplex-Typ-Struktur. Das Glykan
ist zwischen den Cy2 Doménen verborgen und besitzt starke Wechselwirkungen zu
den Aminosidureresten [72]. Diese beiden biantenniren N-Glykanstrukturen eines
Antikorpers konnen dabei sowohl gleich (symmetrisch) als auch ungleich (unsym-
metrisch) sein [112].

Antigen- F_-Einheit F-Einheit
bindungs- Antigen-
stelle bindungs-

stelle

Kohlenhydratkette
F.-Einheit

Abbildung 1.11: Schematische Zeichnung der dreidimensionalen Struktur eines IgG
Molekiils (nach Silverton et al., 1977 [178]).

Durch moderne Technologien ist die Produktion von Antikérpern oder deren Frag-
menten in einer Vielzahl von Organismen moglich. Es werden dazu tierische Zellen,
Bakterien, Hefen, Pflanzen- oder Insektenzellen verwendet [201]. Da Antikérper Gly-
koproteine sind und ihre Glykane die Funktion mitbestimmen, kommen Antikérper
aus Bakterien fiir eine Humantherapie nicht in Frage. Hefen, Pflanzen- und Insek-
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tenzellen zeigen im Vergleich zu Sdugerzellen so stark verdnderte Zuckerstrukturen,
so daf} sie zum gegenwirtigen Zeitpunkt nicht fiir eine Antikérperproduktion ge-
eignet sind. Beim Einsatz von Sdugerzellen variieren die Strukturen der N-Glykane
und das Ausmaf} der Glykosylierung je nach Herkunft der Zellinie [160]. So sind bei
humanen Antikérpern hédufig ,,bisecting® N-Acetylglukosamine vorhanden, wihrend
Antikorper aus Mauszellen diesen Verzweigungstyp nicht aufweisen [73]. Ein weite-
res signifikantes Charakteristikum von humanen Antikérpern ist das ausschlielliche
Vorhandensein von NeubAc, wohingegen bei Glykoproteinen z.B. von Miusen oder

Ratten auch NeubGe zu finden ist [73, 163].

Eine gednderte Glykosylierung hat Einflufl auf die Eigenschaften eines Antikorpers.
So kommt es bei rheumatischen Erkrankungen, bei denen Antikérper eine wichtige
Rolle spielen, zu Anderungen des normalen Glykosylierungsmusters, wie z.B. einem
Anstieg der Fukosylierung der Antikorper [41]. Es wird vermutet, daf} ein {ibermifig
hiufiges Vorhandensein von terminalen Sialinsduren zu einer Aggregationsneigung
fithrt, die die Bildung von unléslichen Immunkomplexen zur Folge hat [7]. Eine
Behandlung von Antikérpern mit -Galaktosidase zur Abspaltung von Galaktose
fithrt zu einer Anderung der Proteinkonformation und zu einer signifikanten Redu-
zierung der Bindung von Clq. Der Verlust an Galaktose beeinflufit aber nicht die
Antikorper-abhingige Zell-vermittelte Cytotoxizitéit [202]. Eine gedinderte Glykosy-
lierung hat zudem Einfluf} aut die Selbstassoziation und die Kryoprézipitation der
Antikorper [144].

Als ein Vermittler in der humoralen Immunantwort interagiert ein Antikérper mittels
seiner I, Region sowohl mit dem zelluldren als auch mit den 16slichen Komponenten
des Immunsystems. Die Bindungsstelle fiir Clq, der ersten Komponente der Komple-
mentkaskade, ist auf der Cy2 Doméne lokalisiert. Untersuchungen ergaben, daf} eine
fehlende Glykosylierung in dieser Doméne zu einem Verlust der Bindungsféhigkeit
sowohl an Clq als auch an die F.-Rezeptoren von Monozyten fiithrt oder diese stark
einschrankt [188]. Die biologische Halbwertszeit eines IgGs-Subtyps wurde durch
den Austausch von Asn 297 gegen Gln verkiirzt, was auf die fehlende Glykosylie-
rung zuriickzufithren war [200]. AuBerdem fiihrt eine fehlende Glykosylierung eines
Antikorpers zu einer hoheren Sensitivitidt gegeniiber Proteasen.

1.5 Einflul der Kulturbedingungen auf Antikor-
per Produktion und Glykosylierung

Ein Vergleich der Glykosylierung von Antikérpern, die in Ascites und im Bioreaktor
(mit und ohne Serum im Medium) produziert wurden, zeigte einen grofien Unter-
schied beziiglich ihrer Sialylierung. Wihrend beim Antikérper aus Ascites keine
Sialinsduren nachgewiesen werden konnten, enthielt unter serumfreien Kulturbedin-
gungen produzierter Antikérper doppelt soviel Sialinsdure wie unter serumhaltigen
Bedingungen produzierter [109, 148]|. Auch der Grad der Galaktosylierung des An-
tikorpers, der im Bioreaktor produziert wurde, war hoher als in Ascites [103].
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Das verwendete Kultursystem bei der in vitro Produktion von Antikérpern hat eben-
falls einen Einflufl auf die Glykosylierung. So zeigte sich, dal bei Kultursystemen
mit hoher Zelldichte wie Hollow-Fiber Bioreaktoren im Vergleich zu konventionellen
Batch-Kulturen mit niedrigerer Zelldichte, der Grad der Galaktosylierung abnimmt
[83, 103]. Die Beobachtung, daff eine Abnahme des Sauerstoffpartialdruckes in der
Kultur zu einer verringerten Galaktosylierung der produzierten Antikérper fiihrte
[84], konnte diesen Effekt bei hochdichten Zellkulturen plausibel erscheinen lassen.

Die Grofie des Inokulums hat in einem Bereich von 1 bis 3x10° Zellen/ml als eine
InitialgroBe einer Zellkultur keinen Einfluf} auf die Zell- und Produktausbeute. Ein
hoher Anteil (bis zu 40 %) an konditioniertem Medium (= Medium, das aus dem
vorherigen Batch der Kultivierung stammt) beim Batch-Beginn hilft, die Lag-Phase
zum Kulturbeginn zu verringern und zu einer hoheren Zellviabilitit zu gelangen,
fithrt aber gleichzeitig zu einer Abnahme der Produktivitiat der Zellen [30].

Ein mit NSO Zellen produzierter monoklonaler Ig(G; Antikérper wies mit steigendem
Alter der Kultur vermehrt Glykostrukturen vom High-Mannose-Typ auf [164].

Borys et al. (1993) stellten einen Effekt der NHs Konzentration auf die Glykosylie-
rung fest. Hohe NH3 Konzentrationen fiithrten nach ihren Beobachtungen zu einer
Abnahme der am weitesten glykosylierten Form des Proteins. Bei niedrigen pH-
Werten liegt NH; in der protonierten Form als NHF vor, welches diesen Effekt nicht
zeigte [11].

In dem Bericht von Hayter et al. (1992) zu der Beziehung zwischen Hybridomzell-
wachstum und Antikérperproduktion wurde ein Einflul des pH-Wertes der Kul-
tur auf das Zellwachstum und die Produktionsraten festgestellt [57]. Der optimale
pH-Wert fiir das Zellwachstum einer IgG-produzierenden Maus Hybridomzellinie
wurde mit 7,2 im untersuchten Bereich von pH 6.6 bis 7,8 ermittelt. Dagegen konn-
te die hochste Antikérperproduktion bei einem pH-Wert von 6.8 festgestellt wer-
den. Diese Untersuchungen wurden allerdings nicht bei einem geregelten pH-Wert
durchgefiihrt, sondern es wurden Zellen in einem HEPES-gepufferten und auf ein
definierten Anfangs-pH-Wert eingestelltes Medium iiber 24 h kultiviert. Ozturk et
al. (1991) stellten bei einer kontrollierten satzweisen Bioreaktor-Kultivierung einer
Maus-Hybridomzellinie fest, dafl die spezifische Antikorperproduktionsrate bei pH-
Werten unterhalb von 7,2 auf das Doppelte anstieg [143]. Bei der Ermittlung des
Zusammenhanges von Zellwachstum und Antikérperproduktion gelangten Miller et
al. (2000), die fiir ihre Untersuchungen eine kontinuierliche Kultivierung mit gere-
geltem pH-Wert und pO, verwendeten, zu der Erkenntnis, dafl die Antikérperpro-
duktion nicht wachstumsassoziiert war und hohere Antikérperproduktionsraten bei
niedrigeren Wachstumsraten erzielt wurden. Sie stellten auch fest, dafl die ,pH-Wert
Historie® einen Einflul auf das Verhalten der Zellen bei einem gegebenen pH-Wert
hatte. Unter der ,pH-Wert Historie® wurde dabei der Verlauf des pH-Wertes einer
Kultur in den vorangegangenen Passagen bezeichnet. Moran et al. (2000) beschrei-
ben dagegen, dafl in ihren Untersuchungen keine Auswirkung des pH-Wertes der
Kultur auf das Zellwachstum, die Zellviabilitit und die Antikérperproduktion der
Myelom Zellinie NSO im pH-Wert Bereich von 7,1 bis 7,5 festzustellen war [122].
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1.6 Arbeitsziel

Das Arbeitsziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Auswirkungen der Pro-
duktionsbedingungen auf die Produktionsraten, Integritit und Funktionalitdt des
monoklonalen R24 Maus-Antikérpers zu ermitteln.

Die Arbeit wurde in zwei Teile untergliedert, wobei der erste die Produktion des
monoklonalen R24 Maus-Antikérpers unter verschiedenen Kulturbedingungen bein-
haltet. Der Einfluff der Kulturbedingungen sollte dabei im SuperSpinner und im
2-Liter-Bioreaktor untersucht werden, wobei im 2-Liter-Bioreaktor ein ungeregeltes

HEPES-Puffersystem und geregelte CO,/HCO3 -Puffersysteme mit den pH-Werten
7.4; 7,2 und 6,9 eingesetzt wurde.

Der zweite Teil der Arbeit handelt von der Aufreinigung und Charakterisierung des
produzierten R24 Antikorpers unter besonderer Beriicksichtigung der Auswirkun-
gen der Kulturbedingungen auf die Glykosylierung und Funktionalitdt des IgGs-
Antikorpers. Als Ausgangspunkt zur Untersuchung der Produktqualitit des Anti-
korpers sollten seine Bindungseigenschaften und Funktionalitit iiberpriift werden.
Zu diesem Zweck mufite sein Antigen, das Gangliosid Gps, aus Buttermilch aufge-
reinigt und charakterisiert werden.

Es war angestrebt, die Produktion des monoklonalen IgGs Antikoérpers R24 unter
serumfreien Bedingungen durchzufiithren. Zu diesem Zweck war die R24 produzie-
rende Maus-Maus Hybridomzellinie an serumfreie Bedingungen zu adaptieren. Um
alle folgenden Zellkultivierungen mit dem gleichen Zellmaterial starten zu kénnen,
was eine Voraussetzung fiir den korrekten Vergleich der verschiedenen Kultivierun-
gen darstellt, war eine kryokonservierte Zellbank anzulegen. In Kultivierungen im
1-Liter-SuperSpinner mit CO,/HCO3 -Puffersystem war das Verhalten der serumfrei
adaptierten Zellinie beziiglich der Medienzusammensetzung, der Antikérperkonzen-
tration im Kulturiiberstand in der Wachstums- und Absterbephase, der Produk-
tionsleistung bei Langzeitkultivierung und des Einflusses durch den pH-Wert zu
testen.

Mit den Erfahrungen und FErgebnissen aus den Kultivierungen im 1-Liter-Mafistab
stellte sich daran anschliefend die Aufgabe, grofiere Mengen R24 Antikoérper unter
moglichst definierten Bedingungen herzustellen. Dazu war ein 2-Liter-Bioreaktor
mit blasenfreier Begasung, der im Gegensatz zum SuperSpinner eine Regelung des
Sauerstoffpartialdruckes und des pH-Wertes zulief}, einzusetzen. Es sollte R24 An-
tikorper im CO,/HCOZ -Puffersystem bei den pH-Werten 7.4; 7.2 und 6,9 und im
ungeregelten HEPES-Puffersystem produziert werden.

Zur Antikorperaufreinigung aus den Kulturiiberstdnden sollte eine Affinitidtschro-
matographie mittels Protein A im FPLC-System eingesetzt werden.

Anschlielend war der Einflufl der unterschiedlichen Kulturbedingungen autf die An-
tikorperproduktion zu untersuchen. Dazu waren die Figenschaften und die Rein-
heit des produzierten und iiber Protein A gereinigten Proteins mittels SDS-
Gelelektrophorese, Isoelektrischer Fokussierung und Gelchromatographie zu iiber-
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priifen.

Bei der Ermittlung von méglichst giinstigen Produktionsbedingungen, die eine ho-
he Ausbeute bei entsprechender Qualitdt des Antikorpers gewidhrleisten, tritt bei
Glykoproteinen neben der Integritit der Aminosiduresequenz zunehmend die Gly-
kosylierung in den Mittelpunkt des Interesses [73, 160, 200]. Bei neueren, von der
FDA (United States Food and Drug Administration) zugelassenen therapeutisch
eingesetzten Glykoproteinen, wird daher mittlerweile neben der Untersuchung der
Peptidintegritit auch der Nachweis der Glykosylierung gefordert, bevor entsprechen-
de Produkte fiir Therapiezwecke eingesetzt werden diirfen [100].

Durch Bindungstests mit zuckerspezifischen Lektinen sollten erste Erkenntnisse iiber
das Vorhandensein und die Verteilung von Oligosaccharidstrukturen im Antikérper
erhalten werden.

Zur weiteren Untersuchung, ob und welche Auswirkungen die unterschiedlichen Kul-
turbedingungen auf die Glykosylierung der Antikérper haben, waren die sowohl
chemisch (Hydrazinolyse) als auch enzymatisch (PNGaseF) abgespaltenen Oligo-
saccharide zu isolieren und massenspektrometrisch mittels Matrix-Assisted Laser
Desorption /lonisation-Time of Flight-Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) und
Electrospray Quadrupol Time-Of-Flight Mass Spectrometry (ESI-QTOF-MS) zu
charakterisieren. Die chromatographische Methode der High-Performance Anion Ex-
change Chromatography with Pulsed Amperometric Detection (HPAEC-PAD) sollte
weitere Einzelheiten zur Struktur und Quantitidt der verschiedenen Oligosacchari-
de liefern. Zusétzlich zur Reverse-Phase High-Performance Liquit Chromatography
(RP-HPLC) sollten mit ihr der Sialinsduregehalt der produzierten Antikérper be-
stimmt werden.

Um die Funktionalitit und Antigenspezifitit des zu produzierenden Antikérpers
testen zu kénnen, war es zunichst notwendig, sein Antigen, das Gangliosid Gps, zu
isolieren und aufzureinigen. Dazu sollten aus einer Gangliosidmischung mittels pra-
parativer Anionenaustauschchromatographie und Adsorptionschromatographie das
Gangliosid Gps rein dargestellt werden. Die Charakterisierung des reinen Gps sollte
dann durch diinnschichtchromatographische und immunologische Methoden erfol-
gen. Zur Quantifizierung des isolierten Gps war die Detektion der Sialinsduren als
fluoreszierende Derivate in der RP-HPLC, und photometrisch als Resorcin-Derivate
vorgesehen. Das gewonnene Gps sollte dann zum einen in einem ELISA zur Be-
stimmung des Gps-Bindungsverméogens des produzierten R24 Antikérpers, und zum
anderen in zeitaufgelosten Antikorper-Antigen Bindungsstudien mittels SPR (Sur-
face Plasmone Resonance, BIAcore) im Fliefkammersystem, eingesetzt werden.
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Material und Methoden

2.1 Zellkultivierung

2.1.1 Zellinie

Zur Produktion des monoklonalen Antikdrpers R24 wurde die ATCC-Zellinie (Ame-
rican Type Culture Collection, Rockville, USA) HB-8445 (Hybridoma Bank) verwen-
det [6]. Dabei handelt es sich um Maus-Maus Hybridomzellen. Die Zellinie wurde
durch die Fusion von Sp2/0-Agl4 Myelomzellen mit Milzzellen einer (BALB/c x
C57BL/6)F; Maus, die mit Zellen der SK-MEL-28 Zellinie (humanes Melanom)
immunisiert wurde, erzeugt [27, 156]. Die HB-8445 Zellinie sekretiert den monoklo-
nalen Mausantikorper R24 (IgGs), der gegen ein Zelloberflichenantigen (Gps) von
humanen Melanomzellen gerichtet ist [27, 156].

2.1.2 Medien

Fiir die Kultivierung der Maus-Hybridomzellinie HB-8445 gibt die ATCC die Ver-
wendung von 90 % RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) mit nicht-
essentiellen Aminosiduren und 10 % [v/v] FCS (Fetal Calf Serum) an. RPMI ist
ein Medium, das urspriinglich fiir Suspensionszellkulturen lymphatische Ursprungs
entwickelt wurde [39]. Die zur Kultivierung der Hybridomzellen verwendeten Medi-
en wurden aus Pulvermedienkomponenten unter Zugabe von Reinstwasser (Milli-Q
Water Purification System, Millipore, Bedford, MA, USA) und den entsprechen-
den Supplementen zubereitet. Alle Medien wurden anschlieend mit Sterilfiltern
(Porenweite 0,2 pm, Sartobran, Satorius AG, Géttingen) unter Verwendung einer
Peristaltikpumpe sterilfiltriert und bei 4-4°C bis zur Verwendung gelagert. Zur Kon-
trolle der Sterilitdt wurde eine 10 ml Probe iiber drei Tage bei 37°C inkubiert. Vor
der Zugabe zu den Kulturen wurde das Medium auf 37°C temperiert. Begast wurde
mit 95 % Luft und 5 % CO,, das mit dem Carbonat im Medium als Puffersystem
mit physiologischem pH-Wert fungierte.
24



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 25

2.1.2.1 Serumbhaltiges Medium

Zur Kultivierung unter serumhaltigen Bedingungen wurde RPMI 1640 Pulvermedi-
um (GibcoBLR, Cat. No.: 51800-043, Karlsruhe) verwendet, dem 10 % FCS (UV-
bestrahlt, Viralex, PAA, Célbe), 2 g/l NaHCO3, 3 mM L-Glutamin (Merck, Darm-
stadt) und 1,5 g D-(+)-Glukose (Sigma, Deisenhofen) zugesetzt wurde. Zur Vermei-
dung von Mykoplasmenkontaminationen enthielt das Medium 10 mg/ml Ciprofloxa-
cin (Ciprobay 100, Bayer, Leverkusen).

2.1.2.2 Serumfreies Medium

Die Zusammensetzung des verwendeten serumfreien Mediums basierte auf einer Mi-
schung von 80 % [w/w| RPMI 1640 (GibcoBLR, Cat. No.: 51800-043, Karlsruhe)
und 20 % [w/w]| Dulbecco's MEM (Modified Eagle Medium)/Nutrient Mix F12 (1:1)
(GibcoBLR, Cat. No.: 32500-035, Life Technologies). Dieses Basalmedium wurde wie

folgt supplementiert:

10 mg/l Rinderinsulin (Sigma, Deisenhofen)
10 mg/l Humantransferrin (Intergen, NY, USA)

500 mg/l Humanes Serumalbumin (Human Albumin Solution, Miles Inc., Elkhart,
IN, USA)

3 mM L-Glutamin (Merck, Darmstadt)

29 nM Selen (Sigma, Deisenhofen)

1,5 g/1 D-(+)-Glukose (Sigma, Deisenhofen)
2,1 g/1 NaHCO3 (Merck, Darmstadt)

Bei Verwendung des HEPES- anstatt des Carbonat-Puffersystems, wurden nur 0,8
mM NaHCOj; und zusitzlich 20 mM HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-
ethansulfonsiure, Roth, Karlsruhe) supplementiert. Vor der Sterilfiltration wurde

der pH-Wert des HEPES gepufferten Mediums mit 1 M NaOH auf 7,4 eingestellt.

2.1.3 Kryokonservierung und Stammhaltung
2.1.3.1 Einfrieren der Zellen

Die HB-8445 Hybridomzellen wurden in der Gasphase iiber fliissigem Stickstoff bei
ca. -150°C gelagert. Um eine Zerstorung der Zellmembran durch Kristallbildung
beim Einfriervorgang zu verhindern, wurden dem Medium 10 % [v/v] DMSO (Dime-
thylsulfoxid, Merck, Darmstadt) und 5 g/l Human Serum Albumin als Schutzprotein
zugefiigt [98].
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Durchfiihrung:

1. Einstellen der Zellsuspension auf 2x107 Zellen /ml mit +4°C kaltem RPMI 1640
Medium

2. Zugabe des gleichen Volumens an +4°C kaltem RPMI 1640 Einfriermedium
(20 % [v/v] DMSO, 10 g/1 HSA) und vermischen

3. Uberfithren von je 1 ml der Zellsuspension in Kryogefifie (Nunc, Wiesbaden)
4. Einfrieren bei einer Abkiihlrate von ca. -1°C/min auf -80°C

5. Langzeitlagerung in der Gasphase des Stickstofftanks

2.1.3.2 Auftauen der Zellen

Da das beim Finfrieren verwendete DMSO toxisch auf Zellen wirkt, ist ein schnelles
Entfernen aus dem Medium nach dem Auftauen von grofier Bedeutung, bevor die
Stoffwechselaktivitdten der Zellen wieder einsetzen.

Durchfiihrung:

1. Schnelles Auftauen des Kryorshrchens im Wasserbad, bis nur noch ein kleiner
Rest Eis vorhanden ist

2. Uberfithrung der Zellsuspension in ein steriles 10 ml Probershrchen

3. Waschen: Tropfenweise Zugabe von 9 ml +4°C kaltem Medium fiir 5 min,
Mischen und anschlielendes Abzentrifugieren bei 100 g

4. Uberstand verwerfen und das Zellsediment mit +4°C kaltem Medium resus-
pendieren, auf 10 ml auffiillen und den Waschschritt wiederholen.

5. Einstellen der Einsaatdichte von 2x10° Zellen/ml mit 37°C vorgewédrmtem Me-
dium

2.2 Bioreaktorsysteme

Fiir die Zellkulturen wurden 250-ml-Spinnerflaschen, 1-Liter-SuperSpinnerflaschen
und ein 2-Liter-Bioreaktor eingesetzt. Fiir serumhaltige Kulturen wurden im klei-
nen MaBstab Gewebekulturflaschen aus Polystyrol (Nunc, Wiesbaden) mit 25 c¢m?
Oberfliche verwendet. Der Gasaustausch erfolgt in den Spinner- und den Gewebe-
kulturflaschen iiber die Oberfliche des Kulturmediums. Die Inkubation erfolgte bei
oberflichenbegasten Systemen in Brutschrénken (Biocenter 2001, Intega Bioscience,
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Fernwald) bei 37°C und einer 95 % Luft- und 5% CO;,-Begasung. Alle zur Zellkul-
tur verwendeten Glasgerite wurden mit tensidfreiem Spiilmittel (neodisherGK, Dr.
Weigert, Hamburg) gereinigt, mit deionisiertem Wasser gespiilt und anschliefend
autoklaviert (121°C, 2 bar).

2.2.1 Spinner

Die Vorkulturen zur Produktion des SuperSpinner-Inokulums wurden in 250-ml-
Spinnerflaschen (Techne, Thermo-Dux GmbH, Wertheim /M) kultiviert. Der zen-
tral aufgehdngte Glasstab-Taumelriithrer mit Magnetkern wurde iiber einem Dreh-
feldriithrer mit 36 Upm angetrieben.

Zur Anzucht der kryokonservierten HB-8445-Zellen wurden die aufgetauten und mit
Medium gewaschenen Zellen mit einer Anfangskonzentration von 1x10° Zellen/ml
fiir 24 h kultiviert. Nach 24 h wurde die Kultur bis auf eine Konzentration von 5x10°
Zellen/ml durch Zugabe von Medium verdiinnt. Der Inhalt des Spinners wurde bei
60 ml Endvolumen mit einer Zelldichte von 1x10° Zellen/ml als Inokulum fiir den
SuperSpinner mit einem Anfangsfiillvolumen von 200 ml verwendet.

2.2.2 SuperSpinner

Die Kultivierung im 1-Liter-Mafistab erfolgte in einem sogenannten SuperSpinner,
der ein leistungsfihiges und flexibles System der Zellkultivierung im Labormafstab
fiir den Brutschrank und fiir die Klimakammer mit entsprechender Gasversorgung
darstellt (siehe Abbildung 2.1). Die Begasung der Kultur geschieht in diesem System
blasenfrei {iber eine hydrophobe, porése Hohlfaser-Polypropylenmembran [95], die
auf einem Taumelriithrer befestigt ist. Das Verfahren hat den Vorteil, daf diese Art
der Submersbegasung keine Schaumbildung hervorruft, und daf§ das gesamte Volu-
men der Kulturflasche als Kulturvolumen ausgenutzt werden kann. Zudem sind die
Zellen durch den Membranriithrer nur einem sehr geringem Scherstrefl ausgesetzt. Bei
kleinen Kulturvolumina bietet diese Reaktorkonfiguration gleichzeitig die Moglich-
keit der Oberflichenbegasung analog zur einfachen Spinnerflasche. Das ermdoglicht
eine grofle Flexibilitit von 0,15 - 1 1 Kulturvolumen bei einem 1-Liter-SuperSpinner
Gefdf. Fine Probenentnahme mit geringem Kontaminationsrisiko ist auch in einer
nicht sterilen Umgebung, das heifit aulerhalb einer Reinraumwerkbank, moglich.

Fiir einen SuperSpinner mit 1 1 Kulturvolumen wurden 2 m Hohlfasermembran
(Accurel, Akzo-Nobel, Wuppertal) mit 0,4 mm Wandstiarke und 1,8 mm Innen-
durchmesser verwendet. Der Taumelrithrer wurde durch einen Drehfeldriithrer (H +
P Labortechnik, Miinchen) mit 33 Upm angetrieben. Alle verwendeten Schliduche
bestanden aus Silikon, die Schlauchverbinder aus Polypropylen oder Edelstahl. Die
Luftfilter zur sterilen Begasung mit 20 N1 h~! (95 % wasserdampfgeséttigte Luft und
5 % CO4 (v/v)) waren vom Typ Midisart 2000 (Sartorius, Goéttingen). Zur Sterili-
sation wurde der gesamte Reaktorautbau samt Schlduchen und Filtern autoklaviert
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(121°C, 2 bar). Medienzufuhr und Zellernte wurden unter einer Reinraumwerkbank
(lamin air, Heraeus, Hanau) vorgenommen.

il “

/'/ ‘ Probennahme N
\ — / Drehfeld S |
L L rehfeld- o
I i ] Ci ] ? rihrer %J/
Luft  CO, Blasenflasche 1 Liter SuperSpinner Abgasflasche

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines 1-Liter-SuperSpinner Kultivierungs-
systems (Iding, 1998).

Im SuperSpinner wurde das Inokulum fiir den 2-Liter-Bioreaktor bis zu einer Kul-
turdichte von 1x10° Zellen /ml kultiviert.

2.2.3 2-Liter-Bioreaktor

Zur Gewéhrleistung von dauerhaft definierten und kontrollierten Kulturbedingungen
iiber den gesamten Kultivierungsverlauf hinweg wurde die Produktion des R24 An-
tikorpers in einem 2-Liter-Bioreaktor (Biostat BF2, B. Braun Biotech International,
Melsungen) durchgefiihrt. In diesem Kultursystem wurden die Temperatur, der Sau-
erstoffpartialdruck (pOz) und der pH-Wert {iber eine digitale Kontrolleinheit (DCU,
Biostat MD, B. Braun Biotech International, Melsungen) kontrolliert und geregelt.
Zur Datendokumentation dienten zum einen ein 30-Kanal-Schreiber (Modell 3081,
Yokogawa, Tokyo, Japan) und parallel dazu das digitale MFCS (Multi-Fermenter
Control System) Datenaufnahmesystem (MFCS-Winl.1, B. Braun International,
Melsungen).

Bei dem Bioreaktor handelte es sich um ein in einem Edelstahlrahmen h&ngen-
des doppelwandiges Glasgefifl, dessen Mantel zur Temperierung der Kultur mittels
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Wasser fungierte. Das Gefdfl ist durch einen Edelstahldeckel verschlossen, der mit
verschiedenen Durchfithrungen fiir pH-, pOy- und Temperatursonden sowie Stutzen
fiir Silikonschlduche zur Gas- und Medienzu- und -abfuhr, Probenentnahme, Inoku-
lation und Zellernte versehen war. Im Gefafl war zentral, analog zur Konstruktion
des SuperSpinners, ein Taumelriihrer flexibel am Deckel befestigt, der zur Aufnahme
der 4 m langen hydrophoben Accurel-Begasungsmembran (Akzo Nobel, Wuppertal)
diente [95, 96].

Die Ernte erfolgte iiber die Flasche fiir das Inokulum durch Beaufschlagung des
Reaktorkopfraumes mit einem leichten Uberdruck von ca. 0,05 bar. Die Regelung
des pH-Wertes der Kultur erfolgte iiber den Anteil an CO, in der Begasungsluft,
das mit dem Hydrogencarbonat der Kultur im Gleichgewicht stand. Um bei hohen
Zelldichten, bei denen erfahrungsgemif eine Ansiduerung der Kultur eintritt, einen
pH-Wert von 7.5 zu halten, wurde bei Bedarf von der DCU iiber eine Peristaltik-
pumpe 1 M NaOH automatisch zugeférdert. Der pO; in der Kultur wurde mit einer
Elektrode nach dem Clark-Prinzip (Ingold Messtechnik GmbH, Steinbach/Ts) [68]
gemessen; die pH-Messung erfolgte iiber autoklavierbare Elektroden (Ingold Mess-
technik GmbH, Steinbach/Ts). Das gesamte Reaktorsystem (ohne Steuerelektronik)
wurde im Autoklaven bei 121°C und 1 bar Uberdruck feucht autoklaviert.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des verwendeten 2-Liter-Bioreaktor-
Kultivierungssystems (nach Iding, 1998).
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2.2.3.1 Prozefifiihrung

Die Zellkultivierung erfolgte im wiederholten, satzweisen Betrieb (engl.: repeated
batch, split batch). Ein Inokulum von 800 ml aus der SuperSpinner-Kultur mit einer
Zelldichte von ca. 1x10° Zellen /ml wurde zum Animpfen des Bioreaktors verwendet.
Das Kulturvolumen wurde mit frischem Medium auf 2,3 | aufgefiillt. Bei Erreichen
einer Zelldichte von ca. 1,3-1,4x10¢ Zellen/ml wurde zur Ernte ein Teil des Kul-
turvolumens abgezogen und durch frisches Medium ersetzt, so dafl zu Beginn des
zweiten Batches eine Zelldichte von 2-3x10° Zellen/ml vorlag. Nach Erreichen einer
Zelldichte von ca. 1,5x10° Zellen/ml im zweiten Batch wurde der gesamte Reakto-
rinhalt geerntet.

2.3 Analytik zur Zellkultur

2.3.1 Prozeflanalytik zur Zellkultivierung

Die zur Produktion des Antikérpers R24 durchgefiithrte Kultivierung der Hybri-
domzelle HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor unterlag einer ,online“-Kontrolle wobei die
ProzeBparameter Temperatur, pH-Wert und gelsster Sauerstoff durch im Reaktor
vorhandene Sonden gemessen wurden. Daneben wurden die Kulturparameter nach
der Probennahme (offline*) sequentiell bestimmt.

2.3.1.1 Zellzahlbestimmung nach der Trypanblau-AusschluBimethode

Der blaue Farbstoff Trypanblau [32] ist nicht in der Lage, intakte Zellmembranen
zu durchdringen. Zellmembranen geschidigter oder toter Zellen werden hingegen
durchdrungen, und die Zellen erscheinen im Lichtmikroskop blau gefirbt, was eine
Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen erméglicht [189].

Zur Zellzahlbestimmung wurde eine Probe der Zellsuspension 1:2 mit Trypanblau-
Losung (0,4 % w/v; Sigma, Deisenhofen) gemischt und die Zellen in einer Z&hl-
kammer nach Neubauer unter Zuhilfenahme eines Mikroskops gezihlt. Uber das
bekannte Volumen der Zihlkammer konnte hieraus die Zellkonzentration berechnet
werden.

2.3.1.2 Zellzahl und Zellgréflenbestimmung mit dem CASY 1

Zusétzlich zur mikroskopischen Bestimmung der Zellzahlen wurde das elektronische

Zellzidhlgerat CASY 1 Modell TTC (Cell Counter and Analyser System, Schirfe,
Reutlingen) eingesetzt. Neben Partikelzahlen liefert das CASY 1-System zusétzlich
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noch Informationen iiber die Groflenverteilung der Partikel, die einen Riickschlufl
auf die Lebendzellzahl erméglichen [175]. Das CASY 1-System arbeitet nach dem
WiderstandsmefBprinzip kombiniert mit dem Verfahren der Pulsflichenanalyse [167].

Die zu z&hlende Zellsuspension wurde in CASYton-Puffer (Fa. Schérfe, Reutlingen)
1:100 bis 1:500 vorverdiinnt und der Mefeinheit iiber eine 150 pm Kapillare zuge-
fithrt. Die Mefleinheit des CASY besteht aus zwei Elektroden, die iiber die Kapillare
ein elektrisches Feld aufbauen. Passiert eine Zelle die Kapillare, verdndert sich der
Widerstand im Feld. Die intakte, geschlossene Lipiddoppelmembran einer Zelle stellt
einen Isolator mit einem bestimmten Widerstand dar, der sich von dem eines ande-
ren Kompartimentes wie z.B. eines Zellkernes unterscheidet. Das CASY 1-System
nimmt die Widerstandswerte mit einer Frequenz von 1 MHz auf. Die digitalisier-
ten Signale werden einer Pulsflichenanalyse unterworfen, deren Ergebnisse zu einer
Berechnung der Zelldurchmesser genutzt wird. Zur Bestimmung der Lebendzellzahl
wurde angenommen, daf es sich bei Partikeln von > 10 gm und < 20 gm um lebende

Zellen handelt.

2.3.1.3 Glukose- und Laktatbestimmung

Wihrend der Kultivierung von eukaryotischen Zellen beziehen die Zellen einen
Hauptteil ihrer benttigten Energie aus der Verstoffwechselung von Glukose. Dieser
Stoffwechselweg fithrt dabei in Reaktorkulturen unter anderem zur Bildung von Lak-
tat als einem Endprodukt. Um den Versorgungszustand einer Zellkultur beurteilen
zu konnen, ist somit von Interesse, die Anderung des Glukose- und Laktat-Gehalts
im Kulturmedium festzustellen.

Die Bestimmung der Konzentrationen an Glukose und Laktat wihrend der Kultivie-
rung geschah mit dem automatisierten Analysegeridt YSI-Analyser (Yellow Springs
Instruments, Ohio, USA). Die Messung erfolgte mittels Biosensoren [198], die en-
zymatisch, mit den auf Membranen fixierten Enzymen Glukose- und Laktatoxidase

arbeiten. Dabei wurde (-D-Glukose mit O, zu Glukonolakton und HyO4 bzw. L-
Laktat mit O zu Pyruvat und HyOy umgesetzt.

Probenzufiihrung
Glukose-Oxidase Laktat-Oxidase
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Glukose- und Laktatbestimmung mit
immobilisierten Enzymen (K. Iding, 1998).
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Das entstehende Wasserstoffperoxid kann durch die Celluloseacetatmembranen dif-
fundieren und wird an den Platinanoden oxidiert. Der daraus jeweils resultierende
Stromfluf} ist proportional zur Konzentration an Glukose und Laktat. Zur Messung
werden mindestens 40 pl zellfrei zentrifugierter Uberstand der Zellsuspension einge-
setzt.

2.3.1.4 Ammoniumbestimmung

Das bei einer Kultivierung tierischer Zellen entstehende Ammonium wirkt ab Kon-
zentrationen von 4 mM wachstumsinhibierend auf die Kultur [29]. Es kommt im Lau-
fe einer Kultivierung zu einer Anreicherung von Ammonium, hauptsichlich resultie-
rend aus dem spontanen Zerfall von Glutamin zu Ammonium und Pyroglutamat und
durch Ammonium aus dem Proteinstoffwechsel. Dabei scheint nicht das NH}-Ion cy-
totoxisch zu wirken, sondern NHj, was eine Kultivierung im Sauren bei kritischen
Ammoniumkonzentrationen giinstiger erscheinen 148t [29].

Die Messung von Ammonium im zellfreien Kulturiiberstand beruht auf der Reak-
tion von primdren Aminen mit ortho-Phthaldialdehyd und Thiolverbindungen zu
I[soindolderivaten [16]. Es wurden 20 pl Kulturiiberstand mit 1,3 ml Derivatisie-
rungsreagenz (250 mg OPA (ortho-Phthaldialdehyd, Aldrich, Steinheim), 500 mg
Thioglycolatsdure (Na-Salz, Sigma, Deisenhofen), 2 ml Methanol und 100 ml 0,6 M
Boratpuffer (0,6 M Borsdure, pH 10,4)) in einer Mikro-Quarzkiivette vermischt und
in einem Fluoreszenzdetektor RF-551 (Shimadzu, Kyoto, Japan) die Fluoreszenz
bei Licht einer Emissionswellenldnge von 485 nm nach Anregung mit Licht von 415
nm gemessen. Zur Kalibrierung diente eine Zweipunkteichgerade mit einem Mef}-
wert fiir eine NHF-Standardlgsung (100 mg/1) und der Fluoreszenzintensitit nach
Zugabe von Wasser.

2.3.1.5 LDH-Aktivititsmessung

Die LDH (Laktatdehydrogenase, EC 1.1.1.27) ist ein cytosolischer Enzymkomplex,
dessen Aktivitidt , im Medium detektiert, einen Indikator fiir Zelldefekte und Zellyse
in einer Kultur darstellt. Je nach Zelltyp ist der Enzymkomplex in verschiedenen
stochiometrischen Verhéltnissen aus vier verschiedenen Untereinheiten aufgebaut
[44]. LDH reduziert reversibel unter Beteiligung von NADH + H* Pyruvat zu L-
Laktat.
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Substratreaktion der LDH.

Die Abnahme der Konzentration von NADH + H™, das zu NAD™ oxidiert wird, kann
photometrisch nachgewiesen werden [126, 193]. Die lineare Verringerung der Extink-
tion bei 340 nm im Verlauf der Reaktion ist ein Mafl der Reaktionsgeschwindigkeit,
die bei nicht substratlimitierten Bedingungen proportional zur Enzymkonzentration

ist [20].

Zur Messung der Kinetik wurde die Extinktion des Reaktionsansatzes in einer tem-
perierten Quarzkiivette in einem Spektrometer (Uvicon 930, Kontron, Neufahrn)
bei 340 nm iiber eine Minute mit einer Mefirate von 50 Messungen /Minute bei 22°C
ermittelt.

Der Reaktionsansatz bestand aus:

100 pl zellfreiem Kulturiiberstand
100 gl 10 mM Na-Pyruvat (Serva, Heidelberg) in Reaktionspuffer

700 ul Reaktionspuffer (8,7 g NagHPO,x12H,0 und 0,93 g NaH;PO4x2H,0 auf
einen Liter MilliQ-Wasser, pH 7,4)

100 pl 2,7 mM NADH + H* (Boehringer, Mannheim) in Reaktionspuffer

Die Aktivitdt des Enzyms wurde dabei nach folgender Formel ermittelt [199]:

AFE VGesamt

= . 2.1
d-e- At Vprobe (2.1)

v
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Tabelle 2.1: Definition der Groéflen zur Berechnung der LDH Aktivitit.

Grofle  Bezeichnung Einheit
v Reaktionsgeschwindigkeit [T—‘l’l] = [l%t] = [@]
AFE Extinktionsdifferenz
d Kiivetten-Schichtdicke [cm]
€ molarer Extinktionskoeffizient
. 6300 1|

von NADH + HT bei 340 nm mol-cm

At MeBzeit [s]

Viesamt  Gesamtvolumen des Ansatzes [ml|

Verobe  Probevolumen [ml]

2.3.1.6 Aminosdurebestimmung

Weiterer Grofen zur Beurteilung des Kulturverlaufes bilden die Aminosidurekon-
zentrationen im Kulturmedium. Die Konzentrationen wurden durch eine
Umkehrphasen-HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) bestimmt [15].
Die Analysen wurden mit einem vollautomatischen HPLC-System D450 (Kontron
Instruments, Echingen) mit zwei Hochdruckpumpen (Typ 420), einem Autosampler
(Typ 460) sowie einem Fluoreszenzdetektor (Typ SFM 25) und einer rechnergestiitz-
ten Auswerteinheit (Software: KromaSystem 2000, Version 1.60) durchgefiihrt. Die
Trennung fand auf einer RPys-Séule (Ultrasphere ODS, 150 mm x 4,6 mm, Parti-
kelgroBe 5 gm, Beckman, Miinchen) mit Octadecylsilicat als stationédre Phase statt,
der zur Erhohung der Standzeit eine RPys-Vorsdule (Hypersil ODS, 10 mm x 4,6
mm, Partikelgrofie 10 pm, Techlab, Erkerode) vorgeschaltet war. Vor der Trennung
erfolgte eine Derivatisierung der Aminosiduren mit OPA (ortho-Phthaldialdehyd, Sig-
ma, Deisenhofen) [97, 17]. Die priméren Aminogruppen der Aminosiduren reagieren
im Alkalischen (pH-Wert > 9) mit OPA und 3-Mercaptopropionsiure zu fluoreszie-
renden Isoindolderivaten (sieche Abbildung 2.5). Die Detektion der Isoindolderivate
erfolgte bei einer Emissionswellenldnge von 450 nm nach Anregung mit Licht einer
Wellenldnge von 340 nm.

S
H\Céo ~"cooH
@ + HNTGHTR v IS >~Nco0n — INTCHR  +  2H20
COOH
PN COOH
H o
o-Phthaldialdehyd Aminosaure Mercaptopropionsaure Isoind olderivat

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der chemischen Derivatisierung von Ami-
nosiduren mit o-Phthaldialdehyd.
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Zur Probenvorbereitung wurden 50 pl zellfreier Kulturiiberstand mit 50 pl Prote-
infdllungsreagenz gemischt und die ausgefallenen Proteine durch Zentrifugation (3
min bei 15000 g) abgetrennt. Zur Derivatisierung wurden 50 ul des Uberstandes
mit 100 gl 0,4 M Natriumboratpuffer (pH-Wert 9,5) versetzt, um ein ausreichend
basisches Millieu fiir die Reaktion zu erhalten. Aufgrund der Instabilitit der Isoin-
dolderivate erfolgte die Derivatisierung unmittelbar vor der HPLC-Trennung durch
automatische Zugabe des Derivatisierungsreagenzes zur Probe.

Proteinfillungsreagenz: 5 % Perchlorsiure und 300 mM ¢é-Aminovaleriansiure
(interner Standard)

Derivatisierungsreagenz: 50 mg o-Phthaldialdeyd in 1 ml Methanol, 100 pl 3-
Mercaptopropionsdure und 9 ml 0,6 M Na-Boratpuffer (pH 10,4)

Puffer A: 99 % 0,1 M Na-Acetat (pH 7,5), 1% Tetrahydrofuran

Puffer B: 30 % 0,085 M Na-Acetat (pH 5,2), 70 % Methanol

Die HPLC-Trennung der Aminosidurederivate geschah mit einem Gradienten [17],
der vom polareren Puffer A zum unpolareren Puffer B verlief. Mit dieser Metho-
de konnten alle Aminosiduren aufier Cystein (das ein nicht fluoreszierendes Derivat
ergibt) und Prolin (das nicht mit OPA reagiert) quantitativ detektiert werden.

2.3.1.7 Bestimmung von Mykoplasmenkontaminationen

Mykoplasmen gehéren einer Gruppe von Prokaryonten, die als Membranparasiten
auf der Cytoplasmamembran ihrer Wirtszellen anhaften. Sie nehmen grofie Men-
gen an Arginin aus dem Kulturmedium auf und schwichen ihre Wirte durch Aus-
scheidung von Stoffwechselprodukten wie Ammonium und Wasserstoffperoxid [169)].
Bedingt durch ihre geringe Grofie von nur 0,2 - 2 ym und ihre Flexibilitdt auf-
grund einer nicht vorhandenen rigiden Zellwand, kénnen sie nicht mit den iiblichen
Methoden der Sterilfiltration eliminiert werden. Eine Bekdmpfung von Mykoplas-
men kann durch Behandlung der Zellkultur mit dem Antibiotikum Ciprofloxacin
erfolgen [124]. Zur Kontrolle, ob ein Mykoplasmenbefall der Zellkultur vorlag, wur-
de eine Farbung mit DNA-bindendem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4¢,6-Diamino-2-
Phenylindol-dihydrochlorid) vorgenommen [98]. Neben der DNA im Zellkern der
Wirtszelle sollte bei Befall mit Mykoplasmen deren DNA auf der Zellmembran der
Wirtszelle angefarbt werden. Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI ist nicht lichtbestandig.
So sollten, um ein Ausbleichen zu verhindern, die gefirbten Priparate nur moglichst
kurz dem hellen Licht ausgesetzt werden.
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Gebrauchslésungen fiir den DAPI-Test

CMF-PBS: Ca?"-Mg?**-Free-Phosphate-Buffered-Saline: auf einen Liter MilliQ-
Wasser 8.0 ¢ NaCl; 0,2 g KCI; 1,15 ¢ Na,HPOy; 0,2 ¢ KHyPOy, pH 7,2

Fixierlosung: 2 ml 37 % Formaldehydlssung plus 10 ml CMF-PBS mit Saccha-
rose(25 mg/ml)

DAPI-Stammlésung: 1 mg DAPI (Sigma, Deisenhofen) in 10 ml CMF-PBS
16sen; Lagerung bei -20°C

DAPI-Gebrauchslésung: 1:100 Verdiinnung der DAPI-Stammlssung mit CMF-
PBS

Mowiol-Gebrauchslésung: 12 g Mowiol (Hoechst, Frankfurt a. M.) und 30 g
Glycerin in 30 ml Wasser bei RT iiber 2 h rithren. Lésung mit 12 ml 2 M
Tris/HCI-Losung auf einen pH-Wert von 8.5 einstellen und 10 min auf 56°C
erhitzen. Anschlieflend 20 min bei 5000 g Zentrifugieren und iiber Nacht bei
4°C inkubieren. Lagerung bei -20°C

Durchfiihrung des DAPI-Tests Zur DAPI-Fiarbung wurden die Zellproben
durch Zentrifugation unter Verwendung des Zytosystems (Heraeus Sepatech, Ostero-
de) bei 60 g auf einen Objekttriger aufgebracht. Zur Schonung der Zellen wurden sie
alternativ direkt aut den Objekttriager aufpipettiert und dann zur Entfernung der
Puffer im Zytosystem zentrifugiert. Das luftgetrocknete Praparat (ca. 15 min) wur-
de 15 min bei RT vorsichtig mit der Fixierlosung, in Form eines Tropfens, auf dem
Objekttrager iiberschichtet. Nach zweimaligem tropfenweisen Waschen mit CMF-
PBS wurde das Priparat mit DAPI-Gebrauchslosung tiberschichtet und fiir 15 min
bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit CMF-PBS wurde die
Probe zur Anfertigung eines Dauerprédparates nach der vollstidndigen Trocknung mit
einigen Tropfen Mowiol-Lésung und einem Deckglas eingebettet.

Das gefirbte und fixierte Praparat wurde im Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Zeiss,
Oberkochem) mit Hilfe der Filterkombination Bandpafifilter BP365/12, Farbteiler
FT 395 und Langpafifilter LP 420 (Zeiss, Oberkochem) visuell ausgewertet.

2.4 Berechnung zellspezifischer Parameter

Um den Metabolismus der Zellen zu charakterisieren und Vergleiche mit dem
Wachstums-, Produktions- und Stoffwechselverhalten anderer Zellinien zu ermég-
lichen, wurden zellspezifische Parameter ermittelt.

Die zellspezifischen Parameter der Kultivierungen wurden nach folgenden Formeln
ermittelt [152]:
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Wachstumsrate:

p sind wie folgt definiert:

37

Die Wachstumsgeschwindigkeit dz/dt und die Wachstumsrate

Z—fzﬂ-x;»x(t):xo-ew;»ﬂ:% (2.2)
Spezifische Substratverbrauchsrate:
qs = —é : Cilc; (2.3)
Spezifische Produktionsrate:
w1 (2.4)

Tabelle 2.2: Definition der Groéflien zur Berechnung zellspezifischer Parameter.

Grofle  Bezeichnung Einheit
x Lebendzelldichte [%]
z¢ mittlere Lebendzelldichte [%}
X Lebendzelldichte zum Startzeitpunkt [Ziﬂfn]
t Zeit [d]

to Zeit zum Startzeitpunkt [d]

I spezifische Wachstumsrate [é]

qs spezifische Substratumsatzrate [Zerﬁfid]
Cy Substratkonzentration im Bioreaktor [mTOI]

qp spezifische Produktionsrate [Zerﬁfid]
Cp Produktkonzentration im Bioreaktor [mTOI]

“Die mittlere Zelldichte £ wurde in exponentiellen Wachstumsphasen nach der Glei-
inz inx
chung z = e 51) nd in Phasen linearer Systementwicklung als arithmetisches

Mittel z = “"2'“ in dem Zeitintervall zwischen #; und ¢4 berechnet.

Zur Ermittlung der Sauerstoffverbrauchsrate wurde fiir ca. 30 min die Gaszufuhr
im 2-Liter-Bioreaktor unterbrochen. Aus dem zeitlichen Verlauf der Abnahme des
Sauerstoffpartialdruckes in der Kultur wurde die Sauerstoffverbrauchsrate errech-
net. Dabei wurde vorausgesetzt, dafl 6,87 mg O, pro Liter Kulturmedium bei 37°C
einer Sittigung von 100 % entspricht. Daraus folgt, dafl die Abnahme von 1 % Sau-
erstoffsidttigung dem Verbrauch von 2,15 gMol O3 pro Liter Medium entspricht. Die

fé\ﬁ‘ﬁ angegeben.

spezifische Sauerstoffverbrauchsrate wurde in
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2.4.1 Rechnergestiitzte Ermittlung zellspezifischer Parame-
ter

Zur Ermittlung der zellspezifischen Parameter der aus den Kultivierungen gewon-
nenen Rohdaten wurde das Computerprogramm ,Madonna for Windows“ (Version
6.0, University of California at Berkeley) verwendet. Es erlaubt die numerische Si-
mulation von Wachstumsprozessen. Durch die Anpassung von Differentialgleichun-
gen 1. Ordnung, die das Wachstum und die Produktion beschreiben, kénnen die
gemessenen Wachstums- und Produktionsverldufe simuliert werden. Den, an die
Wachstumsprozesse angepassten Differentialgleichungen kénnen dann theoretische
Parameter entnommen werden, die den tatsichlichen zellspezifischen Parametern
entsprechen.

1200000 - f e p e e 22200
STARTTIME =65 v
J|STOPTIME =113
1100000+ | 5T gy .
10000004 | DT 2 e I T T ) T
DTOUT =0 1774
ann0ana - TOLERAMCE =0.01 :
UM =0.353159
a0 | +0 = 213411 L1567
K1 =114.218
1|Pi0 S4TEO52 |0 o
7000009 o =22319 L1356
£00000 i E T A
I o IEDT L AP (1144
400000 L - -4 - 9333
. | DATAT}
3000004 | R {DATAZ
L . : — L7200
1 -~ g - - — -Fl1
R #’”C) e
100000 -~ #TE R
e
g4t L -k

T T 1
95 10 105 11 115 12

Abbildung 2.6: ,Screen shot® der computergestiitzten Simulation des Wachstums
der Zellinie HB-8445 durch das numerische Simulationsprogramm ,Madonna for
Windows®. Die Graphik zeigt den zeitlichen Verlauf der Zelldichte (DATAT) und
der Produktkonzentration an R24 Antikérper im Kulturiiberstand (DATA2) bei pH
6,9 wihrend der Kultivierung (siehe 3.2.5.3). Auf der x-Achse ist die Kulturdauer in
Tagen dargestellt. Die linke y-Achse zeigt die Zellzahl pro ml Kulturvolumen. Die
rechte y-Achse zeigt die Konzentration an R24 Antikérper in mg pro Liter Kultur-
volumen. Die entsprechenden Simulationen basieren auf den Differentialgleichungen
(2.5) und (2.6), wobei UM = g und K1 = ¢,/u entsprechen. X0 ist sie Zellzahl und
P10 die Ausgangskonzentration des Antikérpers im Kulturiiberstand zu Beginn der
Simulation. K2 und P20 sind Parameter einer in der Abbildung nicht gezeigten Si-
mulation. Die restlichen in der Abbildung aufgefiithrten Parameter spezifizieren den
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Simulationsalgoritmus.

Zur Ermittlung der zellspezifischen Wachstums- und Produktionsrate wurde die
Wachstumskinetik wihrend der exponentiellen Wachstumsphase ausgewertet. Da-
bei wurde das Wachstum durch eine Differentialgleichung 1. Ordnung der Form

dx

& 2.
TR (2.5)

simuliert. Auf eine Anpassung mittels Monod Kinetik wurde verzichtet, da das dazu
notwendige limitierende Substrat nicht eindeutig ermittelt werden konnte. p ent-
spricht dabei in der exponentiellen Wachstumsphase der Kultur der maximalen
Wachstumsrate (pmayx) im Verlauf der Kultivierung.

Fiir die Simulation der wachstumsassoziierten Produktionsraten wurde folgender
mathematische Zusammenhang zu Grunde gelegt:

de, 4y

_ 9.
dr 108 (2:6)

2.5 Produktaufreinigung

Die Produktaufreinigung diente zur Aufkonzentrierung und méglichst reinen Dar-
stellung des monoklonalen Maus-Antikérpers R24 vom Typ IgGs. Dabei handelt es
sich vornehmlich um die Entfernung von anderen Peptiden und Proteinen, die bei
der weiteren Analytik, speziell zur Glykosylierung des Antikérpers, die Ergebnisse
verfdlschen wiirden. Zur Planung der weiteren Aufarbeitung wurde die Stabilitit des
Antikorpers im Kulturiiberstand getestet, um einem eventuellen proteolytischen Ab-
bau Rechnung tragen zu kénnen. Daneben wurde die Sialidaseaktivitdt im Kultur-
iiberstand und im Zellysat bestimmt, um eine eventuelle Desialylierung des Proteins
beriicksichtigen zu kénnen.

2.5.1 Abzentrifugieren der Zellen

Da der R24 Antikérper von den HB-8445 Zellen in das Medium sekretiert wurde,
war der erste Schritt der Reinigung die Zellabtrennung. Dazu wurde die geerntete
Zellsuspension auf mehrere 50 ml Zentrifugenrshrchen (Nunc, Nalge Nunc Inter-
national, Wiesbaden) verteilt und fiir 5 min bei 2800 g (Megafuge 1.0, Heraeus)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Zellsediment gesammelt und bei
-20°C gelagert. Da die Gewinnung des zellfreien Uberstandes unter unsterilen Be-
dingungen erfolgte und die anschliefende Lagerung bei +4°C erfolgte, wurde zur
Vermeidung von mikrobiellem Wachstum 0,05 % NaNj zugesetzt.
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2.5.2 Protein A Affinititschromatographie

Das bakterielle Protein A erkennt spezifisch den F. Teil von IgG Antikérpern. Es
ist in der Affinitdtschromatographie sehr gut zur Abtrennung der IgG Antikérpern
von weiteren Proteinbestandteilen des Kulturiiberstandes geeignet.

2.5.2.1 Chromatographieanlagen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Chromatographieanlagen der
Firma Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden) verwendet. Die Aufreini-
gungen der R24 Antikorper fanden iiber eine Protein A Sdule mit gepackten Gelbett
in einer FPLC-Anlage (Fast Protein Liquid Chromatography) und einer BioPilot-
Anlage statt. Das FPLC-System erméglichte die automatisierte Verarbeitung par-
tikelfreier Losungen mittels Festbettchromatographie im Labormafistab. Die in das
System integrierte 250 mm x 32 mm Siule (Amicon, Witten) enthielt 75 ml ge-
packtes Gelbett der verwendeten rProtein A Matrix (Pharmarcia Biotech, Uppsala)
[104]. Das Protein A der Matrix ist rekombinanten Ursprungs und besitzt, wie seine
native Variante, eine hohe Affinitit zur F.-Region von Immunglobulinen des Typs
[gG [33]. Das Bindungsvermogen von Protein A an einen IgG Antikérper wird nicht
durch die Glykosylierung beeinfluit [92], was bei der anschlieBenden Untersuchung
beziiglich der proteingebundenen Oligosaccharidstrukturen der aufgereinigten Anti-
korper natiirlich vorausgesetzt werden muf.

Zur Aufreinigung des Maus-Antikérpers wurden produkthaltige Zellkulturiiberstin-
de aus Kultivierungen im SuperSpinner und 2-Liter-Reaktor verwendet. Vor dem
Probenauftrag wurden die enthaltene Feststoffe durch Zentrifugation abgetrennt.

Tabelle 2.3: Charakteristik der rProtein A Matrix nach Herstellerangaben.

Zusammensetzung: Quervernetzte, 4 %ige Agarose mit Metallkernen®
Partikeldurchmesser: 80 - 165 pm

Partikeldichte ¢: 1,3 g/ml

Ligand: Rekombinantes Protein A aus F. coli
Ligandendichte: 6 mg rProtein A /ml Matrix

Kopplungschemie: Epoxyaktivierung

pH Arbeitsbereich: 3-10
Temperaturstabilitdt: 4 - 40°C
Lagerung: Puffer mit 20 % EtOH, pH 7, 4 - 8°C
* Der Metallkern im Matrixmaterial macht eine Nutzung in der Flielbett
oder ,expanded bed“-Chromatographie moglich.
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Protein A

Lf. HUV|—
v v

Probe
Puffer A

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung einer FPLC-Anlage. Die Stellung der Ven-
tile bei Forderung von Elutionspuffer B1 durch Pumpe B beschreibt den Elutions-
vorgang.

Bei den Pumpen A und B (siehe Abbildung 2.7) handelt es sich um Kolbenpum-
pen der Bauart P-500, die nach Stellung der 2-Wege-Ventile (Solenoid, PSV-100)
unterschiedliche Losungen iiber einen Mischer zum Injektionsventil beférdern. Der
Mischer erméglicht die Erzeugung von Puffergradienten auf der Grundlage variabler
Pumpgeschwindigkeiten der Kolbenpumpen A und B. Das Injektionsventil (Inj.,
Motorventil MV-7) hat die drei Grundstellungen ,Load“, ,Waste“ und ,Inject“, die
bestimmen, ob die transportierte Lésung auf die Sdule oder in den Abfallbehélter
gepumpt wird oder ob der Inhalt des Loops aufgetragen wird. An die Sdule schlieflen
sich eine Leitfdhigkeitsmesszelle und ein UV-Detektor (Single Path Monitor UV-1)
an, deren Signale vom angeschlossenen Schreiber aufgezeichnet werden. Uber das
Motorventil 6 (IMV-8) wird die Fraktionssammlung kontrolliert. Dabei kann zwi-
schen dem angeschlossenen Fraktionssammler und sechs weiteren Ventilstellungen
gewdhlt werden. Die Steuerung der Anlage kann manuell iiber die LCC-501-Plus-
Einheit oder automatisiert iiber den Computer erfolgen. Fiir den automatisierten Be-
trieb wird der gewiinschte Chromatographieverlauf mit Hilfe des ,FPLC-Directors®
programmiert.

Der prinzipielle Aufbau der verwendeten BioPilot-Anlage ist weitestgehend analog
zu dem der FPLC-Anlage. Sie ist mit Pumpen hoherer Pumpleistung (P-6000) ausge-
stattet, und ermoglicht die Verwendung mehrerer Sdulen, die durch Ventile einzeln
angesteuert werden konnen. Auch hier erfolgt die Steuerung der Anlage manuell
iiber die LC-500 Plus Steuereinheit oder computergestiitzt mit Hilfe des ,FPLC-
Directors®. Bei der Aufreinigung von R24 Antikérper war Puffer A Waschpuffer
und Puffer B Elutionspuffer.

Durchfiihrung: Der pH-Wert des Kulturiiberstandes wurde vor dem Auftragen
auf die Sdule auf 7,5 eingestellt. Vorversuche ergaben, daf} kein signifikanter Unter-
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schied in den Bindungsraten beim Auftrag im pH-Bereich zwischen 7 und 8 festzu-
stellen ist. Um eine bessere spezifische Bindung des Antikérpers an Protein A zu
erzielen, und gleichzeitig unspezifische Bindungen aufgrund von elektrostatischen
Wechselwirkungen zu verringern, wurde dem Kulturiiberstand 3 M NaCl zugesetzt.
Vor dem Auftrag wurde die Sdule mit dem fiinffachen Gelbettvolumen (375 ml) an
Waschpuffer bei einer FlieBgeschwindigkeit von 70 em/h Adquilibriert. Der Auftrag
des Kulturiiberstandes geschah bei einer Fliefigeschwindigkeit von 22 c¢m/h. Zum
anschliefenden Waschen wurde die Sdule mit Waschpuffer mit einer Flieigeschwin-
digkeit von 70 ¢cm/h durchspiilt. Die Elution erfolgte mit dem Elutionspuffer bei 35
cm/h FlieBgeschwindigkeit.

Waschpuffer: 50 mM Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Roth, Karlsru-
he), 3 M NaCl in MilliQ-Wasser, pH 8,0

Elutionspuffer: 0,05 M Natriumdihydrogenphosphat, 0,05 mM tri-Natriumcitrat
und 0,3 M NaCl in MilliQ-Wasser, pH 3,0

Der Probenauftrag, das Waschen und die Elution wurden mittels des UV-Signals
bei 280 nm und der gemessenen Leitfdhigkeit tiberwacht, so dafl bei der Elution ge-
zielt die produktenthaltenden Fraktionen gesammelt werden konnten. Anschlieflend
wurde das Eluat neutralisiert und zur Vermeidung von mikrobiellem Wachstum mit

0,05 % [w/w| NaN3 versetzt.
Die prozentuale Bindungsrate ist definiert als:

Antikorperkonzentrationim Durchlauf 100
Antikoérperkonzentration vor dem Auftrag

Die prozentuale Wiederfindungsrate ist definiert als:

Antikorperkonzentration im Eluat . 100
Antikoérperkonzentration vor dem Auftrag

2.5.3 Test auf proteolytischen Abbau und Stabilitit des R24
Antikorpers im Kulturmedium

Zur Uberpriifung der Stabilitit des Antikdrpers in den Medien mit unterschiedlichen
pH-Werten und Puffersystemen wurde deren Einflufl auf das Gps-Bindungsvermégen
des Antikorpers gemessen. Um vergleichbare Aktivitdten zu Beginn des Testes zu
haben, wurde zum Test Kulturiiberstand aus einem Kultivierungsansatz benutzt,
der dann auf die entsprechenden Medienbedingungen eingestellt wurde.

In einem Spinner wurden HB-8445 Zellen bis zu einer Zelldichte von 1,3x10° Zel-
len/ml kultiviert. Die Suspension wurde anschlieflend bei 100 g zellfrei zentrifugiert
und je 10 ml des Uberstandes in 10 ml Zentrifugenréhrchen aus Polystyrol (Nunc,
Wiesbaden) gefiillt. Zur Vermeidung von mikrobiellen Kontaminationen wurde 0,05
% |w/w| NaNj zugesetzt. Die verschiedenen Proben wurden mit 1 M NaOH auf
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einen pH-Wert von 7,4; 7,2 und 6.9 eingestellt. Fine weitere Probe wurde mit 20
mM HEPES bei einem pH-Wert von 7,2 versetzt. Die Proben wurden 7 Tage mit
tédglicher Kontrolle des pH-Wertes bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle der Integritét
des Antikérpers wurde sein Gps-Bindungsvermégen mittels Gps-Bindungs-ELISA
bestimmt.

2.5.4 Test auf Sialidaseaktivitit

Das Prinzip der Bestimmung der Sialidaseaktivitdt beruht auf der Umset-
zung des Sialidase Substrates MUF-Neu5Ac (2°-(4-Methylumbelliferyl)-D-N-Acetyl-
Neuraminsdure) in MUF und Neu5Ac [155]. Das abgespaltene Cumarinderivat
MUF fluoresziert und kann im Fluoreszenzdetektor quantitativ bestimmt werden.

42, 127).

Abbildung 2.8: MUF-Neu5Ac, M, = 467,4 g/mol.

Durchfiihrung: Als Proben, die auf Sialidaseaktivitit getestet wurden, dienten
zum einen zellfreier Kulturiiberstand und zum anderen Zellysat, das durch Auf-
schluff mit Ultraschall (3 mal 1 min, 10 % Duty Cycle, Stufe 3, Branson Sonifier
250, Hensenstamm) von 1x10° Zellen in einem ml Medium gewonnen wurde. Zur Ab-
trennung von Zelltriitmmern wurde das Lysat 5 min bei 15000 g zentrifugiert. Der
Uberstand enthielt die cytosolische Sialidase. Der Reaktionsansatz zur Uberpriifung
ihrer Aktivitdt bestand aus:

10 pl NaAc-Puffer (0,1 M Natriumacetat, pH 5,5)
25 pl 4 mM MUF-NeubAc in H,O!

65 ul Probe

Der Reaktionsansatz wurde 60 min bei 37°C in einem Thermoschiittler (Eppen-
dorf, Hamburg) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 900 ul Glycin-
Puffer (0,2 M Glycin in H,O mit NaOH auf einen pH von 10,4 eingestellt) gestoppt.
AnschlieBend wurde 15 min bei 15000 g zentrifugiert und der Uberstand in einer

!Nach Lagerung bei -20°C vor dem Gebrauch durch 5 min Ultrabeschallung wieder lésen.
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Verdiinnung von 1:10 bis 1:100 in HzO in einer Mikro-Quarzkiivette in einem Fluo-
reszenzdetektor RF-551 (Shimadzu, Kyoto, Japan) vermessen. Die Wellenldnge des
anregenden Lichtes betrug 362 nm; die Emission wurde bei 448 nm gemessen. Als
Referenz zur Aufnahme einer Eichkurve diente Methylumbelliferon (Sigma, Deisen-

hofen).

2.6 Produktanalytik

2.6.1 Bestimmung der Antikérperkonzentrationen

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Losung wurde der BCA (Bi-
cinchoninsiure) Test verwendet, der eine Konzentrationsbestimmung des Gesamt-
proteins zuldft, wobei auch Bruchstiicke oder denaturierte Proteine erfafit werden,
die mittels ELISA nicht nachweisbar sind. Die Konzentration an R24 Antikérper in
den Kulturiiberstinden und in den Fraktionen der Protein A Affinitdtschromato-
graphie wurden mittels Sandwich ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbend Assay)
bestimmt. Als drittes Nachweissystem fiir den R24 Antikérper in Losungen diente
die Bestimmung des Gps-Bindungsvermogens mittels Gps-Bindungs-ELISA

2.6.1.1 Bestimmung der Proteingesamtkonzentration mittels BCA Test

Der BCA (Bicinchoninsiure) Test dient zur Bestimmung des Gesamtproteingehal-
tes einer Losung [182]. Der BCA Proteintest beruht auf der Biuret Reaktion, bei
der Proteine in einem alkalischen Millieu Cu**-Ionen zu Cut-Ionen reduziert. BCA
(4,4"-Dicarboxy-2,2"-biquinolin) bildet mit Cu* einen farbigen Komplex, der bei
562 nm spektrophotometrisch gemessen werden kann. Die Empfindlichkeit des Tests
liegt zwischen 10 - 2000 mg Protein/I.

Gebrauchslésungen und Reagenzien fiir die Gesamtproteinbestimmung
mittels BCA Test

Reagenz A: Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat, BCA Nachweisrea-
genz, Natriumtatrat in 0,2 N NaOH (Pierce, Illinois, USA)

Reagenz B: 4% Kupfer(Il)sulfat (Pierce, Illinois, USA)

BCA Reagenz: 25 ml von Reagenz A wurden mit 0,5 ml Reagenz B gemischt.
Es ergab sich eine klare griine Losung.

Standard: Maus IgG (Sigma, Deisenhofen)
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Arbeitsschritte fiir die Gesamtproteinbestimmung mittels BCA Test

1. Probenauftrag: Es wurden 200 ul BCA Reagenz in jedes Well einer 96 Well
Mikrotiterplatte (Nunc, Fa. Nunc, Roskilde, Dédnemark) vorgelegt. Dazu wur-
den anschlieflend 20 pl proteinhaltige Probe gegeben, die zuvor entsprechend
verdiinnt wurde.

2. Inkubation: Die Mikrotiterplatte wurde 2 h bei 37°C auf einem Schiittler
inkubiert.

3. Messung: Die Extinktion wurde anschlieflend in einem ELISA Reader (ELX
808, Fa. BioTec Instruments/Kontron, Neufahrn) bei 570 nm gemessen und
rechnergestiitzt ausgewertet.

2.6.1.2 Bestimmung der Konzentration von Maus IgG mittels Sandwich

ELISA (IgGs)

Die Antikorperbestimmung mit einem Sandwich ELISA (IgGs, ,,5* steht fiir ,Sand-
wich®) wurde in Mikrotiterplatten durchgefiihrt [146, 16]. Das Prinzip des Sandwich
ELISA ist in der Abbildung 2.9 dargestellt.

Substrat

\@/
2. Antikorper (Enzym gekoppelt)

L7/

»

nachzuwei sender Antikorper

1. Antikorper (immobilisiert)

Festphase

Abbildung 2.9: Prinzipieller Aufbau eines Sandwich ELISA (A. Werner, 1997).

Die Oberflichenmatrix (derivatisiertes Polystyrol) der Mikrotiterplatte wurde zu-
néchst mit einem polyklonalen Primirantikorper, der spezifisch gegen das zu quan-
tifizierende Maus IgG gerichtet ist, beschichtet. Nicht gebundener Primédrantikérper
wurde mit Waschpuffer entfernt. Zwecks Abséttigung von unspezifischen Bindungs-
stellen wurde anschlieffend mit FCS beschichtet. Nach Entfernung des FCS mittels
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Waschpuffer wurde mit den zu bestimmenden R24 Antikérperproben iiberschichtet.
Nach dem Waschen wurde, zur Entfernung nicht gebundener R24 Probenantikérper,
die Mikrotiterplatte mit polyklonalem Sekundérantikérper, der gegen den Proben-
antikorper gerichtet ist, beschichtet. Der Sekundérantikérper war mit einem Enzym
gekoppelt, das mit einem Substrat eine quantifizierbare Farbreaktion hervorruft, die
mit der Menge an gebundenem Probenantikérper korreliert. Die Messung der Extink-
tion erfolgte in einem ELISA-Reader (ELX 808, Fa. BioTecInstruments/Kontron,
Neufahrn). Die Berechnung der Konzentrationen durch Vergleich mit Referenz Maus
[gG erfolgte automatisch mit dem Auswertungsprogramm MikroWin 3.15 (Fa. Mi-
kroTec Laborsysteme, Overath). In diesem ELISA wurden polyklonale Anti-Maus
Antikérper eingesetzt, so dal nicht nur intakte IgG-Molekiile detektiert werden,
sondern auch einzelne L- und H-Ketten des IgG.

Gebrauchslésungen und Reagenzien fiir den quantitativen Maus IgG
Sandwich ELISA

Beschichtungspuffer: auf einen Liter MilliQQ-Wasser 4,29 ¢ Na,CO3 x 10 H,O;
2,93 g NaHCO3 , pH 9,4

Waschpuffer: 0,05% (v/v) Tween 20 (ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA) in
MilliQ)-Wasser

Phosphatpuffer (0,137 M): auf einen Liter MilliQ-Wasser 13,7 ¢ Na;HPO, x
2 H,0; 9,3 g NaH,PO4 x 2 HyO; pH 7,0

PBS-Gelb: auf einen Liter MilliQ-Wasser 2,77 g Na,HPO4 x 12 H50; 0,34 g
NaH;POy4 x 2 H20; 0,1 g Tartrazin (Serva, Heidelberg); 8,75 ¢ NaCl; pH 7,2

PBS-Blau: auf einen Liter MilliQ-Wasser 0,44 g Na,HPO, x 12 H,0; 0,13 g
NaH;POy4 x 2 H20; 0,016 g Ethylmercurithiosalicylsdure (Na-Salz)(Serva, Hei-
delberg); 1,8 g Rinderserumalbumin (Albumin bovine Fraction V, pH 7,0; Ser-
va, Heidelberg); 1,65 g Chloramphenicol (Sigma, Deisenhofen); 0,034 g Neo-
mycinsulfat (Sigma, Deisenhofen); 0,1 g Alphazurin A (Aldrich, Deisenhofen);
0,5 ml Tween 20; 8,75 g NaCl; pH 7,2

PBS/Tween: auf einen Liter MilliQ-Wasser 0,44 g Na;HPO,4 x 12 H,0; 0,13 ¢
NaH;POy4 x 2 Hy; 0,97 g Ethylmercurithiosalicylsdure (Na-Salz)(Serva, Hei-
delberg); 0,5 ml Tween 20 (ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA); 8,75 g NaCl;
pH 7.2

Substratpuffer: auf einen Liter MilliQQ-Wasser 0,94 ¢ NaB; x 4 H,0; 0,83 g
Zitronensdure-1-Hydrat; 21,47 ¢ NaoHPO,4 x 12 H2O; pH 4.5

Primirantikérperlésung: in 10 ml Beschichtungspuffer 25ul Ziege- Anti-Maus
IgG (2,4 mg/ml AffiniPure goat anti-mouse IgG (H & L), Dianova, Hamburg)

verdiinnt
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IgG Absittigungslosung: auf 9 ml 0,137 M Phosphatpuffer 1 ml FCS (PAA,
Colbe)

IgG Konjugatlosung: 5 ml PBS/Tween, 5 ml FCS und 6 pl Ziege-Anti-Maus
[gG mit Peroxidase konjugiert (Anti-mouse IgG (H & L) fr. goat peroxid.,
Paesel + Lorei, Frankfurt)

IgG Substratlésung: 25 mg ABTS (2,2"-Azino-di- [3-ethylbenzthiazolinesul-
fonat(6)] ((NHy4)s), Boehringer, Mannheim) in 15 ml Substratpuffer 16sen, 3
1l 30% Hy05 dazugegeben. (Zur besseren Loslichkeit von ABTS im Substrat-
puffer kann das ABTS zuvor in ca. 200 pl Wasser gelost werden)

IgG Standard: 200 mg/l polyklonaler Maus IgG Antikorper (Sigma, Deisenhofen,
[-5381)

Arbeitsschritte fiir die quantitative Maus-IgG-Bestimmung mittels Sand-
wich ELISA

1. Primédrantikérperbeschichtung: Zur Beschichtung einer 96 Well Mikroti-
terplatte (Nunc Maxisorb, Fa. Nunc, Roskilde, Danemark) wurden je 100 ul
Primérantikorperlosung in jedes Well gegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 1h
bei 37°C oder iiber Nacht im Kiihlraum (4°C) auf einem Schiittler.

2. Waschen: Zum Waschen der Mikrotiterplatte wurde diese zunichst ge-
leert und auf einem Feuchtigkeit aufsaugenden Papier ausgeklopft. Der drei-
malige Waschvorgang mit Waschpuffer wurde nach jedem Inkubationsschritt
automatisch durch einen Microplate Strip Washer ELD-40 (Bio-Tek Instru-
ments/Kontron, Neufahrn) ausgefiihrt. Abschlieflend wurde restliche Wasch-
16sung durch Ausklopfen von der Platte entfernt.

3. Absidttigung: Von der Absittigungslosung wurden je 100 pl in jedes Well
gefiillt und 30 min bei RT auf einem Schiittler inkubiert.

4. Probenantikérperauftrag: Die nach der Absittigung gewaschene Mikroti-
terplatte wurde mit 100 pl PBS-Blau pro Well beschichtet. In das erste Well
jeder Verdiinnungsreihe wurden 100 pl der in PBS-Gelb vorverdiinnten Pro-
be (ca. 0,1 ug) gefiillt, und eine 1:2 Verdiinnungsreihe angelegt. Als Referenz
diente Maus IgG Antikorper (Sigma, Deisenhofen). Es wurde fiir eine Stunde
auf dem Schiittler bei RT inkubiert.

5. Sekundirantikérperbeschichtung: Zur Bindung des Sekundérantikorper
wurde die gewaschene Mikrotiterplatte mit 100 ul je Well Konjugatlosung
iiberschichtet und fiir mindestens eine Stunde auf dem Schiittler bei RT inku-
biert.

6. Substrat: Als Substrat fiir die an den Sekundéirantikorper gekoppelte Peroxi-
dase wurde ABTS verwendet, das zu einem blauen Farbstoff abgebaut wird.
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Dazu wurden die gut gewaschene Mikrotiterplatte mit je 100 pl Substratlo-
sung pro Well beschichtet. Nach ca. 20 min kann die Extinktion bei 405 nm
gemessen werden.

2.6.1.3 Bestimmung der Konzentration an Gps-bindendem R24 Anti-
kérper (IgGgps) mittels Gps-Bindungs-ELISA

Im Gegensatz zu dem zuvor beschriebenen ELISA, der die Konzentration an in-
taktem Ig(G-Protein, aber auch von einzelnen H- und L-Ketten detektiert, wurde
mit dem folgenden ELISA die antigenspezifische Bindungsfihigkeit des R24 Anti-
korpers (IgGaps) bestimmt. Bei diesem ELISA wurde die 96 Well Mikrotiterplatte
(Nunc Maxisorp, Fa. Nunc, Roskilde, Ddnemark) zunéchst mit dem Antigen des R24
Antikérpers, dem Gangliosid Gps, in einer Mischung mit Lipiden beschichtet. Als
nichstes wurde dann der R24 Antikérper als Primérantikérper aufgebracht, der se-
lektiv an sein Antigen bindet. Anschliefend wurden die gebundenen R24 Antikorper
mit einem gegen Maus-IgG gerichteten, alkalische Phosphatase konjugierten Sekun-
didrantikorper detektiert, wobei das Enzym mit einem entsprechendem Substrat eine
Farbreaktion katalysiert. Die Farbreaktion wurde bei 405 nm mittels ELISA-Reader
(ELX 808, Fa. BioTec Instruments/Kontron, Neufahrn) und einer Referenz aus ei-
nem separaten Ansatz quantitativ ausgewertet.

Gebrauchslésungen und Reagenzien fiir die Konzentrationsbestimmung
des Gps; bindenden R24 Antikérpers mittels ELISA

Waschpuffer: 0,05% (v/v) Tween 20 (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) in
MilliQ)-Wasser

Abséttigungspuffer: CMF-PBS (siehe Seite 2.3.1.7) mit 5% Rinderserumalbu-
min (Albumin bovine Fraction V, pH 7,0; Serva, Heidelberg) und 0,02% NaN3

(w/w)

Sekundérantikdrperlosung: in 10 ml Absittigungspuffer werden 10 ul Ziege-
Anti-Maus IgG, das mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist (Alkaline
Phosphatase-conjugated AffiniPure goat anti-mouse IgG + IgM (H & L), Dia-

nova, Hamburg), gelost.

Glycinpuffer: 0,1 M Glycin, I mM ZnCl, und 1 mM MgCl, in MilliQ-Wasser;
pH 10,4

Substratlosung: 16 mM Losung di-Natrium-4-nitrophenylphosphat Hexahydrat
(Fluka, Seelze) in Glycinpuffer
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Gps und Lipide

Gangliosidfraktion: aus Buttermilch isolierte Gps-Fraktion Nuc-P1 (siehe Kap.

3.2.2 Seite 88)

Lipidmischung: bestehend aus (in Gewichtsprozent) 20% Cholesterol (Sigma,

Deisenhofen); 30% Phosphatidylethanolamin (Lipoid S PE, Lipoid KG, Lud-
wigshafen); 50% Phosphatidylcholin (Lipoid PC 18:0/18:0, Lipoid KG, Lud-
wigshafen)

Arbeitsschritte fiir die Konzentrationsbestimmung des Gps; bindenden
R24 Antikérpers mittels ELISA

1.

Beschichtung: Zur Beschichtung einer 96 Well Mikrotiterplatte wurden in
10 ml Methanol 5 ug Gps und 50 pg Lipidmischung gelost und von der Losung
je 100 pl pro Well aufgegeben. Im Luftstrom (ca. 1 m/s) wurde das Methanol
unter einem Abzug bei RT 2 h bis zur Trockene abgedampft. Die Mikrotiter-
platte wurde dann unter Olpumpenvakuum getrocknet und vor dem Auftrag
des R24 Antikorpers gewaschen.

. Waschen: Der dreimalige Waschvorgang mit dem Waschpuffer wurde nach

jedem Inkubationsschritt automatisch durch einen Microplate Strip Washer
ELD-40 (Bio-Tek Instruments/Kontron, Neufahrn) ausgefiihrt. Abschlieend
wurde restliche Waschlosung durch Ausklopfen von der Platte entfernt.

Absittigung: Zum Absittigen von unspezifischen Bindungsstellen wurde die
Mikrotiterplatte mit Absédttigungspuffer fiir 30 min beschichtet und anschlie-
Bend gewaschen.

Primirantikérperauftrag: Vor dem Auftrag des Priméirantikorpers erfolgte
die Beschichtung der Mikrotiterplatte mit zundchst je 100 ul pro Well Absét-
tigungspuffer. 100 pl der in Absédttigungspuffer vorverdiinnten Primé&rantikor-
perproben (ca. 10 gg/ml) wurden in das erste Well aufgegeben und in einer
1:2 Verdiinnungsreihe vier weitere Verdiinnungsschritte bis 1:32 herunterver-
diinnt. Es wurde 60 min bei RT auf einem Schiittler inkubiert und anschlielend
gewaschen.

Sekundérantikérperbeschichtung: Zur Bindung des Sekundirantikorpers
wurde die gewaschene Mikrotiterplatte mit 100 ul je Well Sekundérantikor-
perlosung iiberschichtet und fiir mindestens eine Stunde auf dem Schiittler bei
RT inkubiert und anschlielend gewaschen.

Substrat: Die gut gewaschene Mikrotiterplatte wurde mit je 100 ul pro Well
Substratlosung beschichtet. Nach ca. 30 min konnte die Extinktion bei 405 nm
gemessen werden (siehe Kap. 2.6.1.3).
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2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) zdhlt zur Standard-Analytik
von Proteinen [91]. Durch die Beladung mit dem anionischen Detergens SDS (Natri-
umdodecylsulfat) werden die verschiedenen partiellen Ladungen des Proteins iiber-
deckt, so dafl Anionen mit konstanter Nettoladung pro Masseneinheit entstehen
(1,4 g SDS/g Protein) [176]. Dabei wird die Sekundéirstruktur der Proteine durch
die Losung von nicht kovalenten Bindungen aufgehoben, und es kommt zu einer
Nettoladung des Proteins, die der Proteinmasse proportional ist. Eine Aufspaltung
der Proteine in ihre Polypeptiduntereinheiten kann bei der Trennung von Cystin-
Disulfidbriicken durch Behandlung der Probe mit reduzierenden Agenzien wie [3-
Mercaptoethanol erhalten werden. Bei der Elektrophorese im Polyacrylamidgel, das
wie ein Molekiilsieb wirkt, sind die relativen Mobilitdten proportional zum Loga-
rithmus der Molekiilmassen, die iiber mitgefiihrte Markerproteine bestimmt werden
kénnen.

Durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Optimierung
beziiglich der Bandenschirfe und Bandenauflssung méglich. Dieses wird durch das
Vorschalten eines isotachophoretischen Schrittes zum Konzentrieren der Proteine
in schmalen Zonen in einem grobporigen Sammelgel vor dem eigentlichen Trenngel
erreicht.

Nach der Elektrophorese kénnen die aufgetrennten Proteine durch spezifische Fér-
bemethoden sichtbar gemacht werden.

2.6.2.1 PhastSystem SDS-Page

Fiir kleine Probenvolumina wurde das PhastSystem von Pharmacia (Uppsala,
Schweden) verwendet. Das Gerdt ermoglichte eine automatisierte Probenaufgabe
und Elektrophorese. Die anschlieende Farbung wurde in der automatisierten Fir-
bekammer durchgefiihrt.

Als Gele fiir den SDS-Page wurden Fertiggele (PhastGel Gradient 8 - 25, Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden) und die entsprechenden SDS-Pufferstreifen verwendet.
Zur Vorbereitung der Proteinproben wurden diese mit CMF-PBS soweit verdiinnt,
daBl nach Zugabe von 5-fach konzentriertem SDS-Puffer eine Konzentration von
ca. 40 ng/ul vorhanden war. AnschlieBend wurde 5 min bei 95°C inkubiert und
anschlieBend bei 15000 g fiir 5 min abzentrifugiert. 0,3 - 1 ul Uberstand wurden mit
einem Probenapplikator (Sample Applicator, Pharmacia, Uppsala, Schweden) auf
das Gel gegeben und die Elektrophorese bei folgenden Trennbedingungen gestartet:

Elektrophorese 150 V. 6,0 mA 1,8 W 15°C 90 Vh

Der Probenapplikator wurde fiir den Zeitraum von 0 bis 6 Vh auf das Gel aufge-
setzt. Nachdem die Lauffront die Anode erreicht hatte wurde die Elektrophorese
abgebrochen.
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SDS-Puffer

Nicht reduzierender SDS-Puffer (5-fach konzentriert): 75,5 mg Tris (Tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan) auf 1 ml MilliQQ- Wasser, mit 5 M HCI auf pH

6,9 eingestellt; 500 pl Glycerin; 250 pg SDS; 1 mg Bromphenol Blau und 1 mg
NaNj; ad 2 ml mit MilliQQ-Wasser

Reduzierender SDS-Puffer (5-fach konzentriert): 75,5 mg Tris (Tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan) auf 1 ml MilliQ- Wasser, mit 5 M HCI auf
pH 6.9 eingestellt; 500 pl Glycerin; 250 pg SDS; 400 pl S-Mercaptoethanol; 1
mg Bromphenol Blau und 1 mg NaNj; ad 2 ml mit MilliQQ-Wasser

Als Molekulargewichtsreferenz diente eine Mischung aus Standardproteinen mit de-
finiertem Molekulargewicht von 14,4 bis 94 kDa (LMW-Marker (Low Molecular
Weight), Pharmacia, Uppsala, Schweden) und ein Maus IgG-Standard (150 kDa,

Sigma, Deisenhofen).

2.6.2.2 Novex SDS-Page

Um groflere Mengen an Protein fiir einen anschlielenden Western-Blot zur Verfiigung
zu haben, wurde ein SDS-Page mit groferen Fertiggelen (10 % Tris-Glycin Gel, 1
mm x 10 Well, Novex, San Diego, USA) durchgefiihrt. Die Elektrophorese fand
in einer Xcell 11 Mini-Cell Elektrophoresekammer (Novex, San Diego, USA) mit
einem Electrophoresis Power Supply PS 3002 (Gibco, Eggenstein) Netzgerit statt.
Der SDS-PAGE im Novex-System geht auf eine modifizierte Methode von Laemmli
(1970) zuriick [18].

Laufpuffer: 25 mM Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan); 192 mM Glycin;
0,1 % SDS; pH 8.3

Die verwendeten Probenpuffer sind die gleichen wie in Abschnitt 2.6.2.1. Von den
R24 Antikorpern wurden 3 pg Protein pro Geltasche aufgetragen. Als Molekular-
gewichtsreferenz diente eine Mischung aus Standardproteinen (LMW-Marker, Phar-
macia, Uppsala, Schweden). Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung
von 150 V fiir ca. 90 min. Das fertige Gel wurde zum Western-Blot verwendet. Nach
dem Western-Blot wurden im Gel verbliebene Proteine mit Coomassie Blue (Kap.

2.6.3.2) angefarbt.

2.6.3 Farben der Polyacrylamid-Gele
2.6.3.1 Silberfarbung nach Heukeshoven

Fixierte Proteine kénnen im SDS-Gel bei einem pH-Wert < 10,5 Silberionen kom-
plexieren. Die Silberionen werden anschliefend durch Reduktion mit Formalde-
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hyd bei pH 10,5 - 12,5 gut sichtbar. Die Sensitivitit der Methode liegt bei 1 - 5
ng/Proteinbande.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel in der Férbeeinheit des PhastSystems (Phar-
macia Biotech, Uppsala, Schweden) einer automatisierten Silberfarbung nach Heu-
keshoven [61] unterzogen.

Loésungen: Fiarbungsschema:

1 Fixierer I: 120 ml Methanol, 80 ml Zulauf Ablauf +t [min] T [°C]
H20 ad 400 ml mit 20% Trichlores- 1 1 0 0,5 25
sigsdure 2 2 0 0,4 50

3 2 0 4,0 50

2 Fixierer II: 30% Ethanol, 60% HO, 4 3 0 7.0 40
10% Essigsiure 5 5 0 3.0 50

3 Heukeshoven-Konditionierer: 6 5 0 3,0 50
30 ml Ethanol + 10 ml 4 M Na- 7 5 0 3,0 50
triumacetat-Losung + 0,5 ml Essig- 8 5 0 4,0 50
saure + 10 ml 5%-Glutardialdehyd 9 5 0 4,0 50
+ 0,2 g Natriumthiosulfat, ad 10 6 4 8,0 40
100 ml mit HyO (vor Gebrauch 11 6 4 2,0 25
frisch ansetzen) 12 7 0 0,4 30

13 7 0 4,0 50

4 Versilberer-Abfall 14 8 0 2,0 50

15 5 0 3,0 50
5 MilliQ-Wasser 16 9 0 4,0 50
6 Versilberer: 50 ml 0,4 mM AgNO,- 17 5 0 0,4 25

Losung + 50 pul 37%-Formaldehyd,
ad 200 ml mit H;0

7 Entwickler:
200 ml 2,5%-Natriumcarbonat -+
80 pl 37% -Formaldehyd (vor Ge-

brauch frisch ansetzen)
8 Stopbad: 50 mM Na-EDTA in H,0

9 Konservierer: 10 % Glycerin in H,O

Derart gefirbte Gele koénnen bei mifllungener Fiarbung wieder entfarbt werden,
um anschlielend die Firbeprozedur zu wiederholen. Zur Entfirbung wurde das
Gel zunichst mit Wasser gewaschen und anschliefend mit Kaliumhexacyanoferrat-
Kristallen (Ks[Fe(CN)g]) und dann einigen Natriumthiosulfat-Kristallen bestreut.
Das Gel wurde anschlieflend zur vollstdndigen Entfarbung mit Wasser gewaschen.
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2.6.3.2 Coomassie-Firbung

Neben der Silberfarbung der Proteine im Gel, die sich vor allem durch ihre Empfind-
lichkeit auszeichnet, wurden die Proteinbanden auch mit dem Farbereagenz Coomas-
sie Blue angefirbt, das eine semiquantitative Auswertung zuldfit. Die Empfindlich-
keit der Farbemethode mit Coomassie Blue betrigt 5-100 ng/Proteinbande [138].

Das Gel wurde dazu in einer mit ausreichend Farbelosung gefiillten Schale mit Deckel
fiir 20 min bei 50°C im Wasserbad bewegt. Zum Entfarben der Gelmatrix wurde die
Fiarbelosung durch Entfirber ersetzt und das Gel weiter bei 50°C im Wasserbad
inkubiert. Alle 15 - 20 min wurde die Entfarbelosung gegen frischen Entfarber aus-
getauscht. Es wurde so lange entfdrbt, bis die blauen Banden gut zu erkennen waren.
Zur Konservierung wurde das Gel zunéchst fiir 5 min mit 10 % Essigsdure (35°C),
anschliefend fiir 5 min mit 10 % Glycerin (50°C) gewaschen und dann getrocknet.

Farbelosung: 1 Tablette Coomassie R-350 (Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden);
50 ml konzentrierte Essigsdure; 100 ml Isopropanol; 150 ml MilliQ)-Wasser;
Losung abschlieflend filtrieren.

Entfirber: 200 ml Isopropanol; 100 ml Essigsdure; 700 ml MilliQ)-Wasser

Ein mit Coomassie Blue gefirbtes Gel kann ohne eine vorherige Entfdarbung zur
Erhshung der Empfindlichkeit mit Silber nach Heukeshoven gefiarbt werden.

2.6.4 Western-Blot

Beim Western-Blot eines SDS-Page (siehe Kap. 2.6.2.1) wandern die durch SDS
negativ geladenen Proteine in einem elektrischen Feld in Richtung Anode und adhe-
rieren dabei an eine Blotmembran. Es ist zu beachten, dafl kleine Proteine schneller
wandern konnen als groflere, was bei der Transferzeit des Blotvorganges beriicksich-
tigt werden muf.

Bei dem durchgefithrten Western-Blot handelt es sich um einen sogenannten
Semiwet-Blot, dessen Vorteile ein geringerer Pufferverbrauch, eine kiirzere Trans-
ferzeit und eine einfachere Handhabung sind. Gel und Membran werden lediglich
durch mit Transfer-Puffer getrankte Pads und Filterpapierlagen von den waagerech-
ten Plattenelektroden getrennt.

Der Blot wurde mit einem Xcell IT Blot Module in einer Xcell IT Mini-Cell Kammer
(Novex, San Diego, USA) mit 1,2 mm Blotpapier (Schleicher&Schiill, Dassel) und
einem Biorad Netzgeridt (Model 200/2.0, Biorad, Miinchen) durchgefiihrt. Als Blot-
membran diente eine PVDF Hybond Membran (Polyinylidendifluorid, Amersham
Buchler, Braunschweig) [45], die mit Methanol hydrophilisiert und 10 min in Trans-
ferpuffer dquilibriert wurde. Der Aufbau des Semiwet Western-Blots wird durch
Abbildung 2.10 ersichtlich.
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Abbildung 2.10: Aufbau eines Semiwet Western-Blot (Novex, 1995).

Der Transfer erfolgte bei 25 V iiber eine Transferzeit von 1,5 h.

Transferpuffer: 12 mM Tris-Base (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol),
96 mM Glycin, 20 % Methanol (pH nicht weiter einstellen)

2.6.5 Nachweis von Protein-gebundenen Oligosacchariden
mit Lektinen

Die spezifische Bindung von Lektinen an Kohlenhydratstrukturen wird z.B. zur Iden-
tifizierung von Protein-gebundenen Oligosacchariden genutzt. Die verwendeten Lek-
tine sind mit dem Steroidhapten Digoxigenin konjugiert, wodurch eine immunolo-
gische Detektion der verschiedenen Lektine mit einem Anti-Digoxigenin Antikorper
moglich ist. Der Nachweis der an Oligosaccharide gebundenen Lektine erfolgte auf
Basis einer Chemilumineszenzdetektion mit dem ECL-System (Amersham, Braun-
schweig). Es wurden die drei verschiedenen Lektine verwendet, die folgende Spezifi-

tiaten aufweisen:

MAA (Maackia amurensis Agglutinin): erkennt spezifisch Sialinsduren, die a2,3
an Galaktose gebunden sind (SAa2—3Gal) [194].

SNA (Sambucus nigra Agglutinin): erkennt spezifisch Sialinsduren, die a2,6 an
Galaktose gebunden sind (SAa2—6Gal) [177].

DSA (Datura stramonium Agglutinin): erkennt Gal#(1-4)GleNAc in komplexen
und hybriden N-Glykanen und GleNAc in O-Glykanen [23].
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Alle Digoxigenin-konjugierten Lektine stammen aus dem DIG Glycan Differentia-
tion Kit (Boehringer, Mannheim). Die Detektion der Oligosaccharide der R24 An-
tikorper wurden auf der PVDF-Membran der Western-Blots (siehe 2.6.4) bei RT
durchgefiihrt. Die Detektion der Digoxigenin konjugierten Lektine wurde mit Per-
oxidase konjugierten Schaf Anti-Digoxigenin Fg, Antikorperfragmenten mittels Che-
milumineszenz durchgefiihrt [56]. Die Detektion mittels Chemilumineszenz zeichnet
sich durch ihre sehr hohe Sensitivitdt aus. Das Prinzip des ECL-Systems (Enhan-
ced Chemiluminescence, Amersham, Braunschweig) beruht auf dem Umstand, daf
bei der enzymatisch begiinstigten Oxidation von Luminol ein Teil der freiwerdenen
Energie in Form von Licht abgegeben wird, das mit blaulichtempfindlichem Auto-
radiographiefilm detektiert werden kann. Auf der Blotmembran kénnen nach der
Chemilumineszenzreaktion die Proteine mit Coomassie Blue angefidrbt werden.

O
H>O
NH 2-2 o
- - +No +light
NH Peroxidase o
NH, O NH, O

Abbildung 2.11: Enzymatische Umsetzung von Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-
phthalazidion) zu 5-Aminophthalsiure.

Gebrauchslésungen und Reagenzien fiir den Nachweis von Protein-ge-
bundenen Oligosacchariden mit Lektinen

1. TBS-Puffer: 20 mM Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan), 137 mM
NaCl in MilliQ-Wasser, pH 7,5

2. Absittiger: TBS-Puffer mit 0,1 % Tween 20 (Merck- Schuchardt, Hohen-

brunn)
3. Inkubationspuffer: TBS-Puffer mit 1 mM MgCl, und ImM CaCl,; pH 7,5

4. Anti-Digoxigenin-AP Lésung: 5 ul (3,75 U) polyklonaler Schaf Anti-Dig-
oxigenin-F,,-Fragmente in 10 ml TBS-Puffer gelost

5. ECL-Detektionslosung: ECL Western Blotting detection reagents (Amers-
ham Buchler, Braunschweig, keine weiteren Herstellerangaben)

6. Filmmaterial: Hyperfilm ECL (Amersham Buchler, Braunschweig)
7. Entwickler: Entwickler fiir Autoradiographiefilme, D-19 (Kodak, Chalon-

sur-Saone, Frankreich)

8. Fixierer: Unifix, Kodak, Chalon-sur-Saone, Frankreich
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Durchfiihrung

1.

Abséttigen: Nach dem Antiksrper-Transfer auf die PVDF-Membran wurden
unspezifische Bindungsstellen durch 30 min Bewegen mit Abséttiger auf dem
Schiittler blockiert.

. Waschen: Gewaschen wurde mit TBS-Puffer zweimal 10 min

Lektin Inkubation: In 10 ml Inkubationspuffer wurden 5 pg SNA, DSA oder
40 pg MAA gelsst und die Blotmembran darin 1 h auf dem Schiittler inkubiert
und anschliefend dreimal gewaschen.

. Anti-Digoxigenin-AP Inkubation: Zur Bindung der peroxidasemarkierten

Anti-Digoxigenin-Antikorperfragmente aus Schaf (Sigma, Deisenhofen) an die
Digoxigenin konjugierten Lektine wurden die Blotmembran mit 10 ml Anti-
Digoxigenin-AP Losung iiberschichtet und fiir 1 h auf dem Schiittler inkubiert.
Anschlielend wurde dreimal gewaschen.

. Chemilumineszenzdetektion: Der indirekte Nachweis der gebundenen Lek-

tine erfolgte auf dem Wege der Chemilumineszenz.

(a) Die Blotmembran wurde auf Frischhaltefolie gelegt und mit ECL-
Detektionslosung vollstdndig benetzt und 1 min inkubiert, anschlieend
in die Frischhaltefolie eingeschlagen und iiberfliissige Detektionslésung
entfernt.

(b) Die Blotmembran wurde im Dunkeln zusammen mit einem hochempfind-
lichen Film in eine Autoradiographiekassette gelegt. Die Expositionsdauer

richtete sich nach der Chemilumineszensintensitit und betrug zwischen
10 und 40 sec.

(¢) Der Film wurde im Dunkeln aus der Autoradiographiekassette genommen
und mit einem speziellen Entwickler fiir Autoradiographiefilme 4 min
entwickelt, anschlieend kurz gewissert und abschlieflend fixiert, 10 min
gewissert und getrocknet.

2.6.6 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) ist eine elektrophoretische Separationstechnik,
bei der Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) getrennt werden. Die Netto-
Molekiilladung ist pH-abhingig und betrdgt nur am isoelektrischen Punkt Null. Die
elektrophoretische Auftrennung des Proteingemisches erfolgt bei der TEF {iber einen

pH-Gradienten. Als Trigermaterial dienen ampholythaltige Polyacrylamidgele, die
den Aufbau eines stabilen, linearen pH-Gradienten erméglichen. Im elektrischen Feld
wandern die Proteine zur entgegengesetzt geladenen Elektrode [197]. Die Wande-
rungsgeschwindigkeit v ist dabei abhéngig von der elektrischen Feldstirke E. der
Nettoladung des Proteins z und dem Reibungskoeffizienten f, der durch Masse und
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Form des wandernden Molekiils sowie der Viskositit des Mediums beeinflufit wird.
Diese Abhingigkeiten kénnen in der Formel
B Fz

v = 7 (2.7)

zusammengefafit werden.

Die aufgetragenen Proteine wandern im pH-Gradienten bis zu einer Position, an
der der pH ihrem pl entspricht. An diesem Punkt betrigt die Nettoladung z des
Proteins Null, so dal die Wanderungsgeschwindigkeit v ebenfalls gleich Null ist.
Durch Auftrag eines Standardgemisches aus Proteinen mit bekannten isoelektrischen
Punkten kann der pl eines unbekannten Proteins bestimmt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die IEF verwendet, um die isoelektrischen Punkte
der unter verschiedenen Kulturbedingungen erzeugten Antikérper miteinander zu
vergleichen und so eine Aussage iiber die Produktidentitit machen zu kénnen.

Fiir die Elektrophorese stand das PhastSystem der Firma Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Schweden) zur Verfiigung, mit dem unterschiedliche elektropho-
retische Trennprogramme und anschliefende Farbungen automatisiert durchgefiihrt
werden kénnen. Die Fokussierung erfolgte in einem homogenen IEF-Polyacrylamid-
Fertiggel mit einem Trennbereich von pH 3 - 9 (PhastGel IEF 3 - 9, Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) [151].

Zur Vorbereitung wurden die R24 Antikérper gegen vierfach mit Wasser verdiinnte
CMF-PBS (siehe 2.3.1.7) 12 h bei 4°C dialysiert (Membran mit 12 - 14 kDa Aus-
schlugrofie, Medicell International, London, England), in einer Vakuumzentrifuge
(Bachofer, Reutlingen) zur Trockne eingeengt und mit MilliQ-Wasser auf physio-
logische CMF-PBS Konzentration aufgefiillt. Diese Vorbehandlung war notwendig,
um bei der IEF storende Puffer- und Salzeffekte zu beseitigen. Die Konzentrati-
on der Antikérper wurde zum Auftrag auf ca. 70 ng/pl mit CMF-PBS verdiinnt.
Der Auftrag auf das Gel erfolgte mit einem Probenapplikator (Sample Applicator,
Pharmacia, Uppsala, Schweden).

Gleichzeitig mit den Proben wurde ein Standardproteingemisch als Marker aufgetra-
gen (IEF Markers 3-10, Serva Liquid Mix, Serva Electrophoresis, Heidelberg). Die

elektrophoretische Trennung erfolgte nach dem wie folgt vorgegebenen Programm:

1. Vorfokussierung der Ampholyte: 2000 V. 25 mA 35W 15°C 75 Vh
2. Probenapplikation 200V 25mA 35W 15°C 15 Vh
3. IEF der Probenproteine 2000V 25 mA 35 W 15°C 410 Vh

2.6.7 Gelchromatographie

Zur Uberpriifung der Reinheit und Produktidentitit wurde eine Gelfiltration mit
dem Smart System (Pharmacia, Uppsala, Schweden) durchgefiihrt. Bei dem Smart
System handelt es sich um ein Mikroaufreinigungssystem zur Separation von Biomo-
lekiilen in kleinem MafBstab mit Flufiraten von 10 ul bis 2 ml pro Minute und einem
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Maximaldruck von 25 MPa. Das System besteht aus pPrecision pump, pgSeparation
unit, pPeak monitor, pFraction collector und Smart Manager Software.

Diese Grofenausschlufichromatographie beruht auf einer unterschiedlichen Vertei-
lung von Molekiilen zwischen dem stationdren weitporigen Gelkompartiment (ca.
100 nm) und dem umgebenden Medium [162]. Kleine Molekiile haben eine ver-
gleichsweise hohere Verweilzeit im Gelkompartiment und benstigen somit ein grofie-
res Elutionsvolumen als grofie Molekiile, was somit zu einer Trennung von Molekiilen

nach ihrer Molekiilgrofle fiihrt.

Als Sdule diente eine Superdex 200 PC 3.2/30 (Pharmacia, Schweden) mit einem
Trennbereich von 10 - 600 kDa. Es wurden 15 - 70 ul Probe durch einen 100 pl Loop
auf die Sdule aufgegeben. Die im Laufpuffer (50 mM Natriumphosphat; 150 mM
Natriumchlorid; pH 7,2) bei einer Flufirate von 40 pl/min von der Sdule eluierten
Proteine wurden mittels UV-Signal bei 280 nm detektiert.

2.6.8 Photometrische Bestimmung des Neutralzuckergehal-
tes

Da der Peptidanteil des Proteins bei vielen Nachweismethoden die Meflergebnisse
vertilscht, miissen hdufig zunichst die Zucker von dem Peptidanteil getrennt werden.

Der colorimetrische Nachweis mittels der Resorcin/Schwefelsiure Mikromethode
[121] stellt eine einfache und schnelle Methode dar, den Gehalt an Neutralzuckern
wie Mannose, Fukose, Galaktose und Glukose von Glykoproteinen und Glykolipiden
zu bestimmen, ohne dafl zuvor die Zucker isoliert werden miissen. Durch die Emp-
findlichkeit der Methode kénnen Zuckermengen von weniger als 2 nMol in 200 pl
Probe detektiert werden.

Zur Bestimmung des Neutralzuckergehaltes der produzierten Antikérper wurden ca.
200 pg des Glykoproteins in 200 ul Puffer in ein 2 ml Eppendorf Reaktionsgefd
(Eppendorf, Hamburg) gegeben. Dazu wurden 200 pl einer wissrigen Resorcinlo-
sung (6 mg/ml) (Merck, Darmstadt) und 1 ml 75 %ige Schwefelsdure pipettiert und
anschlieffend gut gemischt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 min auf 95°C erhitzt
und dann fiir weitere 30 min abgedunkelt bei 0°C gekiihlt. Der Neutralzuckergehalt
der Probe wurde photometrisch durch Messung der Absorption bei 430 nm (Uvi-
kon Spektrometer, Kontron Instruments, Neufahrn) bestimmt. Als Referenzzucker
diente Mannose. Uber eine Eichreihe wurde der Neutralzuckergehalt der Antikérper
bestimmt.

2.6.9 Bestimmung des proteingebundenen Sialinsiuregehal-
tes mittels HPLC

Neben der photometrischen Bestimmung des Sialinsduregehaltes (siehe 2.8.4) er-
folgte eine quantitative Bestimmung des Sialinsduregehaltes im Nanogrammbereich
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mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion mit dem Reagenz DMB (1,2-Diamino-4,5-
methylendioxybenzoldihydrochlorid (Sigma, Deisenhofen)) [53]. Diese Methode 148t

eine qualitative und quantitative Unterscheidung zwischen NeubAc und NeubGce

durch eine RP-HPLC zu.

Zur Entfernung von storend hohen Salzkonzentrationen in den Proben wurden R24
Antikérpermengen von ca. 2 mg zunichst gegen CMF-PBS (siehe 2.3.1.7) dialysiert
(Membran mit 12 - 14 kDa Ausschluigrenze, Medicell International, London, Eng-
land). Dann wurden die ca. 2 ml-Proben zunéchst durch Ultrafiltration mit Microsep
30K (Filtron GmbH, Karlsheim) auf ein Volumen von ca. 500 pl reduziert und an-
schlieflend in der Vakuumzentrifuge (Bachofer, Reutlingen) zur Trockne eingeengt.
Zur Abspaltung der Sialinsduren wurden die Proben mit 100 gl 25 mM H3SO4 90
min bei 80°C (pH < 2) inkubiert und anschlielend im Eisbad abgekiihlt. Die freige-
setzten Sialinsduren wurden lichtgeschiitzt mit 100 gl DMB-Reagenz (10 mg DMB
in 6 ml 1 M g-Mercaptoethanol und 18 mM Natriumdithionit) 150 min bei 60°C
(pH < 2) zu ihren fluoreszierenden Derivaten umgesetzt. Wenn bei der Umsetzung
mit dem DMB-Reagenz ein pH >2 herrscht, kommt es zu einer rot-braun Fiarbung
der Probe und damit zu ihrer Zerstorung. Die Auftrennung der Derivate (40 bis 70
¢l des Derivatisierungsansatzes) erfolgte in einer Kontron D450 Anlage (Kontron In-
struments, Echingen), die mit zwei HPLC-Pumpen Typ 420 und einem Autosampler
Typ 460 ausgestattet war. Die Auftrennung erfolgte unter isokratischen Bedingungen
mit Methanol/Acetonitril/Wasser (9/7/110) iiber eine 124 mm x 4 mm Superspher
RP1s-Séule (Bischoff, Leonberg) bei einem Fluff von 1,2 ml/min [31] in einem Zeit-
raum von 30 min. Die DMB-Derivate wurden mittels Fluoreszenzdetektor (Kontron,
Typ SFM 25, Echingen) nach Anregung mit Licht einer Wellenldnge von 373 nm bei
einer Emissionswellenldnge von 448 nm detektiert. Als Referenzsubstanzen wurden
Neub5Ac und NeubGe (Sigma, Deisenhofen) verwendet.

2.6.10 Bestimmung der N-glykosidisch gebundenen Oligo-
saccharidstrukturen mittels HPAEC-PAD

Fiir die Trennung und Strukturermittlung der N-glykosidisch gebundenen Oligo-
saccharide des R24 Antikorpers wurde die HPAEC-PAD (High-Performance Anion
Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric Detection) eingesetzt. Dabei
handelte es sich um eine hochauflésende Anionenaustauschchromatographie bei ho-
hen pH-Werten. Die aufgetrennten Oligosaccharide wurden an einer Goldelektrode
amperometrisch detektiert [86]. Den Signalen der HPAEC-Profile wurden mit Hilfe
von Referenzoligosacchariden [64] die entsprechenden Strukturen zugeordnet.

Die Chromatographie erfolgte mit einer Bio-LLC Anlage (Dionex GmbH, Idstein) [63]
die mit einer CarboPac PA-100 Saule (4,6x250 mm) bestiickt war [140, 60].
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Oberhalb eines pH-Wertes von 12 liegen Zucker teilweise in anionischer Form vor,
wobei nicht alle OH-Gruppen die gleiche Aziditdt besitzen. Bei o~ und g-Methyl-D-
Glykopyranosiden deprotonieren die OH-Gruppen in der Reihenfolge 2-OH > 6-OH
> 3-OH > 4-OH mit steigendem pH-Wert [94]. Die unterschiedliche Dissoziation
an den einzelnen Hydroxylgruppen wird zusétzlich durch unterschiedliche elektro-
statische Wechselwirkungen, resultierend aus dem jeweiligen Umfeld der Zucker,
beeinfluit. Die hieraus resultierenden Unterschiede in der Ladung der Zucker ma-
chen eine Auftrennung von Oligosacchariden mit verschiedenen Strukturen in der
Anionenaustauschchromatographie méglich.

Die N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide des R24 Antikorpers wurden che-
misch mittels Hydrazinolyse abgespalten und anschlielend isoliert. Mit den nach
dieser Methode gewonnenen Zuckerketten wurden anschlielend die HPAEC-PAD
und die MALDI-TOF-MS durchgefiihrt.

Diese Analytik wurde durch die Arbeitsgruppen von Herrn Dr. H. Conradt und
Herrn Dr. M. Nimtz an der Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung(GBF) in
Braunschweig durchgefiihrt.

2.6.11 Deglykosylierung des R24 Antikdrpers

Fiir eine umfassende Oligosaccharid-Srukturaufklarung von Glykoproteinen ist die
Abtrennung der intakten Glykanketten vom Proteinteil erforderlich. Zur Freisetzung
der Kohlenhydratketten ist es notwendig, die glykosidischen Bindungen vom Gly-
koprotein zu spalten [40]. Dazu dient in der Regel neben der chemischen Methode
der Hydrazinolyse, die enzymatische Abspaltung mit Hilfe der PNGase F (Peptid-
N-glycosidase F).

2.6.11.1 Chemische Deglykosylierung durch Hydrazinolyse

Als chemische Methode zur Freisetzung von Glykanen aus Glykoproteinen wird ne-
ben der alkalischen Hydrolyse bevorzugt die Hydrazinolyse eingesetzt. Dieser fol-
gen in weiteren Reaktionsschritten die Re-N-Acetylierung und die Abtrennung von
Acetylhydrazon. Es werden sowohl N- als auch O-glykosidische Bindungen von Gly-
koproteinen gespalten. Die resultierenden Glykane sind in einem intakten Zustand,
da sie durch Hydrazin vor weiteren Spaltungsreaktionen geschiitzt werden. Durch
gezielte Variation der Reaktionsbedingungen ist eine selektive Spaltung von O- und
N-glykosidischen Bindungen moglich [147]. Die Ausbeute liegt meist bei iiber 85 %
[38].
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Abbildung 2.12: Hydrazinolyse von asparagingebundenen Zuckerketten. Ry: Zucker;
Ry: Wasserstoff oder Fukose; R3: Polypeptidkette

Der Reaktionsverlauf der Hydrazinolyse ist in Abbildung 2.12 schematisch darge-
stellt [187, 40]. Dabei ist erwidhnenswert, dal das Produkt der reversiblen Ring-
offnung 3a sich weiter umlagern kann, was zu entsprechenden Ausbeuteverlusten
fithrt. Giinstigerweise ist Reaktionsschritt 3a im Vergleich zu den anderen Reakti-
onsschritten relativ langsam, so daf} es bei entsprechend kurzen Reaktionszeiten (8
- 10 h bei 100°C) nur wenige dieser unerwiinschten Umlagerungsprodukte entste-
hen. Die Zwischenprodukte nach den Reaktionsschritten 2 und 3 sind in wissrigen
Losungen stabil, auch wenn sie sauer sind.

Als Nachteile der Abspaltung der Glykane von Glykoproteinen durch Hydrazinolyse
ist zum einen die Zerstorung des Peptidanteils zu nennen. Zum anderen kénnen die
Sialinsduren Neu5Ac und NeubGce nach der Spaltung der Peptidbindungen und der
darauf folgenden Re-N-acetylierung nicht mehr voneinander unterschieden werden.
NeuhGe wird durch diese chemischen Reaktionen zu Neu5Ac.

Um storende Salze zu entfernen, wurden die mittels Protein A gereinigten R24 An-
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tikorper vor der Hydrazinolyse gegen 0.5 M Essigsdure fiir 12 h bei 4°C dialysiert
(Membran mit 12 - 14 kDa Ausschluigrenze, Medicell International, London, Eng-
land). Die Konzentration der R24 Antikorper wurde anschlieflend mittels BCA Test

germessern.

Die Hydrazinolyse der R24 Antikérper wurde im Rahmen dieser Arbeit sowohl ma-
nuell als auch mittels eines GlycoPrep 1000Automaten (Oxford GlycoSystems, Eng-
land) durchgefiihrt.

2.6.11.2 Enzymatische Deglykosylierung mit PNGase F

PNGase F (EC 3.5.1.52) aus dem Flavobacterium meningosepticum ist in der Lage
spezifisch N-glykosidische Bindungen zwischen N-Acetylglucosamin und Asparagin-
sdure zu spalten. Dazu ist es notwendig, die N-glycosidische Bindung durch vorherige
Denaturierung des Proteins fiir den enzymatische Zugriff besser zuginglich zu ma-
chen [38]. Neben dem Einsatz von Detergentien wie Mega 8 oder Mega 10 kommt
der tryptische Verdau zur Anwendung [158].

Zur enzymatischen Abspaltung der N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide der
R24 Antikorper kamen zwei Techniken zum Finsatz: die Abspaltung im SDS-Page
und die Abspaltung in Lésung. Zur Abspaltung im SDS-Page wurden die Antikorper-
Banden einer Gelelektrophorese ausgestochen und in einen Reaktionsansatz aus
NaHCOgs-Puffer (pH 7,0), Trypsin und PNGase F iiberfiihrt. Nach 16 h bei 37°C wur-
den die Oligosaccharide mit Wasser extrahiert [87]. Bei Glykanabspaltung in Lésung
wurde der Antikorper zundchst mit Detergens und -Mercaptoethanol denaturiert.
Die Abspaltung erfolgte durch Inkubation mit PNGase F fiir 72 h bei 37°C. Zur
Isolierung der N-Glykane wurden die Proteine mit 80 % eiskaltem Ethanol gefllt
[87]. Eine finale Reinigung erfolgte mit einer Gelchromatogtaphie. Bei allen enzyma-
tischen Abspaltungen wurde rekombinante PNGase F aus E.coli (N-GlycosidaseF,
Boehringer, Mannheim) verwendet.

2.6.12 Massenspektrometrische Strukturaufklirung der N-
glykosidisch gebundenen Oligosaccharide

In der Massenspektrometrie werden die Probemolekiile mit Hilfe einer Ionenquelle
in positiv oder negativ geladene, gasférmige lonen iiberfiihrt. Diese werden in einem
Analysator nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhiltnis (m/z) getrennt und mit einem
Detektor registriert.

In Massenspektrometern kommen verschiedene Trennsysteme zum Einsatz. Die ver-
breitetsten Prinzipien zur Massentrennung von lonen sind die Ablenkung im Ma-
gnetfeld, die Flugzeit (TOF), die Tonen Trap- und Cyclotron-Resonanz-Methode.

Auch werden die massenspektrometrischen Techniken nach der Art der lonisati-
on unterschieden. Die harten lonisationsarten wie z.B. die Elektronenstoflionisati-
on sind durch zahlreiche Fragmentierungen gekennzeichnet, die ein relativ komple-
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xes Massenspektrum ergeben. Die weichen lonisationstechniken bewirken nur gerin-
ge Molekiilfragmentierungen. Auch hochmolekulare Biomolekiile wie Proteine oder
Glykoproteine bleiben in ihrer Struktur erhalten. Beispiele fiir solche weichen lo-
nisationsarten sind Thermospray (TSP), Fast Atom Bombardement (FAB), Elek-
trospray (ESI), Feldionisation (FI), Felddesorption (FD) und die Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonisation-Time of Flight-Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS)
[38, 149].

2.6.12.1 Massenspektrometrie mittels MALDI-TOF MS

Zur qualitativen Strukturaufklarung der Oligosaccharidstrukturen wurden diese mit-
tels MALDI-TOF Massenspektrometrie vermessen.

Dazu wurden von den unter verschiedenen Kulturbedingungen produzierten R24
Antikérpern die N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharidstrukturen mittels Hy-
drazinolyse abgespaltenen und anschliefend unter sauren Bedingungen desialyliert.

Mit MALDI-TOF MS ist es moglich, auch grofle Biomolekiile bis zu einem Mo-
lekulargewicht von 500 kDa als Ionen im gasformigen Zustand zu erzeugen und zu
vermessen [38]. Dazu werden die Biomolekiile in eine Matrix eingebettet und mit La-
serlicht als Ionen in die Gasphase gebracht. Die verwendete Matrix absorbiert dabei
im Gegensatz zum Probemolekiil das Laserlicht gut, und reifit beim Verdampfen die
Probemolekiile mit. Die Tonen kénnen dann mit einem Flugzeitmassenspektrometer
analysiert werden.

Die Analysen wurden mit einem Bruker REFLEX MALDI Massenspektrometer
[140, 153] durch die Arbeitsgruppe von Herrn Dr. M. Nimtz an der Gesellschaft
fiir Biotechnologische Forschung (GBF) in Braunschweig durchgefiihrt. Das Instru-
ment war mit einem Verzogerungs-Extraktor und Reflektor ausgeriistet. Der Ny La-
ser (337 nm) arbeitete mit 3 nsec Pulsen bei einer Bestrahlungsstirke von 107 -108
Wem?. Als Matrix diente 2,5-Dihydroxybenzoesiure (10 mg/ml in 10 % Ethanol).
Die Spektren wurden mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV aufgenommen.

2.6.12.2 Massenspektrometrie mittels Nano ESI-QTOF-MS

Bei der ESI-QTOF-MS (Electrospray Quadrupol Time-Of-Flight Mass Spectrome-
try) werden die Analyten in einer Fliissigkeit durch eine Kapillare gefordert, die an
ithrem Ausgang von einem elektrischen Feld umgeben ist. Beim Austritt aus der Ka-
pillare fithrt dieses zum Verspriithen und zur elektrischen Aufladung (lonisierung) der
Molekiile, die dann im Massenspektrometer nach ihrem Masse/Ladung-Verhiltnis
aufgetrennt werden. Die gezielte Fragmentierung der Molekiile spielt in der ESI-
QTOF-MS Analytik eine wichtige Rolle und kann eingesetzt werden, um genauere
Strukturinformationen zu erhalten.

Mit der bei den Untersuchungen verwendeten Gerdtekonfiguration konnten Oligo-
saccharide in subnanomolaren Konzentrationen detektiert werden.
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Die durchgefiihrte enzymatische Zuckerabspaltung ist dabei sowohl in Lésung als
auch im Gel vorgenommen worden [87].

Die Analysen wurden von Frau D. Sagi in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. J.
Peter-Katalini¢ am Institut fiir Medizinische Physik und Biophysik der Universitét
Miinster mit einem Micromass Massenspektrometer, ausgestattet mit einer nanoESI
lonenquelle, durchgefiihrt [115]. Die Kapillar-Spannung betrug 1.3 kV im Negativ-
und 1.5 kV im Positiv-Mode. Die Diisenspannung (V.) betrug 75 V im Negativ- und
88 V im Positiv-Mode.

2.6.13 Biosensor Bindungstests mittels Surface Plasmone
Resonance (SPR)

Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens des R24 Antikorpers gegeniiber seinem
Antigen Gps wurde das optische SPR Verfahren verwendet. Die Untersuchungen
wurden mit dem Biosensorsystem BIAcore 2000 (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
durchgefiihrt. Die Abkiirzung BIA steht dabei fiir ,,Biomolecular Interaction Analy-
sis“, was den Finsatzbereich des Gerites beschreibt. Es dient der Studie von Wech-
selwirkungen zwischen Substrat und Analyt (oder Rezeptor und Ligand) auf moleku-
larer Ebene. Der Vorteil der BIA Technologie gegeniiber bisherigen Untersuchungs-
systemen wie ELISA besteht zum einen in der Echtzeitaufnahme der Mefidaten,
was eine zeitaufgeloste Analyse ermoglicht. Zum anderen sind keine Sekundérderi-
vate wie mit alkalischer Phosphatase konjugierte Antikérper zur Beobachtung der
Wechselwirkungen notwendig.
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2.6.13.1 Aufbau und Funktion des BIAcore 2000
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Abbildung 2.13: Schematische Darstellung des Aufbaues und der Funktionsweise
eines SPR Biosensorsystems.

Ein goldbedampfter Glastriger wird von einem Laser unter einem sich periodisch
dndernden Winkel angestrahlt. An der Phasengrenze des Glastrigers kommt es zur
Totalreflektion des Laserlichtes. Abweichend von der klassischen Physik ist im re-
flektierten Laserlicht unter einem genau definierten Winkel fgpr ein Intensitdtsmini-
mum zu beobachten. Diese Erscheinung wird durch die Quantenphysik mittels SPR
erkldrt. Der Winkel des Intensitdtsminimums fFspr ist Abhéngig von der Massenkon-
zentration an der Phasengrenze des Glastrigers. Wird z. B. iiber den Glastrager, auf
dem ein Antigen (z.B. Gps) fiir einen Antikorper (z.B. R24) immobilisiert ist, eine
Antikorperlosung gegeben, nimmt die Massenkonzentration auf der Oberfliche des
Glastragers in Folge der Kopplung des Antikorpers an das Antigen zu. Diese Mas-
senzunahme kann detektiert werden und erlaubt somit eine zeitaufgeloste Analyse
der Kopplung des Antikorpers an sein Antigen.

Mit der SPR Biosensor Technologie ist es moglich, sehr genaue Informationen iiber
die Massenkonzentration des Mediums in einer Tiefe von ca. 300 nm oberhalb eines
mit Gold bedampften Glastrigers zu erhalten. Bei dem verwendeten Biosensorsy-
stem BIAcore 2000 ist die Anzeige des Detektorsignales so geeicht, dafl eine Zunah-
me von 1000 RU (Resonanz Units) einer Massenzunahme von ca. 1 ng/mm? auf der
Glastrageroberfliche entspricht bei einem Signalrauschen von < 2 RU.



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 66

Resonance by
signal (kRU) L
R 44
13' - . F
‘h
Y Dissociation
i A %,
:::. J.—-’ |_,--'ff ", .
5 * o [~ K H -
"n A o) inetics
chbyvene| o =/ - | Regeneration
— I‘ T /a
LN
Q/
12 | Concentration l > ’*;'j;
TI. | iiatenid
= e el el 3 —_—
FYEYY Y Yy FYYYYEYY

[ -.

100 200 300 400 500 600
Time (s)

Abbildung 2.14: Schematische Darstellung des Sensogrammes eines BIAcore Gerétes
(nach BIAcore, 2000).

Bei dem BlIAcore 2000 Gerit ist der Glastrdger Teil einer MeBzelle, die als Durch-
fluBkammer konfiguriert ist. Auf dem Glastrager oder auch ,Sensochip® wird ein
Substrat immobilisiert, das eine Affinitdt zu dem zu untersuchenden Analyten be-
sitzt.

2.6.13.2 Physikalische Grundlagen der SPR

Im Folgenden sollen nun die physikalische Grundlagen der Mefitechnik beschrieben
werden.

Die SPR Sensortechnik basiert auf Phdnomen bei der Totalreflektion von Licht,
die bei dem Ubergang von einem optisch dichteren (hier der Glastréger) in ein
optisch diinneres Medium (hier die fliissige Phase) auftreten, wenn ein kritischer
Einfallswinkel iiberschritten wird. Abweichend von der klassischen Optik gibt es
trotz der Totalreflektion des Lichtstrahls ein elektromagnetisches Feld auflerhalb
des optisch dichteren Mediums. Die Intensitit des totalreflektierten Lichtstrahls ist
an der Oberfliche im optisch diinneren Medium nicht sofort gleich Null, sondern
dringt bis zu einer Tiefe von ca. 1/4 der Wellenlinge des verwendeten Lichtes in
das angrenzende, optisch diinnere Medium ein. Manchmal wird dieser Effekt als
optisches Tunneln beschrieben. Ist das angrenzende Medium eine Goldschicht, wird
diese von dem elektromagnetischen Feld durchdrungen, und unter genau definierten
Bedingungen kommt es zu einer Interaktion mit den Elektronen im Metall; Licht
wird absorbiert und ein Surface Plasmon (ein Quantenobjekt, das nur mit diskreten,
erlaubten Energiewerten existiert) wird angeregt (Elektronen Dichte-Welle).

Das erzeugte Plasmon oder auch Plasmaschwingungsquant ist wiederum von einem
elektromagnetischen Feld begleitet, der sogenannten ,evaneszierenden Welle*, die
eine gewisse Ausdehnung auch in den Raum jenseits der Goldschicht hat. Kommt
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es nun unter genau definierten Bedingungen zu einer evanesziernden Welle, geht
dem reflektierten Laserlicht Energie verloren, was sich in einem Intensitédtsminimum
niederschlégt.

Die physikalische Theorie der Fortpflanzung von Licht in einem Material beinhal-
tet nun Terme, die auch in der optischen Dichte des Materials eine Rolle spielen.
So kommt es dazu, daff die Plasmon Resonanz von den gleichen Termen abhéngt,
wie die optische Dichte der involvierten Materialien. Eine Anderung in der Mas-
senkonzentration und damit in der optischen Dichte der fliissigen Phase kann somit
in einer Anderung des Lichtausfallwinkels Sspr nach der Totalreflektion, bei dem
ein Intensitdtsminimum auftritt, beobachtet werden. Fine Beladung des Glastrigers
mit 1 ng/mm? Protein und die damit verbundene Anderung in der optischen Dichte
resultieren in einer Verschiebung von ca. 0,12° im Winkel des Intensitdtsminimums.

2.6.13.3 Loésungen und Reagenzien

HEPES Laufpuffer: 10 mM HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N*-2-ethan-
schwefelsidure, Roth, Karlsruhe), 150 mM NaCl, 0,02 % NaNj; in Milli-QQ Was-

ser.

Gangliosid Stammldsungen: 1 mg/ml Gangliosid in Ethanol/Methanol (9/1,
v/v). Vor dem Gebrauch 1 min mit Ultraschall behandeln.

R24 Antikérperlésungen: Die Protein A gereinigten Antikérperproben wurden
gegen Laufpuffer dialysierten und auf Konzentrationen von 70 bis 490 nM
eingestellt.

2.6.13.4 Durchfiihrung

Die Biosensor-Analyse der R24 Antikérper erfolgte mit Gps, das iiber hydrophobe
Wechselwirkungen auf der Oberfliche eines CM5 Sensorchips, der mit Carboxyme-
thyldextran belegt war, immobilisiert wurde [19]. Um in den Sensogrammen De-
tektorsignale durch unspezifische Bindungen und ,bulk® Effekte, die sich z.B. aus
Wechselwirkungen mit Salzen ergeben, zu eliminieren, wurde von dem Gps Mef3si-
gnal der Wert von einer mit Gy beladenen Meflzelle subtrahiert.

Nach dem Durchlauf der Probelésung mit dem Analyten (R24 Antikérper) floff der
reine Laufpuffer durch die DurchfluBkammer, was eine Reduzierung der Konzentra-
tion des Analyten auf praktisch Null zur Folge hatte. Unter diesen Bedingungen
kam es zur Dissoziation des an den Sensorchip gebundenen Analyten aus der die
Dissoziationskonstante der Bindung berechnet werden konnte.

Die Gangliosid-Stammlésung wurde 1/3 (v/v) mit Hepes Laufpuffer verdiinnt und
anschliefend 3 min mit Ultraschall behandelt. Zur Immobilisierung wurden 60 pul
so hergestellter Glykolipidmischung mit einer Flufirate von 5 ul/min iiber die ent-
sprechende Meflkammer auf dem Sensorchip gepumpt. Alle Operationen bei der
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Messung, Regeneration usw. wurden in der Versuchsreihe mit einer festen Flufira-
te von 5 pl/min durchgefiihrt. Nach der Aufgabe der Glykolipide wurde vier mal
mit 20 pl 10 mM NaOH gewaschen, so daf} ein stabiles Detektorsignal (Basislinie)
entstand.

Die vier Mekammern des CM5 Sensorchip wurden wie folgt mit Glykolipiden belegt:

Mefl)kammer 1: Als Referenz nicht mit Glykolipiden belegt.
Meflkammer 2: Gps (SEK02/88-4)
Meflkammer 3: Gy aus Rind (Pallmann, Miinchen).

Meflkammer 4: Gangliosidmischung aus Buttermilch (SEK02/88-5)

Bei der Messung der Bindungswechselwirkungen wurden die Meflkammern nach-
einander in der Reihenfolge 1 - 2 - 3 - 4 von R24 Antikorperlosung durchstromt.
Dabei wurde mit je 30 ul Probevolumen iiber eine Mefizeit von 360 s die Asso-
ziation bestimmt. Die Dissoziation wurde iiber weitere 360 s bestimmt. Nach jedem
MeBzyklus wurde mit 20 gl 10 mM NaOH gewaschen, was die restlichen gebundenen
R24 Antikérpermolekiile entfernte.

Zur Regeneration des CM5H Sensorchips vor einer Neubelegung mit Gangliosiden
wurde dieser nacheinander mit je 50 ul 20% n-Propanol, 50 % iso-Propanol und vier
mal mit 50 % Methanol in Wasser bei einer Fluirate von 10 pl/min gewaschen.

Alle Tests der Serie wurden mit einer Belegung an Gangliosiden durchgefiihrt, um
den Einflul durch unterschiedliche Belegungsmengen auszuschliefen. Im Laufe der
Testserie war kein ,shift* in der Basislinie festzustellen, so dafl von einer gleichblei-
benden Belegung an Gangliosiden ausgegangen werden konnte.

2.6.13.5 Kinetische Analyse der Bindungsstudien

Zur kinetischen Analyse der aufgenommenen Sensogramme wurde das einfache Bin-
dungsmodell

k
A+B ‘TL; AB
d

herangezogen, wobei [A] der Konzentration des immobilisierten Gangliosid, [B] der
des Analyten, k, der Assoziations- und kq der Dissoziationskonstante entsprechen.
[AB] kann in dem verwendeten Biosensorsystem als Konzentration an gebundenem
Lieganden interpretiert werden.

Die zur Auswertung der Kinetik herangezogenen Geschwindigkeitsgesetze lauten da-

bei wie folgt [88]:
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Fiir die Assoziation: d[AB]
BT k.[A][B] — ka|AB] (2.8)
Mit den Annahmen fiir das SPR Signal (R) [77]:

[AB]= Ra,  [B] = Rpax—Ra, und  [A]=C (2.9)
kann Gleichung 2.8 mit Termen des SPR Signals ausgedriickt werden als:

dR
= kR = (hiC + ka) R, (2.10)

Eine Losung der obigen Differentialgleichung ist:

ka max
R, = (1 — e_(kaC-l—kd)t)kg% (2.11)
a d

Fiir die Dissoziation in der Situation, dafl nach der Injektion von R24 Antikérpern
nur noch Laufpuffer iiber die Mefkammern gepumpt wird, und so [B] = 0 gesetzt
werden kann, gilt:
d[AB]
dt

= —kq[AB] (2.12)

die als Losung mit Termen des SPR Signals

R, = Rye Fat—to) (2.13)
hat.

Die Auswertung der Sensogramme geschah computergestiitzt mit dem Programm
BlAevaluation (Version 3.1, BIAcore AB, Uppsala, Schweden) nach dem oben be-
schriebenen Modell, indem zun&chst nach Gleichung 2.13 die Dissoziationskonstante
kq ermittelt wurde. Diese wurde dann eingesetzt, um separat die Assoziationskon-
stante k, nach Gleichung 2.11 zu ermitteln. Die Bindungskonstante K4 ist der Quo-
tient :—Z.
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2.7 Isolierung, Aufreinigung und Charakterisie-
rung des Gangliosids Gps

Um neben der quantitativen Bestimmung der produzierten R24 IgG- Antikérper auch
Aussagen iiber deren Aktivitdt machen zu kénnen, war es notwendig, das spezifische
Antigen des Antikorpers zu isolieren. Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung des
Gangliosids Gps, wurde Buttermilch verwendet.

2.7.1 Isolierung von Gangliosiden aus Buttermilch

Ausgangsmaterial

|

Extraktion 35, 58, 172]

}

lonenaustauschchromatographie [70]

Y N\

Eluat 1 Eluat 2
neutrale GSL u. a. Ganglioside u. a.

|

Alkalihydrolyse [181]

|

latrobeads-
Adsorptions-
chromatographie [4]

|

lonenaustausch - HPLC
TMAE-Fractogel [59, 136]

!

Adsorptions - HPLC
Nucleosil [93, 135]

Abbildung 2.15: Schematische Darstellung der Isolierung von Gangliosiden. Die zwi-
schen den einzelnen Isolierungsschritten erfolgte Entsalzung ist aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nicht mit aufgefithrt worden (nach Heitmann et al.(1998)).
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Die Gewinnung der GSL aus biologischem Material erfolgt gewohnlich durch Ex-
traktion unter Verwendung verschiedener Losungsmittelgemische, die meist Chloro-
form, Methanol und Wasser enthalten [93]. Zur weiteren Aufreinigung werden dann
hiufig sdulenchromatographische Verfahren wie die lonenaustauschchromatographie
verwendet [130, 136]. Eine Methode zur Analytik und Isolierung hochreiner Gan-
glioside ist die Trennung mittels praparativer HPTLC [129, 132, 133].

Das Schema der Isolierung ist in Abbildung 2.15 aufgezeigt.

In dieser Arbeit wurde mir von Herrn Dr. J. Miithing eine Gangliosid-Priparation
(HD02/225-2) zur Verfiigung gestellt, mit der die Aufreinigungskaskade (vergleiche
Abb. 2.15) bis zur latrobeads-Adsorptions-Chromatographie nach Standardmetho-
den durchgefiihrt worden war [93]. Zur Reindarstellung muBte noch eine préiparative
Ionenaustausch- und Kieselgel-HPLC durchgefiihrt werden.

2.7.2 Praparative HPLC

Um aus Gangliosidmischungen definierte, saubere Finzelsubstanzen zu erhalten,
wurde zur weiteren Aufarbeitung die parparative HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography) verwendet. Die HPLC-Anlage (Gilson Abimed, Langenfeld) be-
stand aus drei M303 HPLC-Pumpen und dem Hochdruckmischer M811. Die Steue-
rung erfolgte iiber einen Computer mit 715 HPLC Controler (Version 1.20), der mit-
tels Interface an die einzelnen Komponenten angeschlossen war. Fiir die priparative
Trennung wurde der Fraktionssammler M202 verwendet. Das Probeaufgabeventil
war ein Rheodyne 7125, an das eine 5 ml Probenschleife angeschlossen war.

2.7.2.1 TMAE-Fractogel Anionenaustauschchromatographie

Bei dem TMAE-Fractogel Sdulenmaterial erfolgt die Trennung der Ganglioside
hauptséchlich in Abhéngigkeit vom Sialylierungsgrad der Ganglioside [59, 136].

Die Chromatographie wurde mit Superformance-Glaskartuschen der Gréfie 150 mm
x 10 mm (ca. 12 ml Volumen, Merck, Darmstadt) durchgefiihrt. Das Sdulenmate-
rial Fractogel EMD TMAE (Trimethylaminoethyl) - 650(s) ist ein starker lonen-
tauscher, dessen Ladungszustand iiber einen weiten pH-Bereich stabil bleibt. Die
hydrophile Fractogel Matrix ist ein Copolymerisat mit einer Korngrofie von 25 -
40 pm, das sich durch eine hohe mechanische Stabilitit auszeichnet. Die TMAE-
Austauschergruppen sind durch tentakelartige Polymerketten mit der pordsen, sphi-
rischen Gelmatrix verbunden.

Die Flufirate bei allen Aquilibrierungs-, Trennungs- und Waschschritten betrug
0,5 ml/min. Durch Spiilen mit Wasser, Tris-Puffer (0,2 M Tris; 0,5 M NaCl; pH
8,5), Wasser, 1 M Essigsdure, Wasser und Methanol wurde das Material in die-
ser Reihenfolge in die Acetatform iiberfithrt. Nach der Aquilibrierung mit Chloro-
form /Methanol /Wasser (30/60/8, v/v/v) wurde das Gangliosidgemisch in Aquili-

brierungslésung in 4 ml Portionen auf die Sdule aufgegeben. Die Trennung erfolgte
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mittels eines Ammoniumacetat Gradienten wie in Tabelle 2.4 beschrieben.

Tabelle 2.4: Spiil- und Elutionsprogramm der TMAE-Fractogel Anionenaustauscher
HPLC.

Zeit [min] FluB3 [ml/min] A® [%] B’ [%] C° [%]

0 0,0 100 0 0
3 0,5 100 0 0
210 0,5 100 0 0
220 0,5 0 100 0
247 0,5 0 100 0
490 0,5 0 0 100
546 0,5 0 0 100
357 0,0 0 0 100

* Prozentualer Anteil der Pumpen an der Gesamtfluirate; Solvent:
Chloroform /Methanol /Wasser (30/60/8, v/v/v)
’ Prozentualer Anteil der Pumpen an der Gesamtfluirate; Solvent: Methanol
¢ Prozentualer Anteil der Pumpen an der Gesamtflufirate; Solvent:
1 M Ammoniumacetat in Methanol

In der Zeit bis zu t = 210 min erfolgte die Probenaufgabe, bis zu t = 247 min wurde
mit Methanol gewaschen und ab t = 247 min bis t = 490 min wurde mittels einer
linearen Zunahme an Ammoniumacetat im Elutionssolvent eluiert. Es wurden je 1,5
ml-Fraktionen im Fraktionssammler aufgefangen.

Nach dem Lauf wurde die Sdule wie oben beschrieben gespiilt und regeneriert. Ali-
quots der Fraktionen wurden diinnschichtchromatographisch untersucht, entspre-
chend ihrer Zusammensetzung vereinigt und iiber Dialyse entsalzt.

2.7.2.2 Entsalzung

In wissrigen Losungen bilden amphiphile Molekiile wie Glykolipide, wenn sie eine
kritische Konzentration, die CMC (Critical Micelle Concentration), {iberschreiten
Mizellen aus, die so grof} sind, daf} sie nicht durch Dialysemembranen wandern kén-
nen. So ist es moglich, Glykolipidmischungen mittels Dialyse zu entsalzen [75]. Zur
Dialyse wurden Dialyseschliuche mit einer Ausschlufigrenze von 12 - 14 kDa (Me-
dicell International, Liverpool, GroBbritannien) verwendet. Es wurde gegen +4°C
kaltes MilliQQ-Wasser, das zur vollstdndigen Entsalzung mehrfach gewechselt wurde,
im 5-1-Becherglas unter Riihren dialysiert. Die Wasserentfernung aus dem Dialy-
sat fand durch Gefriertrocknung (Gefriertrocknungsanlage Lyovac GT2, Leybold-
Heraeus, Hannover) statt.
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2.7.2.3 Nucleosil Adsorptionschromatographie

Bei dieser Normalphasen-HPLC fand eine 250 mm x 20 mm-Kieselgelsiule (Nucleo-
sil 50-7, Macherey-Nagel, Diiren) Verwendung [93, 135]. Vor dem Trennlauf wur-
de die Sdule mit Chloroform und Methanol gespiilt und anschliefend mit Chloro-
form /Methanol (85/15, v/v) dquilibriert. Die Trennung erfolgte mittels eines Chlo-
roform /Methanol Gradienten wie in Tabelle 2.5 beschrieben.

In der Zeit bis zu t = 30 min erfolgte die Probenaufgabe, ab t = 30 min bis zu t
= 110 min wurde mittels linearem Gradienten die Polaritit des Laufmittels erhoht.
Es wurden je 2 ml-Fraktionen im Fraktionssammler aufgefangen.

Die Fraktionen wurden diinnschichtchromatographisch untersucht und entsprechend
ihrer Zusammensetzung vereinigt.

Tabelle 2.5: Elutionsprogramm der Nucleosil Adsorptions HPLC.

Zeit [min] FluB3 [ml/min] A°® [%] B’ [%]

0 0,0 89 15
2 4 89 15
30 4 89 15
110 4 0 100
140 0 0 100

¢ Prozentualer Anteil der Pumpen an der Gesamtfluirate; Solvent: Chloroform
’ Prozentualer Anteil der Pumpen an der Gesamtfluirate; Solvent: Methanol

2.8 Glykosphingolipidanalytik

Die mit am hdufigsten angewendeten Verfahren zur Strukturaufkldrung im Bereich
der GSL sind diinnschichtchromatographische Methoden wie die HPTLC (High-
Performance Thin-Layer Chromatography) und die Overlay-Technik, einem ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) auf einer entwickelten HPTLC-Platte.
Auch entwickeln sich die Techniken der HPLC und der Massenspektrometrie [115,
149] immer mehr zu Standardmethoden in der Glykolipidanalytik.

2.8.1 Analytische Trennung durch Hochleistungs-Diinn-
schichtchromatographie (HPTLC)

Bei HPTLC werden mit Kieselgel beschichtete Glasplatten zur Trennung von
Stoffgemischen eingesetzt. Das der Diinnschichtchromatographie zugrundeliegen-
de Trennprinzip basiert auf den unterschiedlichen Verteilungskoeffizienten der zu
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trennenden Einzelkomponenten zwischen der Fest- (Kieselgel) und der Fliissigpha-
se (Laufmittel). Zur Trennung von GSL-Gemischen [130] wurde im Rahmen die-
ser Arbeit das Prinzip der aufsteigenden Chromatographie verwendet. Die diinn-
schichtchromatographische Trennung der GSL wurde zur Uberpriifung der Aufreini-
gungsschritte bei der Isolierung und weiteren analytischen Fragestellungen verwen-
det [128, 129]. Alle Verhiltnisangaben der Laufmittelzusammensetzungen in diesem
Kapitel beziehen sich auf das Volumen der Einzelkomponenten.

2.8.1.1 Chromatographieplatten

Fiir die analytischen HPTLC wurden HPTLC-Fertigplatten der Firma Merck (10 cm
x 10 c¢m, Kieselgel 60, Schichtdicke 0,2 mm) verwendet. Vor dem Gebrauch wurden
diese durch 60 min Erhitzen auf 110°C im Trockenschrank aktiviert (getrocknet) und
anschliefend iiber Blaugel und Phosphorpentoxid im Exsikkator bei RT gelagert.

2.8.1.2 Auftragung der Proben auf die Platten

Alle Proben wurden mittels des automatischen Probenaufgebers Linomat IV (Ca-
mag, Muttenz, Schweiz) auf die HPTLC-Platten aufgetragen. Zu analytischen
Zwecken wurden Banden von 4 mm Breite (bei geringen Probemengen 4 mm Ban-
denbreite) und einem Auftragungsfluff von ca. 0,1 ul/sec beginnend in einem Ab-
stand von 10 mm vom Plattenrand gewé&hlt.

Die aufgetragenen Mengen an Gangliosiden betrugen etwa 1 gg/mm Bandenbreite
bei aufgereinigten Einzelsubstanzen und ca. 5 pg/mm Bandenbreite fiir Substanz-
gemische.

2.8.1.3 Entwicklung der Chromatogramme (Laufmittel)

Die HPTLC-Platten wurden 25 - 30 min in einer mit Filterpapier (3MM Chr, Water-
man, Maidstone, England) bestiickten und dquilibrierten Chromatographiekammer
(Desaga, Heidelberg) entwickelt.

Als Laufmittel fiir maximal 10 Entwicklungen wurden jeweils 100 ml folgender Lo-
sungsmittelgemische verwendet:

Laufmittel 1: Chloroform/Methanol/Wasser (120/70/17), 20 mM CaCls.
Dieses Laufmittel ist gut geeignet zur Auftrennung neutraler Glykosphingoli-
pidstrukturen, die ein bis fiinf Neutralzucker aufweisen.

Laufmittel 2: Chloroform/Methanol/Wasser (120/85/20), 20 mM CaCls.
Das polarere Gemisch eignet sich besser zur Auftrennung langkettiger neutraler
GSL und negativ geladener Ganglioside.
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Laufmittel 3: Chloroform/Methanol /2,5 M NH,OH in Wasser (120/85/20),
20 mM CaCl;. Das alkalische Laufmittel ist speziell fiir die Trennung von
NeubAc und Neu5Ge substituierter Ganglioside geeignet.

2.8.2 Analytische Detektion mittels Orcin— und Resorcin—
Farbung

(A) (B)

CH;

HO OH HO OH

Abbildung 2.16: (A) Orcin; 3,5-Dihydroxy-toluol; C;HgOq; FW = 124,16. (B) Re-
sorcin (Resorcinol); 1,3-Dihydroxy-benzol; CgHgOq; FW = 110,11.

Beide Farbstoffe wurden als Spriihreagenzien eingesetzt. Orcin ist ein generelles
Zuckerfiarbereagenz [181]. Resorcin hingegen firbt spezifisch Sialinsduren an [184].

Orcinfiarbung: Die Platte wurde mit einer 0,2 %igen Orcinlésung in H,SO4/H,0
(3/1) bespriiht und ca. 15 min bei 100°C entwickelt. Neutrale GSL und Gan-

glioside liefern rotviolette Banden.

Resorcinfirbung: Die Platte wurde mit einer 0,2 %igen Resorcinlésung in
Hy0/HClyon, (2/8, v/v) mit 0,25 ml 0,1 M CuSO4 in Wasser auf 100 ml be-
spriiht und ca. 30 min bei 100°C entwickelt. Dabei wurde die bespriihte Platte
mit einer Glasplatte abgedeckt, um ein Austrocknen zu verhindern. Ganglio-
side ergeben charakteristische blauviolette Banden.

2.8.3 Immunologischer Nachweifl von Gp; mittels Overlay-
Technik

Ein relativ einfaches und sehr spezifisches Verfahren zum Nachweis bestimmter GSL-
Strukturen ist mit der Overlay-Technik [105] gegeben. Hierbei handelt es sich um
einen ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), der auf einer entwickelten

HPTLC-Platte durchgefiihrt wird [106, 134].

Da der Overlay-Test mit wissrigen Medien durchgefiithrt werden muf}, die Kieselgel-
DC-Platten aber nicht wasserbestidndig sind, fixiert man das Kieselgel nach der
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Chromatographie mit einem Kunststoff (Plexigum P28, ein Polyisobutylmetha-
crylat, Rshm). Die Vorteile dieser Nachweistechnik liegen in ihrer hohen Spezifitit
und Empfindlichkeit.

Zum Nachweis wird zundchst ein Antikérper, der gegen eine spezifische Oligosaccha-
ridstruktur gerichtet ist, auf die chromatographierte HPTLC-Platte gegeben. Zur
Detektion des gebundenen Antikérpers (Primérantikorper) wird ein zweiter Anti-
korper (Sekundirantikorper), der gegen die Immunglobulinstruktur des Priméran-
tikorpers gerichtet und mit alkalischer Phosphatase gekoppelt ist, auf die Platte
gegeben. Es konnen auch andere Nachweissysteme verwendet werden, wie z.B. Fluo-
rochrom oder Peroxidase gekoppelte Antikérper, die jedoch durch Azid gehemmt
werden kénnen.

Die Bindung des sekundiren Antikorpers wird iiber ein Substrat auf der Platte
nachgewiesen, welches von der alkalischen Phosphatase zu einem unléslichen farbigen
Produkt umgesetzt wird, wodurch das zu detektierende GSL sichtbar wird. Der
Overlay-Test erfolgt in speziellen Kammern mit 40 ml Uberschichtungsvolumen.

Lésungen und Reagenzien

Plexigumlésung: gesittigte Losung durch zweistiindiges Riithren von einem Uber-
schuf} Plexigum in n-Hexan

CMF-PBS: 8,0 g/l NaCl; 0,2 g/l KCIL; 1,15 g/l NayHPOy; 0,2 g/1 KH2PO4 in
Wasser, pH 7.2

Absittiger: CMF-PBS mit 1% Rinderserumalbumin und 0,02% NaNs (v/w/w/)
Waschpuffer: CMF-PBS mit 0,05% Tween 21 und 0,02% NaNj (v/v/w)

Primirantikérperlésung: in 40 ml Absittiger werden 40 pg R24 Antikorper
gelost.

Sekundérantikdrperlosung: in 40 ml Absittiger werden 40 ul Ziege-anti-Maus
IgG, das mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist (Alkaline Phosphatase-
conjugated AffiniPure goat anti-mouse IgG + IgM (H & L), Dianova, Ham-
burg), gelost.

Glycinpuffer: 0,1 M Glycin; 1 mM ZnCly; und 1 mM MgCl; in Wasser;
pH 10,4

BCIP-Fiarbelosung: 0,05% (w/v) BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat,
Roth, Karlsruhe) in Glycinpuffer

Gangliosid Ausgangsmaterial: Anreicherung von Gangliosiden aus Buttermilch,
HDO02/255-2

Referenzgangliosidmischung: Gangliosidmischung aus  humanem  Hirn,
HD02,/113a
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Durchfiihrung

1. Chromatographie: HPTLC der GSL-Mischung

2. Trocknung: HPTLC-Platte fiir 1 h im Exsikkator unter Olpumpenvakuum
iiber P205

3. Kunststoffbeschichtung: Beschichtung der HPTLC—Platte erfolgte in mit
Plexigum P28 geséttigter Hexanlosung.

4. ELISA:

(a) Abséttigen: 15 miniitige Inkubation mit Abséttiger

(b) Primérantikérper: Absaugen des Abséttigers und Inkubation mit Pri-
méirantikorperlosung, Inkubationszeit 1 h

(c) Waschen: Absaugen des Puffers und viermaliges Waschen mit Wasch-
puffer

(d) Sekundé&rantikdrper: 1 h Inkubation mit Sekundérantikérperlésung

(e) Waschen: Absaugen der Sekundirantikorperlssung und viermaliges Wa-
schen mit Waschpuffer und einmal mit Glycinpuffer

(f) Substrat: Uberschichten mit BCIP-Farbelosung, Inkubation bis die
Banden deutlich sichtbar sind

(g) Trocknen: Absaugen der Fiarbelosung, waschen mit Glycinpuffer und die
Platte bei Raumtemperatur trocknen

2.8.4 Photometrische Bestimmung des lipidgebundenen
Sialinsiduregehaltes

Die Bestimmung des Sialinsduregehaltes von Gangliosidmischungen erfolgte photo-
metrisch nach Umsetzung mit Resorcin [184].

Die zur Trockene eingeengte Gangliosidprobe wurde in 0,5 ml H,O aufgenommen
und 3 min im Ultraschallbad beschallt. Nach der Zugabe von 0,5 ml Resorcin-
Reagenz wurde 15 min bei 100°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 10 min
Inkubation bei 0°C gestoppt. Das Reaktionsgemisch wurde mit 2 ml Butylacetat /n-
Butanol (85/15, v/v) extrahiert. Die Phasentrennung erfolgte bei 3 min Zentrifu-
gation bei 2000 g. Der Sialinsduregehalt der Oberphase wurde photometrisch bei
580 nm (Uvikon Spektrometer, Kontron Instruments, Neufahrn) im Vergleich zu
Referenzen (NeubAc, NeuhGe, Sigma, Deisenhofen) bestimmt.

Resorcin-Reagenz: 10 ml 2% (w/v) Resorcin (Sigma, Deisenhofen) in HO plus
0,25 ml 0,1 M CuSOy4 in H;0 und 80 ml konz. HCI

Alternativ wurde die Sialinsdurekonzentration und -zusammensetzung auch mittels

HPLC ermittelt (siehe 2.6.9).



Kapitel 3

Ergebnisse und Diskussion

3.1 Kultivierung der Zellinie HB-8445

Die Kultivierung der den R24 Antikérper produzierenden Zellinie HB-8445 gliedert
sich in drei aufeinanderfolgende Abschnitte.

Zuerst wurde die Zellinie, die nach Empfehlung der ATTC in Medium mit 10 %
FCS Anteil kultiviert werden soll, an serumfreie Kulturbedingungen adaptiert, um
eine spitere Aufreinigung des Produktes zu vereinfachen. Die Adaptierung erfolgte
dabei im Spinner Kultursystem.

Im néchsten Abschnitt wurden im SuperSpinner-System das Wachstums- und Pro-
duktionsverhalten der Zellinie bei verinderten Albumin- und CO,-Konzentrationen
und in der Langzeitkultivierung untersucht. Zudem wurde in diesem Abschnitt eine
Produktionszellbank angelegt. Sie diente als Riicklage fiir einheitliches Zellmaterial,
auf das zuriickgegriffen wurde, um eine reproduzierbare Produktion des Antikérpers
R24 zu ermoglichen.

Im dritten Abschnitt wurde der R24 Antikorper unter definierten Kulturbedingun-
gen im 2-Liter-Bioreaktor in einem ungeregelten HEPES-Puffersystem und in gere-
gelten CO,/HCO3 -Puffersystemen mit den pH-Werten 7.4; 7,2 und 6,9 produziert.

3.1.1 Adaption an serumfreie Bedingungen
3.1.1.1 Kultivierung in serumhaltigem Kulturmedium

Die Zellinie HB-8445 wurde zunéchst in serumhaltigem Medium (siehe 2.1.2.1) ent-
sprechend der Empfehlung der ATTC kultiviert. Zur Vermeidung von Mykoplas-
menkontaminationen wurden dem Medium 10 mg/ml Ciprofloxacin zugesetzt.

Als Kultursysteme dienten dabei 25 ¢cm? und 80 cm? Kulturflaschen aus klarem
Polystyrol (Nunc, Wiesbaden). Die Inkubation der oberflichenbegasten Systeme in
Brutschrinken erfolgte bei 37°C und einer CO,-Begasung von 5 %.

78
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Bei einem DAPI-DNA-Férbetest (siehe 2.3.1.7) konnten keine Mykoplasmen detek-

tiert werden.

Zur Ermittlung des Wachstumsverhaltens und der N&hrstoffanspriiche der Zellen
unter diesen Standardkulturbedingungen wurden in einer 80 ¢cm? Kulturflasche die
Lebendzelldichte und die Totzelldichte so wie Glukose- Laktat- und Aminosédure-
konzentration iiber den gesamten Kulturverlauf ermittelt. Die Finsaatdichte betrug
2x10° Zellen /ml. Nach einer Lagphase von 30 h schlof sich eine exponentielle Wachs-
tumsphase mit einer Wachstumsrate g von 1.0/d bis zu einer Zelldichte von 1,4x10°
nach 126 h an. Ohne eine ausgeprigte stationdre Phase ging die Kultur nach Errei-
chen der maximalen Zellzahl direkt in die Absterbephase iiber. Der Grund hierfiir
war ein Mangel an Glutamin. Das Aminoséaureprofil zeigte an dem Punkt des Uber-
ganges von der Wachstumsphase in die Absterbephase einen vollstdndigen Verbrauch
des Glutamins an. Auch Leucin, Isoleucin und Valin wurden von den Zellen stark
verbraucht und waren zu Beginn der Absterbephase nur noch in geringen Konzentra-
tionen (15 pM und weniger) vorhanden. Bei der Kultivierung in der Zellkulturflasche
unter serumhaltigen Bedingungen wurde eine maximale Konzentration von 15 mg/1
Maus IgG Antikoérper zu Beginn der Absterbephase erzielt.

3.1.1.2 Kultivierung im serumreduzierten und serumfreien Kulturme-
dium

Um die Zellinie HB-8445 an serumfreie Kulturbedingungen zu adaptieren, wurden
parallel zwei unterschiedliche Strategien verfolgt: zum einen die schrittweise Redu-
zierung des Serumanteils am Kulturmedium und zum anderen der sofortige gdnzliche
Verzicht auf Serum. Als Basalmedium wurde dabei serumfreies Medium (wie unter
2.1.2.2 beschrieben) verwendet. Das von der ATTC empfohlene RPMI 1640 Me-
dium wurde zu 20% mit einer 1:1 Mischung aus Dulbecco’s MEM und Nutrient
Mix F12 supplementiert. Dadurch wurden die Konzentrationen der Aminosiduren
wie L-Isoleucin, L-Leucin, [.-Valin und L-Glutamin erhsht, die ansonsten durch ih-
re Verknappung wéhrend der Kultivierung zu limitierenden Faktoren wiirden. Dem
Basalmedium wurden die Proteine Humantransferrin, Rinderinsulin, humanes Se-
rumalbumin (HSA) und als anorganischer Bestandteil Selenit zugegeben. Ab einem
Serumgehalt von weniger als 5% wurde die Serumreduzierung durch Zusatz von 3
g/l HSA kompensiert, was fiir die Zellen giinstigere Kulturbedingungen bewirken
sollte.

Die Kultivierung bei erniedrigten Serumkonzentrationen bis zum vollstandigen Se-
rumentzug erfolgte zunichst im statischen System in 80 cm? Polystyrol Kulturfla-
schen. Mit diesem Kultursystem konnte keine Adaption an serumfreie Bedingungen
erreicht werden. Bei einer schrittweisen Reduzierung der Serumkonzentration konn-
ten die Zellen an eine Minimalkonzentration von 2,5% Serum im Medium adaptiert
werden. Bei einer Serumkonzentration von 1% war eine Kultivierung nur bei einer
Einsaatdichte von mehr als 3x10° Zellen /ml moglich. Die maximal erreichte Zelldich-
te betrug unter diesen Bedingungen 5,5x10° Zellen /ml. Die bei der Antikérperaufar-
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beitung stérenden restichen 1 % Serum und die unzureichende maximale Zelldichte
lielen bei einer Mafistabsvergréflerung keine zufriedenstellenden Ergebnisse erwar-
ten. Eine weitere Reduzierung des Serumgehaltes auf 0 % fiithrte zum Absterben der
gesamten Kultur binnen 48 h. Auch eine Supplementierung mit 200 M Ethanola-
min und 1 ml/l ExCyte 3, einem Lipidextrakt aus Rinderserum, erbrachte in diesem
System keine Verbesserungen.

Bei der sofortigen Serumreduktion auf 0 % bei einer Einsaatdichte von 1x10° Zel-
len/ml betrug die Viabilitdt nach 6 Tagen weniger als 5 %. Eine Adaption an se-
rumfreie Bedingungen konnte auch mit dieser Strategie nicht erzielt werden.

Erst bei einer Kultivierung im geriihrten Spinner-System konnte in einem Zeitraum
von 30 Tagen eine schrittweise Adaption an serumfreie Kulturbedingungen erreicht
werden. Die Serumkonzentrationen der einzelnen Schritte betrugen dabei 10%, 5%,
2,5%, 1% und 0 %. Dabei wurde die entsprechend néchste Erniedrigung der Serum-
konzentration vorgenommen, wenn sich die Zellen bei der gegebenen Serumkonzen-
tration in der exponentiellen Wachstumsphase befanden. Die serumfrei adaptierte
Kultur wies ein g von 0,47/d auf. Die Wachstumsrate der serumfrei wachsenden
Zellen nahm im Laufe der Kulturdauer zu, so da nach weiteren 10 Passagen ein
von 0,7 erreicht wurde.

3.1.1.3 Zusammenfassung und Diskussion

Die Zellinie HB-8445 konnte im geriihrten Spinner-System erfolgreich an serumfreie
Kulturbedingungen adaptiert werden. Dem Basalmedium wurden dabei als Pro-
teinbestandteile Humantransferrin, Rinderinsulin und HSA und als anorganischer
Bestandteil Selenit zugefiigt. Im Verlauf einer Repeated-Batch-Kultivierung von 10
Passagen im Spinner stieg die spezifische Wachstumsrate g von anfanglich 0,47 auf

0,7 an.

Im statischen System einer Polystyrol Kulturflasche war diese Adaption an serum-
freie Kulturbedingungen nicht moglich. Unter diesen Bedingungen mufite ein Min-
destanteil von 2,5% Serum im Medium vorhanden sein, damit die Zellinie eine an-
nihernd exponentielle Wachstumsphase aufwies.

3.1.2 Kultivierung der HB-8445 Zellinie im SuperSpinner-
System unter serumfreien Bedingungen

Im Rahmen einer Mafistabsvergroferung wurde zur Produktion von monoklonalen
R24 Antikérpern als erstes das nach dem Spinner nédchst grofere Kultivierungssys-
tem, der SuperSpinner, gewihlt. Die Kultivierung fand unter serumfreien Bedingun-
gen mit den entsprechend adaptierten Zellen statt (siehe Kap. 3.1.1.2). Wihrend der
SuperSpinner-Kultivierung wurde das Verhalten der Zellinie auf die Verdnderung der
Serumalbuminkonzentration im Medium und des CO;-Anteils in der Begasungsluft
untersucht. Die fiir die Adaption an serumfreie Kulturbedingungen gewihlte HSA-
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Konzentration von 3 g/1 stellt eine ungewshnlich hohe Proteinkonzentration bei der
Kultivierung von Hybridomzellinien dar und sollte fiir eine Mafistabsvergrofierung
erniedrigt werden.

Es wurde fiir Hybridomzellinien beschrieben, dafl eine Absenkung des pH-Wertes
im Medium zu einer verstdrkten Produktion von Antikérpern fiithren kann [57]. Zur
Untersuchung, inwiefern dieser Umstand fiir eine Steigerung der Antikérperproduk-
tion ausgenutzt werden kann, wurde der CO,-Anteil in der Begasungsluft auf 20 %
erhoht, was zu einer Absenkung des pH-Wertes der Kultur fiihrte.

Aus den einzelnen Batches der Kultivierung wurden Zellen kryokonserviert, die
anschliefend auf ihre Antikérperproduktivitdt hin untersucht wurden, um mog-
lichst gut geeignetes Zellmaterial zur Produktion von R24 Antikérpern im 2-Liter-
Bioreaktormaflstab zu erhalten.

3.1.2.1 Einflufl der HSA-Konzentration und eines erhhten CO,-Anteils
in der Begasungsluft auf die zellspezifischen Parameter

Zu Beginn der Kultivierung (siehe Abb. 3.1) in der 1-Liter-SuperSpinnerflasche wur-
de mit einem 20 %-igen CO5-Anteil in der Begasungsluft und 3 g/1 HSA im Medium
kultiviert. In den folgenden Batches wurde mit einer HSA-Konzentration von 0,5
g/l und ab Batch III mit einem CO,-Anteil in der Begasungsluft von 5 % kultiviert.
In dem fiir die gesamte Kultivierung verwendeten Medium waren 2,1 g/l NaHCO5
enthalten, was bei einer empfohlenen Zumischung von 5 % CO, zur Begasungsluft
zu einem pH-Wert-Bereich von 7,4 (zu Beginn des Batches) bis 7,0 (zum Ende des
Batches) in diesem Medium fiihrte. Bei einer Kultivierung mit 20 % CO; war im
Vergleich hierzu der pH-Wert der Kultur um ca. 0,3 pH-Werteinheiten zum Sauren
verschoben. Unter den sauren Kulturbedingungen bei 20 % CO, zeigte die HB-8445
Zellinie ein gedndertes Wachstums- und Produktionsverhalten (siehe Tab. 3.1).
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Abbildung 3.1: Zeitlicher Verlauf der Lebendzellzahl, der Viabilitit sowie der Kon-
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zentration (IgGg) von Mausantikorpern (A), der Konzentrationen von Glukose und
Laktat (B) und der Konzentrationen von NH} und Glutamin und die LDH-Aktivitét
(C) im Uberstand wihrend vier aufeinanderfolgender satzweiser Prozesse (repeated
batch) im 1-Liter-SuperSpinner. Zu den Zeitpunkten t = 3,8 d, 9,3 d und 12 d wurde
die Kultur zum Teil abgeerntet und mit frischem Medium aufgefiillt. Im Verlauf der
Kultivierung der Zellinie HB-8445 wurden die HSA-Konzentration im Medium von
3 g/l auf 0,5 g/l und der Anteil an CO; in der Begasungsluft von 20 % auf 5 %

verringert.

Tabelle 3.1: Die spezifischen Wachstums-, Produktions- und Verbrauchsraten der
R24 Antikorper produzierenden Zellinie HB-8445 in den vier verschiedenen Batches
der 1-Liter-SuperSpinner Kultivierung (vergleiche Abb. 3.1). Die spezifischen Raten
wurden in den exponentiellen Wachstumsphasen der Batches ermittelt.

Batch I* Batch II® Batch III¢  Batch IV¢

Zeit [d] 0-338 3,8-9.3 9,3 -12 12 - 25,7
CO2-Begasung [%] 20 20 5 5
HSA-Konzentration

[eg/1] 3 0,5 0,5 0,5
Wachstumsrate®

w[d™1 0,69 0,34 0,42 0,57
Verbrauchsraten®

mmol
108 Zellen-d

qaic 4,21 0,49 1,14 3,79
qGin 1,25 0,82 0,72 0,72
Produktionsrate®

mmol
108 Zellen-d

PLac 8,33 1,00 1,74 7,36
Produktionsrate®
o) 18C
PIgGs 69,5 42,2 20,8 19,0

¢ Zeitintervall: t1 g - t32

b Zeitintervall: t50 - tos2

¢ Zeitintervall: tg 4 - t12

4 Zeitintervall: t12,0 - t1as

¢ Ermittlung der spezifischen Raten unter Verwendung des
computergestiitzten Simulationsprogramms ,Madonna for Windows*

Aus den in Tabelle 3.1 aufgelisteten Daten ist gut zu erkennen, daf} eine Erniedri-
gung der HSA-Konzentration im Medium zu einer Verlangsamung des Zellwachstums
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fithrte. Desweiteren konnte bei dem Vergleich der Batches II, III und IV festgestellt
werden, daf} eine Erniedrigung der CO;-Konzentration von 20 % auf 5 % und der da-
mit verbundene um 0,3 Einheiten erhohte pH-Wert bei gleicher HSA Konzentration
in der Kultur hhere spezifische Wachstumsraten bewirkte. Auch die Viabilitit der
Zellen stieg von Batch II mit ca. 85 % auf iiber 95 % in der Anfangsphase von Batch
IV an. Beachtenswert ist, dafl in Batch IV die spezifische Wachstumsrate gegeniiber
Batch III, der unter denselben Bedingungen durchgefiihrt wurde, nochmals von 0,42
auf 0,57 pro Tag anstieg.

Im Verlauf der Batches II, IIT und IV war zu beobachten, dafl parallel zu dem
beschleunigten Wachstum der Zellen ihre spezifische Antlkorperproduktlmtat PlyGs
um 69 % abnahm. Auch lag die erreichte Antikérperkonzentration im Uberstand
(sieche Abb. 3.1 A) bei einer Referenzzelldichte von 1x10¢ Zellen/ml in Batch IV mit
36 mg/l nur bei ca. 33 % derjenigen, die in Batch II mit 110 mg/1 erreicht wurde.

Nach dem Ubergang der Kultur in Batch IV in die Absterbephase blieb die im
Kulturiiberstand zu detektierende Menge an Antikérpern iiber einen Zeitraum von
ca. 10 Tagen weitgehend konstant. Es kam nicht zu einer verstarkten Freisetzung
von Antikérpern durch lysierende Zellen. Zudem konnte anhand der iiber die 10
Tagen nahezu konstanten Konzentration von Antikérpern festgestellt werden, dafl
die sezernierten Antikorper im Kulturiiberstand nicht oder nur im geringem Ma-
Be proteolytisch abgebaut wurden. Die Antikérperproduktion korrelierte mit dem
Zellwachstum, so dafl innerhalb eine Batches eine wachstumsassoziierte Antikorper-
produktion vorlag.

Die Verringerung der COz-Konzentration in der Begasungsluft und die damit ver-
bundene Erhshung des pH-Wertes der Kultur vom Sauren zum Neutralen fiihrte
schnell zu Verdnderungen im Stoffwechsel der Zellen, wie aus Tab. 3.1 deutlich wird.
So erhohten sich nach der Umstellung der Kulturbedingungen (zwischen Batch 11
und III) der Verbrauch von Glukose um 86 % und die Produktion von Laktat um
40 % (siehe Abb. 3.1 B). In der zweiten Passage nach der Umstellung (in Batch
IV) wurde ein weiterer, sehr starker Anstieg der Verbrauchs- und Produktionsraten
registriert. Das Absterben der Kultur in Batch IV ist nicht auf eine Limitierung
von Glukose zuriickzufiithren, da zum Zeitpunkt t = 25,7 d noch 1,6 mmol/l Glu-
kose im Medium vorhanden waren. Ein Vergleich der Verbrauchsraten von Laktat
und der Produktionsraten von Glukose zeigen, dafl die hohe HSA-Konzentration die
Auswirkungen des hohen COj-Partialdruckes in Batch 1 (20 % CO,, 3,0 g/1 HSA)
nahezu ausgleichen, sodas der Glukose- und Laktat-Umsatz &hnlich hoch waren wie

in Batch VI (5 % COs, 0,5 g/1 HSA).

Bei dieser Adaption der Zellinie kénnte es sich um zwei Prozesse der Anpassung an
die geidnderten Kulturbedingungen handeln. So war zum einen eine schnelle Um-
stellung des Stoffwechsels der Zellen zu beobachten, die sich in einer Halbierung der
Antikérperproduktionrate von Batch II zu Batch III zeigte. Zum anderen kénnte es
zu einer Anreicherung von Zellklonen in der Zellinie gekommen sein, die bei neutra-
len pH-Bedingungen ein schnelleres Zellwachstum und einen erhéhten Glukose- und
Laktat-Metabolismus zeigten. Diese Interpretation deckt sich mit den Beobachtun-
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gen von Miller et al. (2000), die einen Einflul auf das Verhalten der Zellen durch

die Bedingungen der vorangegangenen Passagen beschreiben [117].

Bei den Aminosidurekonzentrationen im Verlauf der Kultivierung waren keine Be-
sonderheiten festzustellen. Entsprechend dem schnelleren Wachstum bei neutralen
pH-Werten ist demgemif ein schnellerer Verbrauch, besonders von Glutamin, Leu-
cin, Isoleucin, Valin, Lysin, Histidin und Methionin, festzustellen. Das Absterben
der Kultur im Batch IV ist auf die Limitierung von Glutamin zuriickzufiihren (siehe
Abb. 3.1 C), das nach t = 16 d vollkommen verbraucht war. Der starke Anstieg
der Verbrauchsrate von Glukose um 145 % von Batch III zu Batch IV ist beim
Glutamin, das eine alternative C-Quelle zur Glukose fiir die Zellen darstellt, nicht
zu beobachten.

Die LDH-Aktivitédt (siehe Abb. 3.1 C) als ein Indikator fiir Zelldefekte und Zellyse
spiegelt die Zellvialibitit, die durch Zellzdhlung ermittelt wurde, im Verlauf der
Kultivierung recht gut wider. Eine vergleichsweise niedrige LDH Aktivitidt von 421
U/1 im Kulturiiberstand von Batch IV bei einer identischen Zelldichte von 1,1x10°
Zellen /ml gegeniiber 1235 U/ml in Batch II zeigt deutlich das geringere Maf} an
Zelldefekten bei einem neutralen pH-Wert in der Kultur (siehe Abb. 3.1 C). Der
Beginn der Absterbephase in Bach IV bei t = 15,0 d macht sich neben der sinkenden
Viabilitdt der Zellen auch in einem starken Anstieg der LDH-Aktivitdt bemerkbar.

3.1.2.2 Langzeitkultivierung

Bei Kultivierungen im wiederholten satzweisen Betrieb im 1-Liter-SuperSpinner bei
neutralem pH-Wert iiber einen Zeitraum von 32 Tagen stellte sich mit zunehmender
Kulturdauer eine Abnahme der sezernierten Menge an R24 Antikérper ein. So sank
die detektierte Konzentration an R24 Antikérper im Kulturiiberstand bei einer Re-
ferenzzelldichte von 1x10° Zellen/ml von 65 mg/1 zu Beginn der Kultur auf 15 mg/1
nach 11 Passagen. Die spezifische Wachstumsrate 4 betrug in dieser Passage aber im-
mer noch 0,62/d. Im Verlauf dieser lingeren Kultivierungsdauer zeigte sich, daff die
Produktionsleistung der an serumfreie Kulturbedingungen adaptierten Zellen nicht
stabil war. Zur Erzielung hoher Antikérperausbeuten sollte daher auf Zellmaterial
aus moglichst frithen Passagen fiir das Inokulum zuriickgegriffen werden.

3.1.2.3 Erstellung einer Produktionszellbank

Um bei der anstehenden Produktion von R24 Antikérper unter definierten Bedin-
gungen im 2-Liter-Bioreaktor auf geeignetes Zellmaterial fiir die Inokulation zu-
riickgreifen zu kénnen, wurde eine Produktionszellbank mit Zellmaterial von Batch
[ (vergleiche Abb. 3.1) angelegt. Pro Kryorshrchen wurden 1,4x107 Zellen in 1 ml
Einfriermedium konserviert.
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3.1.2.4 Zusammenfassung und Diskussion

Wihrend der Kultivierung der Zellinie HB-8445 im 1-Liter-SuperSpinner bei ver-
schiedenen COy-Konzentrationen in der Begasungsluft (20 % und 5 %) und unter-
schiedlichen HSA Konzentrationen (3 g/1 und 0,5 g/1) im Medium, konnten Adapti-

onsreaktionen der Zellen auf die gedinderten Kulturbedingungen beobachtet werden.

Eine Verringerung der HSA Konzentration von 3 auf 0,5 g/l wirkte sich negativ
auf die Wachstumsgeschwindigkeit der Zellinie aus, was sich in einer deutlichen
Verringerung der spezifischen Wachstumsrate p von 0,69/d auf 0,34/d bei einer
20 %igen CO3-Begasung bemerkbar machte. Welche Serumalbuminkonzentration
bei unterschiedlichen Kulturbedingungen (pH-Wert der Kultur, COy-Konzentration,
Puffersystem etc.) optimales Wachstums erméglicht, ist im Rahmen dieser Arbeit
nicht weiter untersucht worden. Alle weiteren Kultivierungen erfolgten mit der fiir
Hybridomzellinien typischen Albuminkonzentration von 0,5 g/l HSA im Medium.

Eine Verringerung der zur Begasungsluft zugesetzten Menge an CO, von 20% auf
5% und ein daraus resultierender Shift des pH-Wertes um 0,3 pH-Einheiten zum
Basischen, fithrte zu einem verédnderten Stoffwechsel der Zellen.

So stieg bei der Erhohung des pH-Wertes der Kultur vom Sauren (20 % COz) zum
Neutralen (5 % CO2) die Wachstumsrate g innerhalb von 2 Passagen um 68 % auf
0,57/d an. Parallel hierzu stieg die Viabilitit der Zellen von 85 % auf iiber 95 % an,
was sich auch in der verringerten LDH-Aktivitdt im Kulturiiberstand widerspiegelte.
Ein saurer pH-Wert der Kultur stellt einen Strefifaktor fiir die Zellen dar, der sich
negativ auf die Wachstumsgeschwindigkeit auswirkt. Bei Erhohung von p stiegen

gleichzeitig die Glukoseverbrauchsrate um 350 % und die Laktatproduktionsrate
um 330 % von Batch II zu Batch IV an.

Im Gegensatz dazu sank die Antikérperproduktionsrate pr,c. bei einem Anstieg des
pH-Wertes der Kultur zwischen Batch II und Batch IV auf die Hilfte ab. Die An-
tikérperkonzentration im Kulturiiberstand nahm bei einer Referenzzelldichte 1x10°

Zellen/ml von 110 mg/1 in Batch II auf 34 mg/1 in Batch IV ab.

Eine repeated-batch Kultivierung bei 5 % CO, der serumfrei adaptierten Zellen iiber
32 Tage zeigte, daB die Produktionsleistung im Verlauf der Kultivierung stark ab-
nahm. Fiir eine hohe Antikérperausbeute ist daher die Verwendung von Zellmaterial
fiir das Inokulum anzustreben, das aus einer frithen Passage stammt.

Aus den oben beschriebenen Daten kann gefolgert werden, daf ein fiir eine Zellkultur
vergleichsweise niedriger pH-Wert sich zwar negativ auf die Wachstumsrate und die
Viabilitdt der Hybridomzellinie HB-8445 auswirkt, aber gleichzeitig eine gesteigerte
IgG Produktion zur Folge hat. Zur genaueren Untersuchung dieser Zusammenhénge
wurden weitere Kultivierungen bei pH-Werten von 7,4; 7.2 und 6,9 mit definierten
Kulturparametern durchgefiihrt (siehe Kap. 3.2.5).
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3.2 Reindarstellung des Gangliosids Gy

Im folgenden Abschnitt wird die Reindarstellung des Gangliosids Gps beschrie-
ben. Es diente im Rahmen der Arbeit als Antigen des monoklonalen Anti-
korpers R24. Als Ausgangsmaterial wurde eine Gangliosidmischung (HD02/225-
2) aus Buttermilch verwendet. Das Material war bis zur Stufe der latrobeads-
Adsorptionschromatographie (siehe 2.15) vorgereinigt. Die Reindarstellung des Gan-
gliosids Gps aus der Gangliosidmischung erfolgte iiber Anionenaustausch- und

Adsorptions-HPLC.

3.2.1 Trennung durch Anionenaustausch-HPLC
mit TMAE-Fractogel

Zur Trennung von neutralen GSL und geladenen Gangliosiden ist die Anionenaus-
tauschchromatographie eine hiufig genutzte Methode. Bei Gangliosiden 148t die Me-
thode eine weitere Separation in Abhingigkeit vom Sialylierungsgrad (Gruppentren-
nung in Mono-, Di-, Tri-, etc., -sialoganglioside) der Zuckerstruktur zu [5]. Neben
den iiblicherweise verwendeten schwachen lonentauschern wie DEAE-Sepharose [70]
konnte durch den Einsatz von starken lonenaustauschern wie Q-Sepharose [62] oder
TMAE-Fractogel (Trimethylaminoethyl-) [136, 59] bei Gangliosiden eine verbesserte
Trennleistung durch die Ausnutzung der Ladungs-, Zuckerkettenldngen- und Struk-
turunterschiede erzielt werden.

Bei der Trennung auf der TMAE-Fractogel-Sdule (150 mm x 10 mm, ca. 12 ml
Saulenbettvolumen) wurden 30 mg Gangliosidmischung aus Buttermilch aufgetra-
gen und mit dem in Abschnitt 2.7.2.1 angegebenen Ammoniumacetat-Gradienten
eluiert. Aliquots der einzelnen Fraktionen nach der diinnschichtchromatographischen

Trennung sind in Abbildung 3.2 dargestellt.

44 47
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Abbildung 3.2: Diinnschichtchromatogramm der eluierten Fraktionen der Trennung
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von 30 mg Gangliosidmischung aus Buttermilch auf einer 150 mm x 10 mm TMAE-
Fractogel-Séule. Aliquots von 10 pl (0,67 %) der einzelnen 1,5 ml Fraktionen wurden
mittels HPTLC in Laufmittel 2 getrennt (siehe 2.8.1). Die Fiarbung erfolgte mit
Resorcin-Reagenz. Die Fraktionen 44 - 47 wurden zur Fraktion TMAE-PI und die
Fraktionen 52 - 57 zur Fraktion TMAE-PII vereinigt. In der Bahn (R) sind 6 pug des
Ausgangsmaterials (HD02/225-2) aufgetragen.

Die finale Aufreinigung von Gps erfolgte mit der Fraktion TMAE-PII mittels
Adsorptions-HPLC.

3.2.2 Trennung durch Adsorptions-HPLC mit Nucleosil

Die Fraktion TMAE-PII aus der Auftrennung der Ganglioside mittels Ionenaus-
tauschchromatographie (siehe Abbildung 3.2), die als Hauptbestandteil das Ganglio-
sid Gps enthélt, wurde zur weiteren Reinigung einer Adsorptions-HPLC auf einer
Kieselgelsidule unterzogen (siehe Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: Resorcin-gefarbtes Diinnschichtchromatogramm der vereinigten
Fraktionen der mittels Normalphasen HPLC (Nucleosil Kieselgelsidule) getrennten
Gangliosidfraktion TMAE-PII. Die HPTLC-Trennung erfolgte mit dem alkalischen
Laufmittel 3. Die Fraktionen 0 - 35 wurden zur Fraktion Nuc-PI und die Fraktionen
36 - 55 zur Fraktion Nuc-PII vereinigt. Als Referenz dienten 12 pg der Gangliosid-
mischung HD02/225-2 aus Buttermilch.

Die HPTLC Trennung der Fraktionen Nuc-PI und Nuc-PII im alkalischen Laufmit-
tel 3, das eine Separation von NeubAc- und NeudGe-substituierten Gangliosiden
erlaubt, zeigte fiir das isolierte Gps kein verdndertes Laufverhalten. Dieses Ergeb-
nis wurde durch die Analyse des Sialinsdureprofils des isolierten Gangliosids mittels

HPLC (siehe Kap. 3.2.4) bestétigt, bei der nur Neu5Ac detektiert wurde.
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Eine Zusammenfassung der aus der HPLC-Aufreinigung der Ganglioside aus But-
termilch erhaltenen Fraktionen ist in Abbildung 3.4 dargestellt.

3.2.3 Gps-Detektion mittels Overlay-Technik

Neben der Identifizierung eines Gangliosids anhand einer Zuordnung zu entsprechen-
den Referenzgangliosiden mit bekanntem Laufverhalten mittels HPTLC bietet der
Overlay-Test mit einem spezifischen Antikérper eine eindeutige Strukturzuordnung.
Zur Charakterisierung des gereinigten Gps wurde der produzierte R24 Antikorper

eingesetzt.
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Abbildung 3.4: Orcin-gefirbtes Diinnschichtchromatogramm (A) und Anti-Gps
Overlay-Test (B) der mittels TMAE-Fractogel- und Nucleosil-HPLC erzielten Gan-
gliosidfraktionen. Die Trennungen erfolgten im Laufmittel 1. (1) 6 pg Ausgangsma-
terial HD02/225-2, (2) 5 pg TMAE-PI (siehe 3.2), (3) 10 ug TMAE-PII (siehe 3.2),
(4) 5 pg Nuc-PI (siehe 3.3), (5) 7 ug Nuc-PII (siehe 3.3), (R) 30 ug Referenzgan-
gliosidmischung aus Humanhirn (HD02/113a).

Anhand der immunologischen Markierung ist Gps auf der DC-Platte gut zu identi-
fizieren. Es konnte keine Kreuzreaktivitdt mit anderen Gangliosiden wie Gy oder
Gp1p, detektiert werden. Die Fraktion Nuc-PI wurde im Folgenden zur Bestimmung



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 90

der Konzentration an Gps-bindendem R24 Antikérper und fiir Bindungsstudien im
BIAcore System verwendet.

3.2.4 Quantitative und qualitative Bestimmung des Sialin-
siduregehaltes

Zur quantitativen Bestimmung der Menge an Gps in der Fraktion Nuc-PI wurden
zwel Verfahren benutzt: zum einen die photometrische Bestimmung des Sialinsédu-
regehaltes (siehe 2.8.4) und alternativ dazu die Bestimmung mittels HPLC (siehe
2.6.9), die zusitzlich eine Unterscheidung zwischen Neu5Ac und Neub5Ge zulift.

Die photometrische Sialinsdurequantifizierung, die keine Unterscheidung zwischen
NeubAc und NeubGe erlaubt, erfolgte mit einer Eichgeraden, die mit NeubAc er-
stellt wurde. Die quantitative und qualitative Sialinsdurebestimmung mittels HPLC
erfolgte im Vergleich zu Eichgeraden, die mit Neu5Ac und NeubGe erstellt wurden.

Tabelle 3.2: Zusammenfassung der qualitativen und quantitativen Sialinsdurebestim-
mung des isolierten Gps (Nuc-PI).

Volumen NeubAc NeubGe Sialin- Gps

Methode Fraktion [ml] [ng/pl]  [ng/pl]  sdure [ng/pl]®
Photometrie  Nuc-PI 50,0 n.b.b n.b.b 36 90
HPLC Nuc-PI 50,0 A7 n.n. A7 118
HPLC Nuc-PII 19.6 59 n.n. 59 (148)°

n.n.: nicht nachweisbar
n.b.: nicht selektiv bestimmbar

* Der Berechnung liegt zu Grunde, da} beim Gps mit einem Molekulargewicht von
M=1554 g/mol, NeubAc mit M=309,3 g/mol 40% der Gesamtmolekiilmasse
ausmacht.

 Nur die Gesamtbestimmung von Neu5Ac und Neu5Ge ist méglich.

¢ Diese Fraktion enthilt neben Gps geringe Mengen von Gyz und Gpg, so dafl die
Berechnung nur als Niherung gelten kann.

Aus der HPLC-Bestimmung des Sialinsduregehaltes konnte die Gesamtmenge des
aufgereinigten Gps berechnet werden (siehe Tab. 3.2). Mit der Fraktion Nuc-PI sind
5,9 mg reines Gps und mit Fraktion Nuc-PII ca. 2,9 mg Gps mit Beimengungen von
Guz und Gpg isoliert worden.

3.2.4.1 Zusammenfassung

Aus 30 mg Gesamtgangliosidmischung aus Buttermilch konnten mittels praparati-
ver lonenaustausch- und Adsorptions-HPLC 5,9 mg hochreines Gps isoliert werden.
Zudem wurden 2,9 mg Gps mit geringen Beimengungen an Gyz und Gpg gewonnen.

Von den moglichen vier Varianten des Gps, die sich aus der Variabilitdt der Sia-
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linsduren (Neu5Ac und Neu5Gc) in der Disialogruppe ergeben wiirden, konnte an-
hand des HPLC-Sialinsdureprofils nur Gps mit zwei NeubAc nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis deckt sich mit HPTLC-Untersuchungen, bei denen im alkalischen
Laufmittel 3 keine Verdnderung im Laufverhalten zu erkennen war. Damit ist die
Voraussetzung gegeben, das isolierte Gps als spezifisches Antigen des Antikorpers
R24 in Bindungstests einzusetzen [186].

Bei dem Overlay-Test mit R24 konnte zudem gezeigt werden, dafl der R24 An-
tikorper nicht mit anderen Gangliosiden aus humanem Hirn, wie Gyg oder Gpiy,
kreuzreagiert. Gps ist in geringer Konzentration im Humanhirn vorhanden und wird
mit R24 Antikorpern detektiert. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Untersuchungen
von Tai et al. (1988) [186], bei denen lediglich geringe Affinitdten zu Gy, und Gap
festgestellt werden konnten. Diese hohe Spezifitit von R24 ist die Voraussetzung fiir
eine Immuntherapie gegen humane Melanomzellen, die durch eine auflerordentlich
hohe Gps-FExpression gekennzeichnet sind.

3.2.5 Kultivierung der HB-8445 Zellinie unter serumfreien
Bedingungen in unterschiedlichen Kultursystemen

Zur Produktion des Antikorpers R24 mittels der HB-8445 Zellinie unter geregel-
ten Bedingungen wurde ein 2-Liter-Bioreaktor-Kultursystem verwendet. In die-
sem Kultivierungssystem ist im Gegensatz zum SuperSpinner eine definierte Rege-
lung des Sauerstoffpartialdruckes (pOz) und des pH-Wertes (iiber das Puffersystem
CO4/HCO3) durch eine automatische PID-Regelung (Proportional Integral Diffe-
rential) der Volumenstrome der Gase Stickstoff, Luft, Sauerstoff und Kohlendioxid
moglich. Bei allen Kultivierungen im 2-Liter-Bioreaktor wurde mit einem Sauerstoff-
partialdruck von 40 % der Luftsittigung im Medium kultiviert. Der in der Literatur
beschriebene Einfluff unterschiedlicher Sauerstoffsdttigung im Kulturmedium auf das
gebildete Produkt, speziell dessen Glykosylierung [85], konnte durch den konstan-
ten Wert fiir den Sauerstoffpartialdruck wéhrend der Kultivierung ausgeschlossen
werden.

Um die Reaktion der HB-8445 Zellinie auf verschiedene serumfreie Kulturbedin-
gungen untersuchen zu kénnen, wurde bei pH-Werten von 7.4; 7,2 und 6,9 kulti-
viert. Zusétzlich wurden Kultivierungen mit einem HEPES-Puffersystem statt des
Bicarbonat-CO, Puffersystems durchgefiihrt. Das Verhalten der Zellinie wurde zu-
sdtzlich bei der Kultivierung im nicht geregelten SuperSpinner untersucht.

Um bei allen Kultivierungen eine Vergleichbarkeit zu erreichen, war es anhand der
zuvor beschriebenen Ergebnisse von entscheidender Bedeutung, einheitliches Inoku-
lationszellmaterial zu verwenden. Durch das Zuriickgreifen auf identisches Zellma-
terial aus der Produktionszellbank (siehe Kap. 3.1.2.3) wurde dieses gewihrleistet.
Zur Produktion einer ausreichenden Menge von Zellmaterial zur Inokulation in den
2-Liter-Bioreaktor wurde ausgehend von der kryokonservierten Probe ein einheitli-
ches Anzuchtverfahren im Spinner und SuperSpinner, wie es unter 2.2.1 und 2.2.2
beschrieben ist, verwendet.
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Bei den Kultivierungen zur Antikérperproduktion wurde die folgende .repeated-
batch® Vorgehensweise gewdhlt. Die Einsaat geschah mit einer Zelldichte von ca.
2x10° bis 4x10° Zellen/ml. Nach Erreichen einer Zelldichte von ca. 1x10° Zellen /ml
im Batch I wurde ein Teil der Kultur abgeerntet und der Reaktor mit frischem
Medium aufgefiillt. Nach dem vollstdndigen Verbrauch von Glutamin im Medium
wurde die Kultivierung abgebrochen und Batch II geerntet.

Der Verlauf der Kultivierungen wurde durch die Messung der Parameter Lebend-
zelldichte, Totzelldichte und LDH-Aktivitdt, den Konzentrationen der Metaboli-
ten des Priméirstoffwechsels Glukose, Laktat, Ammonium, der Aminosiduren und
der R24-Antikorperkonzentration (IgGg) verfolgt. Es wurde zusétzlich das Gps-
Bindungsvermogen (IgGaps) des Kulturiiberstandes im Verlauf der Kultur be-
stimmt.

Aus den gemessenen Werten fiir die Lebendzelldichte, Antikérperkonzentration und
dem Gps-Bindungsvermogen wurden unter Verwendung der computergestiitzten
Wachstumssimulation ,Madonna for Windows* die spezifische Wachstumsrate p,
die spezifischen ,Produktionsraten® qr,q., und qry6.,, bestimmt.

Die spezifische Sauerstoffverbrauchsrate wurde bei Erreichen einer Lebendzellkon-
zentration von 4 bis 6x10° Zellen/ml ermittelt, indem fiir ca. 30 min die Begasung
der Kultur unterbrochen wurde. Aus dem zeitlichen Verlauf der Abnahme des Sau-
erstoffpartialdruckes wurde die Sauerstoffverbrauchsrate berechnet (siehe 2.4).

3.2.5.1 Kaultivierung bei einem pH-Wert von 7,4

Zur Produktion von R24 Antikérpern bei einem pH-Wert von 7,4 wurden die HB-
8445 Hybridomzellen mit einer Zelldichte von 4,6x10° Zellen/ml bei 2 Liter Kul-
turvolumen in den Bioreaktor eingesit. Nach 3,0 Tagen wurden bei einer Zelldichte
von 1,4x10% Zellen/ml 1,4 1 Kultur geerntet (Batch I) und der Bioreaktor mit 1,4 1
frischem Medium aufgefiillt. Die Viabilitdt der Kultur im Batch I betrug wihrend
der exponentiellen Wachstumsphase (t = 0,1 bis t = 3 d) im Durchschnitt 92 %.
Nach dem Erreichen einer Zelldichte von 1,2x10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t — 8
d wurde die Kultivierung abgebrochen und 2 1 Kulturvolumen (Batch II) geerntet.
Die Viabilitdt in Batch II betrug wihrend der exponentiellen Wachstumsphase ( t
= 4,0 bis t = 7,2 d) im Durchschnitt 90 % und sank zum Ende auf 80 % ab.
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Abbildung 3.5: Lebendzelldichte und Totzelldichte (ermittelt durch Trypanblau-
Ausschlufarbung) und Viabilitit einer zweifach satzweisen Kultivierung der Maus-
hybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor bei einem pH-Wert von 7.4 im Kul-
turmedium. Zum Zeitpunkt t = 3.0 d wurde die Kultur zum Teil geerntet und
frisches Medium aufgetiillt.

Die spezifischen Wachstumsraten betrugen in Batch [ g = 0,43/d und in Batch I g
= 0,37/d (siehe Tab. 3.3). Die Konzentrationen an R24 Antikdrper im Verlauf der
Kultivierung sind in Abb. 3.6 dargestellt. Die Antikérperausbeuten kénnen der Tab.
3.15 entnommen werden.
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Abbildung 3.6: Lebendzelldichte und R24- Antikérperkonzentration einer zweifach
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satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor
bei einem pH-Wert von 7.4 im Kulturmedium. IgGg: ermittelt durch Sandwich-
ELISA (siehe Kap. 2.6.1.2); IgGgps: ermittelt durch Gps Bindungs-ELISA (siehe
Kap. 2.6.1.3).

Die Produktion des R24 Antikoérpers (siehe Abb. 3.6) korrelierte in beiden Batches
mit dem Wachstum und nahm wihrend des Kulturverlaufes bis zu einer maximalen
Konzentration von IgGs = 51,1 mg/l in Batch I und 31,3 mg/1 in Batch II kontinu-
ierlich zu. Die spezifischen Produktionsraten betrugen in Batch 1 13,8 ug 107° Zellen
d™! und in Batch II 8,2 ug 107° Zellen d='. Die Konzentration an Gps-bindendem
R24 im Kulturiiberstand betrug am Ende des Batch 1 10,5 pug 107° Zellen d=! und
3,7 pg 107° Zellen d=' am Ende der Kultivierung (siehe auch Tab.3.3).
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Abbildung 3.7: Glukose-, Laktat- und NH}-Konzentrationen im Uberstand einer
zweifach satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-
Bioreaktor bei einem pH-Wert von 7,4.

Die Glukose-, Laktat- und NH}-Konzentrationen im Verlauf der Kultivierung sind
in Abb. 3.7 dargestellt. Das Zellwachstum war nicht durch Glukosemangel limitiert.
Die Glukose-Konzentration am Ende der Batches I und II betrug 5 mM. Sowohl die
Laktat-Konzentrationen von 21,3 bzw. 26,5 mM als auch die NH}-Konzentrationen
von jeweils 4,1 mM in den Batches I und II erreichten keine toxischen Werte. Die
Produktions- und Verbrauchsraten kénnen Tab. 3.3 entnommen werden.
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Abbildung 3.8: Aminosiurekonzentrationen im Uberstand einer zweifach satzweisen
Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor bei einem
pH-Wert von 7.4.

Die Konzentrationen von 18 Aminosduren wurden iiber den gesamten Zeitraum der
Kultivierung im Kulturiiberstand gemessen (sieche Abb. 3.8). Keine der Aminosiu-
ren war wiahrend der Kultivierung erschopft. Die Glutaminverbrauchsrate betrug
in den Batches I und II 2,31 bzw. 2,73 mmol 107° Zellen d=! und die Glutamin-
Konzentration war zum Batchende auf 31 bzw. 23 uM abgesunken. Gleichzeitig stieg
die Glutamat-Konzentration auf 498 bzw. 552 pymol 171 an. Die Aminoséuren Hi-
stidin, Threonin, Tyrosin, Methionin, Phenylalanin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Valin
und Tryptophan wurden wihrend des Zellwachstums verbraucht, aber keine bis zur
Erschopfung. Die Konzentrationen von Aspartat, Asparagin und Arginin verdnder-
ten sich wihrend der Kultivierung kaum. Glycin, Serin und Alanin wurden von den
Zellen produziert, wobei der Gehalt an Alanin am stérksten anstieg, und zwar von
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405 auf 1063 gmol 17! in Batch I und von 264 auf 1059 gmol 17! in Batch II.

In der Tab. 3.3 sind die wichtigsten spezifischen Produktions- und Verbrauchsraten
der Kultivierung bei einem pH-Wert von 7,4 im Kulturmedium zusammengefaf}t.

Tabelle 3.3: Wachstums-, Verbrauchs- und Produktionsraten in der exponentiellen
Wachstumsphase einer Repeated-Batch-Produktion des monoklonalen Antikoérpers

R24 im 2-Liter-Bioreaktor mit dem Puffersystem CO,/HCO3Z bei pH 7,4.

“ 4Glc  PLac 4Gin PNH3 | PIgGs PlgGaps qo02
[d—l] [ mmol ]a [ 1y ]b [ pmol ]

108 Zellen-d 108 Zellen-d 108 Zellen-d

Batch I¢ | 043 4,71 6,98 0098 057 13,3 4,10 2.57
Batch 117 | 0,37 4,40 6,76 1,01 092 82 057 2,21

* Diese Einheit gilt fiir die Glukose- und Glutaminverbrauchsraten und fiir
die Laktat- und Ammoniumproduktionsraten.

* Diese Einheit gilt fiir die Antikérperproduktionsraten.

¢ Zeitintervall des exponentiellen Wachstums t = 0,1 bist = 3,0 d

4 Zeitintervall des exponentiellen Wachstums t = 4,0 bis t = 8,0 d

Die Ermittlung der spezifischen Raten erfolgte rechnergestiitzt unter

Verwendung des Simulationsprogramms ,Madonna for Windows®.

Um Riickschliisse auf den Energie-Stoffwechsel der Zellen ziehen zu kiénnen (siehe
Kap. 3.2.5.6), wurden die in Tab. 3.4 aufgelisteten Quotienten der Glukose- und
Glutaminverbrauchsraten (Glukose und Glutamin als Hauptkohlenstoffquellen) und
der Laktat- (Laktat als ein Stoffwechselprodukt der Glykolyse) und Antikdrperpro-
duktionsraten berechnet.

Tabelle 3.4: Quotienten ausgewéhlter metabolischer Verbrauchs- und Produktions-

raten nach Tab. 3.3

AGle/PLac  9GIe/AGIn  AG1e/PIgGs®  AGin/PIgcs”

Batch I | 0,67 4,81 354 73
Batch 11| 0,69 4,36 536 123
“in pmol/pg

3.2.5.2 Kultivierung bei einem pH-Wert von 7,2

Zur Produktion von R24 Antikérpern bei einem pH-Wert von 7,2 wurden die HB-
8445 Hybridomzellen mit einer Zelldichte von 2,2x10° Zellen/ml bei 2 Liter Kul-
turvolumen in den Bioreaktor eingesit. Nach 3,9 Tagen wurden bei einer Zelldichte
von 1,45x10° Zellen/ml 1,6 1 Kultur geerntet (Batch I) und der Bioreaktor mit 1,6
| frischem Medium aufgefiillt. Die Viabilitdt der Kultur im Batch I betrug wihrend
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der exponentiellen Wachstumsphase (t = 0,1 bis t = 3,3 d) im Durchschnitt 95 %.
Nach dem Erreichen einer Zelldichte von 1,49x10° Zellen /ml zum Zeitpunkt t = 7,9
d wurde die Kultivierung abgebrochen und 2 1 Kulturvolumen (Batch II) geerntet.
Die Viabilitdt in Batch II betrug wihrend der exponentiellen Wachstumsphase ( t
= 4,5 bis t = 7,5 d) im Durchschnitt 92 %.
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Abbildung 3.9: Lebendzelldichte, Totzelldichte und Viabilitdt einer zweifach satz-
weisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor bei
einem pH-Wert von 7.2 im Kulturmedium. Zum Zeitpunkt t = 3,9 d wurde die
Kultur zum Teil geerntet und frisches Medium aufgefiillt.

Die spezifischen Wachstumsraten betrugen in Batch [ g = 0,47/d und in Batch I g
= 0,61/d (siehe Tab. 3.5). Die Konzentrationen an R24 Antikorper im Verlauf der
Kultivierung sind in Abb. 3.10 dargestellt. Die Antikérperausbeuten kénnen Tab.
3.15 entnommen werden.

Die Produktion des R24 Antikorpers (sieche Abb. 3.10) korrelierte in beiden Batches
mit dem Wachstum und nahm wihrend des Kulturverlaufes bis zu einer maximalen
Konzentration von IgGgs = 75,3 mg/l in Batch I und 44,9 mg/1 in Batch II kontinu-
ierlich zu. Die spezifischen Produktionsraten betrugen in Batch 119,0 ug 107° Zellen
d=! und in Batch 11 10,7 ug 107° Zellen d~!. Die Konzentration an Gps-bindendem
R24 im Kulturiiberstand betrug am Ende des Batch 1 16,3 ug 107° Zellen d=! und
11,3 pug 1076 Zellen d=! am Ende der Kultivierung (siehe Tab. 3.5).
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Abbildung 3.10: Lebendzelldichte und R24- Antikérperkonzentration einer zweifach
satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor
bei einem pH-Wert von 7.2 im Kulturmedium. IgGg: ermittelt durch Sandwich-
ELISA (siehe Kap. 2.6.1.2); IgGgps: ermittelt durch Gps Bindungs-ELISA (siehe
Kap. 2.6.1.3).

Die Glukose-, Laktat- und NHJ-Konzentrationen im Verlauf der Kultivierung sind
in Abb. 3.11 dargestellt. Das Zellwachstum war nicht durch Glukosemangel limitiert.
Die Glukose-Konzentrationen am Ende der Batches I und II betrugen jeweils 11,1

mM und 10,3 mM.
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Abbildung 3.11: Glukose-, Laktat- und NHf-Konzentrationen, im Uberstand einer
zweifach satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Bioreaktor bei einem pH-Wert von 7,2.

99

Sowoh!l die Laktat-Konzentrationen von 13,3 bzw. 15,7 mM als auch die NHj-
Konzentrationen von 4,0 bzw. 4,2 mM in den Batches I und II erreichten keine
toxischen Werte. Die Produktions- und Verbrauchsraten konnen Tab. 3.5 entnom-
men werden.
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Abbildung 3.12: Aminosidurekonzentrationen im Uberstand einer zweifach satzweisen

Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor bei einem
pH-Wert von 7.2.

Die Glutaminverbrauchsrate betrug in den Batches I und II 2,35 bzw. 2,31 mmol
1075 Zellen d~'. Glutamin (sieche Abb. 3.12) war am Ende von Batch I erschopft,
und am Ende von Batch II betrug die Glutaminkonzentration im Uberstand noch
9,2 pmol 171, Gleichzeitig stieg die Glutamat-Konzentration auf 493 bzw. 480 gmol
17! an. Die Aminosduren Histidin, Threonin, Tyrosin, Methionin, Phenylalanin, Iso-
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leucin, Leucin, Lysin, Valin und Tryptophan wurden wéhrend des Zellwachstums
verbraucht, wobei sowohl Valin als auch Tryptophan zum Ende der Batches er-
schopft waren. Die Konzentrationen von Aspartat und Asparagin veridnderten sich
wihrend der Kultivierung kaum. Arginin zeigte nur im Batch II einen einmaligen
Anstieg der Konzentration, blieb ansonsten aber konstant. Glycin, Serin und Alanin
wurden von den Zellen produziert, wobei der Gehalt an Alanin am stirksten anstieg,
und zwar von 293 auf 1108 gmol 17! in Batch I und von 245 auf 1028 gmol 17! in
Batch II.

In der Tab. 3.5 sind die wichtigsten spezifischen Produktions- und Verbrauchsraten
der Kultivierung bei einem pH-Wert von 7,2 im Kulturmedium zusammengefaf}t.

Tabelle 3.5: Wachstums-, Verbrauchs- und Produktionsraten in der exponentiellen

Wachstumsphase einer Repeated-Batch-Produktion des monoklonalen Antikoérpers
R24 im 2-Liter-Bioreaktor mit dem Puffersystem CO,/HCO3Z bei pH 7,2.

“ 4Glc  PLac 4Gin PNH3 | PIgGs PlgGaps qo02
[d—l] [ mmol ]a [ 1y ]b [ pmol ]

108 Zellen-d 108 Zellen-d 108 Zellen-d

Batch I° | 0,47 291 4,15 1,10 1,11 19,0 3,12 2,76
Batch II? | 0,61 4,01 5,64 141 1,332 10,7 1,72 3,10

* Diese Einheit gilt fiir die Glukose- und Glutaminverbrauchsraten und fiir
die Laktat- und Ammoniumproduktionsraten.

* Diese Einheit gilt fiir die Antikérperproduktionsraten.

¢ Zeitintervall des exponentiellen Wachstums t = 0,1 bis t = 3.8 d

4 Zeitintervall des exponentiellen Wachstums t = 4,7 bis t = 7.5 d

Die Ermittlung der spezifischen Raten erfolgte rechnergestiitzt unter

Verwendung des Simulationsprogramms ,Madonna for Windows®.

In Tab. 3.6 sind Quotienten der Glukose- und Glutaminverbrauchsraten und der
Laktat- und Antikérperproduktionsraten aufgelistet, die Riickschliisse auf den
Energie-Stoffwechsel der Zellen zulassen (siehe Tab. 3.14).

Tabelle 3.6: Quotienten ausgewéhlter metabolischer Verbrauchs- und Produktions-

raten nach Tab. 3.5

AGle/PLac  9GIe/AGIn  AG1e/PIgGs®  AGin/PIgcs”

Batch T | 0,70 2,65 153 58
Batch 11| 0,71 2,84 375 131
“in pmol/pg
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3.2.5.3 Kaultivierung bei einem pH-Wert von 6,9

Zur Produktion von R24 Antikérpern bei einem pH-Wert von 6,9 wurden die HB-
8445 Hybridomzellen mit einer Zelldichte von 1,9x10° Zellen/ml bei 2 Liter Kul-
turvolumen in den Bioreaktor eingesit. Nach 5,8 Tagen wurden bei einer Zelldichte
von 9,2x10° Zellen/ml 1,4 1 Kultur geerntet (Batch I) und der Bioreaktor mit 1,4 1
frischem Medium aufgefiillt. Die Viabilitdt der Kultur im Batch I betrug wihrend
der exponentiellen Wachstumsphase (t = 0,1 bis t = 4,9 d) im Durchschnitt 85 %
und sank zum Ende auf 73 % ab. Nach dem Erreichen einer Zelldichte von 9,2x10°
Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 12 d wurde die Kultivierung abgebrochen und 2 1
Kulturvolumen (Batch II) geerntet. Die Viabilitdt in Batch II betrug wéahrend der
exponentiellen Wachstumsphase (t = 7,0 bis t = 11,0 d) im Durchschnitt 80 % und
sank zum Ende auf 63 % ab.
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Abbildung 3.13: Lebendzelldichte, Totzelldichte und Viabilitidt einer zweifach satz-
weisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor bei
einem pH-Wert von 6.9 im Kulturmedium. Zum Zeitpunkt t = 5,8 d wurde die
Kultur zum Teil geerntet und frisches Medium aufgefiillt.

Die spezifischen Wachstumsraten betrugen in Batch [ g = 0,25/d und in Batch I g
= 0,34/d (siehe Tab. 3.7). Die Konzentrationen an R24 Antikdrper im Verlauf der
Kultivierung sind in Abb. 3.14 dargestellt. Die Antikérperausbeuten kénnen Tab.
3.15 entnommen werden.
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Abbildung 3.14: Lebendzelldichte und R24- Antikérperkonzentration einer zweifach
satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor

bei einem pH-Wert von 6.9 im Kulturmedium. IgGg: ermittelt durch Sandwich-
ELISA (siehe 2.6.1.2); IgGgps: ermittelt durch Gps Bindungs-ELISA (siehe 2.6.1.3).

Die Produktion des R24 Antikorpers (sieche Abb. 3.14) korrelierte in beiden Batches
mit dem Wachstum und nahm wéhrend des Kulturverlaufes bis zu einer maxima-
len Konzentration von IgGs = 141,7 mg/l in Batch I und 161,0 mg/l in Batch 11
kontinuierlich zu. Die spezifischen Produktionsraten betrugen in Batch I 43,5 ug
107° Zellen d=! und in Batch 1T 42,3 ug 107¢ Zellen d='. Die Konzentration an
Gps-bindendem R24 im Kulturiiberstand betrug am Ende des Batch I 24,3 ug 107°
Zellen d=* und 29,1 ug 107° Zellen d=' am Ende der Kultivierung (siehe Tab. 3.7).

Die Glukose-, Laktat- und NH}-Konzentrationen im Verlauf der Kultivierung sind
in Abb. 3.15 dargestellt. Das Zellwachstum war nicht durch Glukosemangel limitiert.
Die Glukose-Konzentrationen am Ende der Batches I und II betrugen jeweils 13,6
bzw. 14,1 mM. Sowohl die Laktat-Konzentrationen von 6.3 bzw. 4,8 mM als auch
die NHf-Konzentrationen von 4,3 bzw. 4,2 mM in den Batches I und II erreich-
ten keine toxischen Werte. Die Produktions- und Verbrauchsraten kénnen Tab. 3.7
entnommen werden.
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Abbildung 3.15: Glukose-, Laktat- und NH}-Konzentrationen im Uberstand einer
zweifach satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-
Bioreaktor bei einem pH-Wert von 6,9.

In der Tab. 3.7 sind die wichtigsten spezifischen Produktions- und Verbrauchsraten
der Kultivierung bei einem pH-Wert von 6,9 im Kulturmedium zusammengefaf}t.

Tabelle 3.7: Wachstums-, Verbrauchs- und Produktionsraten in der exponentiellen
Wachstumsphase einer Repeated-Batch-Produktion des monoklonalen Antikoérpers

R24 im 2-Liter-Bioreaktor mit dem Puffersystem CO,/HCO3Z bei pH 6,9.

“ 4Glc  PLac 4Gin PNH3 | PIgGs PlgGaps qo02
| el | et | el

108 Zellen-d 108 Zellen-d 108 Zellen-d

Batch I° | 0,25 1,75 1,26 1,12 0,95 43,5 426 2,65
Batch 119 | 0,34 1,32 1,04 124 1,09 423 549 2,68

* Diese Einheit gilt fiir die Glukose- und Glutaminverbrauchsraten und fiir
die Laktat- und Ammoniumproduktionsraten.

* Diese Einheit gilt fiir die Antikérperproduktionsraten.

¢ Zeitintervall des exponentiellen Wachstums t = 0,1 bist = 4,9 d

¢ Zeitintervall des exponentiellen Wachstums t = 7,0 bis t = 11,0 d

Die Ermittlung der spezifischen Raten erfolgte rechnergestiitzt unter

Verwendung des Simulationsprogramms ,Madonna for Windows®.
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Abbildung 3.16: Aminosidurekonzentrationen im Uberstand einer zweifach satzweisen
Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor bei einem
pH-Wert von 6.9.

Die Glutaminverbrauchsrate betrug in den Batches I und II 4,49 bzw. 3,64 mmol
1076 Zellen d7!, und die Glutamin-Konzentration war zum Batchende auf 63,2
bzw. 135,6 M abgesunken (sieche Abb. 3.16). Gleichzeitig stieg die Glutamat-
Konzentration auf 418 bzw. 390 pmol I=! an. Die Aminosduren Histidin, Threonin,
Tyrosin, Methionin, Phenylalanin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Valin und Tryptophan
wurden wihrend des Zellwachstums verbraucht, wobei nur Leucin jeweils am Ende
der Batches erschépft war. Die Konzentrationen von Aspartat, Asparagin und Ar-
ginin verdnderten sich wihrend der Kultivierung kaum. Glycin, Serin und Alanin
wurden von den Zellen produziert, wobei der Gehalt an Alanin am stirksten anstieg,
und zwar von 230 auf 997 ymol 17! in Batch I und von 332 auf 1050 gmol 17! in
Batch II.
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Um Riickschliisse auf den Energie-Stoffwechsel der Zellen ziehen zu kiénnen (siehe
Kap. 3.2.5.6), wurden die in Tab. 3.8 aufgelisteten Quotienten der Glukose- und
Glutaminverbrauchsraten und der Laktat- und Antikérperproduktionsraten berech-
net.

Tabelle 3.8: Quotienten ausgewéhlter metabolischer Verbrauchs- und Produktions-
raten nach Tab. 3.7

AGle/PLac  9GIe/AGIn  AG1e/PIgGs®  AGin/PIgcs”

Batch T | 1,39 1,56 40 26
Batch 11 | 1,28 1,06 31 29
“in pmol/pg

3.2.5.4 Kultivierung unter Verwendung eines HEPES-Puffersystems

Zur Produktion von R24 Antikérpern im HEPES-gepufferten Medium wurden die
HB-8445 Hybridomzellen mit einer Zelldichte von 2,9x10° Zellen /ml bei 2 Liter Kul-
turvolumen in den Bioreaktor eingesidt. Nach 5,0 Tagen wurden bei einer Zelldichte
von 1,23x10° Zellen/ml 1,5 1 Kultur geerntet (Batch I) und der Bioreaktor mit 1,5
| frischem Medium aufgefiillt. Die Viabilitdt der Kultur im Batch I betrug wihrend
der exponentiellen Wachstumsphase (t = 0,9 bis t = 4,0 d) im Durchschnitt 90 %
und sank zum Ende auf 83 % ab.
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Abbildung 3.17: Lebend- und Totzelldichte, Viabilitdt und pH-Wert einer zweifach
satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor
mit HEPES-gepuffertem Kulturmedium. Zum Zeitpunkt t = 5,0 d wurde die Kultur
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zum Teil geerntet und frisches Medium aufgetfiillt.

Nach dem Erreichen einer Zelldichte von 1,40x10¢ Zellen /ml zum Zeitpunkt t — 12,2
d wurde die Kultivierung abgebrochen und 2 1 Kulturvolumen (Batch II) geerntet.
Die Viabilitdt in Batch II betrug wihrend der exponentiellen Wachstumsphase ( t
= 7,0 bis t = 11,1 d) im Durchschnitt 85 % und sank zum Ende auf 78 % ab.

Die spezifischen Wachstumsraten betrugen in Batch [ g = 0,38/d und in Batch I g
= 0,28/d (siehe Tab. 3.9). Die Konzentrationen an R24 Antikorper im Verlauf der
Kultivierung sind in Abb. 3.18 dargestellt. Die Antikérperausbeuten kénnen Tab.
3.15 entnommen werden.
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Abbildung 3.18: Lebendzelldichte und R24- Antikérperkonzentration einer zweifach
satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor
mit HEPES-gepuffertem Kulturmedium. IgGs: ermittelt durch Sandwich-ELISA
(siehe Kap. 2.6.1.2); IgGgps: ermittelt durch Gps Bindungs-ELISA (siehe Kap.
2.6.1.3).

Die Produktion des R24 Antikorpers (sieche Abb. 3.18) korrelierte in beiden Batches
mit dem Wachstum und nahm wihrend des Kulturverlaufes bis zu einer maximalen
Konzentration von IgGs = 68,4 mg/l in Batch I und 75,2 mg/1 in Batch II kontinu-
ierlich zu. Die spezifischen Produktionsraten betrugen in Batch 1 21,5 ug 107° Zellen
d™! und in Batch 1T 11,1 ug 107° Zellen d~!. Die Konzentration an Gps-bindendem
R24 im Kulturiiberstand betrug am Ende des Batch I 3,4 ug 107° Zellen d~! und
2,0 pg 107° Zellen d=' am Ende der Kultivierung (siehe Tab. 3.9).
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Abbildung 3.19: Glukose-, Laktat- und NH}-Konzentrationen im Uberstand einer
zweifach satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-
Bioreaktor mit HEPES-gepuffertem Kulturmedium.

Die Glukose-, Laktat- und NH}-Konzentrationen im Verlauf der Kultivierung sind
in Abb. 3.19 dargestellt. Das Zellwachstum war nicht durch Glukosemangel limi-
tiert. Die Glukose-Konzentrationen am Ende der Batches I und II betrug 15,5 bzw.
13,3 mM. Sowohl die Laktat-Konzentrationen von 7,6 bzw. 7.4 mM als auch die
NH}-Konzentrationen von jeweils 4,4 mM in den Batches I und II erreichten keine
toxischen Werte. Die Produktions- und Verbrauchsraten kénnen Tab. 3.9 entnom-
men werden.

Die Glutaminverbrauchsrate betrug in den Batches I und II 2,77 bzw. 2,91 mmol
107 Zellen d!, und die Glutamin-Konzentration war zum Batchende auf 322 bzw. 6
M abgesunken (siehe Abb. 3.20). Gleichzeitig stieg die Glutamat-Konzentration auf
jeweils 505 pmol 17 an. Die Aminosiduren Histidin, Threonin, Tyrosin, Methionin,
Phenylalanin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Valin und Tryptophan wurden wéhrend des
Zellwachstums verbraucht, wobei Tryptophan zum Ende der Batches erschopft war.
Die Konzentrationen von Aspartat, Asparagin, Arginin und Glycin verdnderten sich
wihrend der Kultivierung kaum. Serin und Alanin wurden von den Zellen produziert,
wobei der Gehalt an Alanin am stirksten anstieg, und zwar von 162 auf 848 pmol

171 in Batch I und in Batch II von 275 auf 999 pumol 17! in Batch II.
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Abbildung 3.20: Aminosidurekonzentrationen im Uberstand einer zweifach satzweisen
Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 2-Liter-Bioreaktor mit HEPES-
gepuffertem Kulturmedium.

In der Tab. 3.9 sind die wichtigsten spezifischen Produktions- und Verbrauchsraten

der Kultivierung im HEPES-gepufferten Kulturmedium zusammengefaf}t.
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Tabelle 3.9: Wachstums-, Verbrauchs- und Produktionsraten in der exponentiellen
Wachstumsphase einer Repeated-Batch-Produktion des monoklonalen Antikoérpers
R24 im 2-Liter-Bioreaktor mit dem HEPES-Puffersystem.

“ 4Glc  PLac 4Gin PNH3 | PIgGs PlgGaps qo02
[d—l] [ mmol ]a [ 1y ]b [ pmol ]

108 Zellen-d 108 Zellen-d 108 Zellen-d

Batch I° | 0,38 2,08 1,99 1,05 134 21,5 082 247
Batch 114 | 0,28 1,06 1,02 081 0,71 11,1 033 1,73

* Diese Einheit gilt fiir die Glukose- und Glutaminverbrauchsraten und fiir
die Laktat- und Ammoniumproduktionsraten.

* Diese Einheit gilt fiir die Antikérperproduktionsraten.

¢ Zeitintervall des exponentiellen Wachstums t = 0,9 bis t = 4,0 d

¢ Zeitintervall des exponentiellen Wachstums t = 7,0 bis t = 11,1 d

Die Ermittlung der spezifischen Raten erfolgte rechnergestiitzt unter

Verwendung des Simulationsprogramms ,Madonna for Windows®.

Um Riickschliisse auf den Energie-Stoffwechsel der Zellen ziehen zu kiénnen (siehe
Kap. 3.2.5.6), wurden die in Tab. 3.10 aufgelisteten Quotienten der Glukose- und
Glutaminverbrauchsraten und der Laktat- und Antikérperproduktionsraten berech-
net.

Tabelle 3.10: Quotienten ausgewéhlter metabolischer Verbrauchs- und Produktions-

raten nach Tab. 3.9

AGle/PLac  9GIe/AGIn  AG1e/PIgGs®  AGin/PIgcs”

Batch T | 1,04 1,98 97 49
Batch 11| 1,03 131 96 73
“in pmol/pg

3.2.5.5 Kultivierung im 1-1-SuperSpinner

Zur Produktion von R24 Antikérpern im 1-Liter-SuperSpinner wurden die HB-8445
Hybridomzellen mit einer Zelldichte von 3,0x10° Zellen/ml bei 0,9 Liter Kulturvo-
lumen in den Bioreaktor eingesit. Nach 4,1 Tagen wurden bei einer Zelldichte von
1,49x10° Zellen/ml 0,7 1 Kultur geerntet (Batch I) und der Bioreaktor mit 0,7 1
frischem Medium aufgefiillt. Die Viabilitdt der Kultur im Batch I betrug wihrend
der exponentiellen Wachstumsphase (t = 0,1 bis t = 3 d) im Durchschnitt 92 %
und sank zum Ende auf 83 % ab. Bei einer Zelldichte von 1,90x10° Zellen/ml zum
Zeitpunkt t = 7,1 d wurde die Kultivierung abgebrochen und 0,9 1 Kulturvolumen
(Batch II) geerntet. Die Viabilitdt in Batch II betrug wihrend der exponentiellen
Wachstumsphase ( t = 4,0 bis t = 7,0 d) im Durchschnitt 95 % und sank zum Ende
auf 90 % ab. Die hochste erreichte Lebendzelldichte im Batch II betrug 2,03x10°
Zellen /ml zum Zeitpunkt t = 6,8 d.
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Abbildung 3.21: Lebend- und Totzelldichte, Viabilitit und pH-Wert einer zwei-
fach satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 1-Liter-
SuperSpinner. Zum Zeitpunkt t = 4,1 d wurde die Kultur zum Teil geerntet und
frisches Medium aufgetiillt.

Die spezifischen Wachstumsraten betrugen in Batch [ g = 0,49/d und in Batch I g
= 0,60/d (siehe Tab. 3.11). Die Konzentrationen an R24 Antikoérper im Verlauf der
Kultivierung sind in Abb. 3.22 dargestellt. Die Antikérperausbeuten kénnen Tab.
3.15 entnommen werden.
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Abbildung 3.22: Lebendzelldichte und R24-Antikérperkonzentration einer zwei-
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fach satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 1-Liter-
SuperSpinner. IgGg: ermittelt durch Sandwich-ELISA (siehe 2.6.1.2); IgGaps: er-
mittelt durch Gps Bindungs-ELISA (siehe 2.6.1.3).

Die Produktion des R24 Antikorpers (sieche Abb. 3.22) korrelierte in beiden Batches
mit dem Wachstum und nahm wihrend des Kulturverlaufes bis zu einer maximalen
Konzentration von IgGs = 79,0 mg/l in Batch I und 81,0 mg/1 in Batch II kontinu-
ierlich zu. Die spezifischen Produktionsraten betrugen in Batch 120,5 ug 107° Zellen
d~! und in Batch IT 20,8 ug 107° Zellen d~' (siehe Tab. 3.11). Die Konzentration
an Gps-bindendem R24 im Kulturiiberstand betrug am FEnde des Batch I 15,4 pug
107° Zellen d=!' und 14,0 pg 107° Zellen d=! am Ende der Kultivierung.
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Abbildung 3.23: Glukose-, Laktat- und NH}-Konzentrationen im Uberstand einer
zweifach satzweisen Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 1-Liter-
SuperSpinner.

Die Glukose-, Laktat- und NH}-Konzentrationen im Verlauf der Kultivierung sind
in Abb. 3.23 dargestellt. Das Zellwachstum war nicht durch Glukosemangel limi-
tiert. Die Glukose-Konzentrationen am FEnde der Batches I und II war 11,3 bzw.
12,3 mM. Sowohl die Laktat-Konzentrationen von 9,2 bzw. 12,4 mM als auch die
NHJ-Konzentrationen von 2,3 bzw. 2,9 mM in den Batches I und II erreichten kei-
ne toxischen Werte. Die Produktions- und Verbrauchsraten kénnen der Tab. 3.11
entnommen werden.

Die Glutaminverbrauchsrate betrug in den Batches I und II 1,52 bzw. 1,29 mmol
1076 Zellen d~!. Glutamin war am Ende von Batch I verbraucht, und die Glutamin-
Konzentration war zum Ende von Batch II auf 77uM abgesunken (siehe Abb. 3.24).
Gleichzeitig stieg die Glutamat-Konzentration auf 493 bzw. 409 pmol 17! an. Die
Aminosduren Histidin, Threonin, Tyrosin, Methionin, Phenylalanin, Isoleucin, Leu-
cin, Valin und Lysin wurden wihrend des Zellwachstums verbraucht. Nur Trypto-
phan war jeweils zum Ende der beiden Batches erschépft. Die Konzentrationen von
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Aspartat, Asparagin und Arginin verdnderten sich wihrend der Kultivierung kaum.
Glycin, Serin und Alanin wurden von den Zellen produziert, wobei der Gehalt an
Alanin am stérksten anstieg, und zwar von 293 auf 1009 gmol 17! in Batch I und in

Batch IT von 265 auf 1019 gmol 171,
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Abbildung 3.24: Aminosidurekonzentrationen im Uberstand einer zweifach satzweisen

Kultivierung der Maushybridomzellinie HB-8445 im 1-Liter-SuperSpinner.

In der Tab. 3.11 sind die wichtigsten spezifischen Produktions- und Verbrauchs-
raten der Kultivierung im 1-Liter-SuperSpinner zusammengefafit. Die spezifische
Sauerstoffverbrauchsrate konnte in diesem Kultivierungssystem auf Grund der nicht
vorhandenen Mefeinrichtung zur Registrierung des Sauerstoffpartialdruckes nicht
ermittelt werden.
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Tabelle 3.11: Wachstums-, Verbrauchs- und Produktionsraten in der exponentiellen
Wachstumsphase einer Repeated-Batch-Produktion des monoklonalen Antikoérpers
R24 im 1-Liter-SuperSpinner.

“ 4Glc  PLac 4Gin PNH3 | PIgGs PlgGaps qo2

d-) [l ot | o)
Batch I¢ 0,49 1,94 274 0,74 057 205 3.12 n.b.
Batch I1¢ | 0,60 2,09 3,52 0,77 0,63 20,8 3,77 n.b.

* Diese Einheit gilt fiir die Glukose- und Glutaminverbrauchsraten und fiir
die Laktat- und Ammoniumproduktionsraten.

* Diese Einheit gilt fiir die Antikérperproduktionsraten.

¢ Zeitintervall des exponentiellen Wachstums t = 0,1 bist = 3,0 d

4 Zeitintervall des exponentiellen Wachstums t = 4,0 bis t = 7,0 d

n.b.: nicht bestimmt

Die Ermittlung der spezifischen Raten erfolgte rechnergestiitzt unter

Verwendung des Simulationsprogramms ,Madonna for Windows®.

Um Riickschliisse auf den Energie-Stoffwechsel der Zellen ziehen zu kiénnen (siehe
Kap. 3.2.5.6), wurden die in Tab. 3.12 abgebildeten Quotienten der Glukose- und
Glutaminverbrauchsraten und der Laktat- und Antikérperproduktionsraten berech-
net.

Tabelle 3.12: Quotienten ausgewéhlter metabolischer Verbrauchs- und Produktions-
raten nach Tab. 3.11

AGle/PLac  9GIe/AGIn  AG1e/PIgGs®  AGin/PIgcs”

Batch I | 0,71 2,62 95 36
Batch 11| 0,59 2,71 100 37
“in pmol/pg

3.2.5.6 Vergleich der Wachstums-, Verbrauchs- und der Produktionsra-
ten von HB-8445 unter verschiedenen Kulturbedingungen

Wachstumsraten Ublicherweise werden Hybridome bei einem pH-Wert von 7,2
kultiviert, der aus Erfahrung die giinstigsten Bedingungen fiir das Wachstum ergibt
[57, 143]. Das bestétigt sich in einem Vergleich der spezifischen Wachstumsraten in
Tabelle 3.13, aus der hervorgeht, dafl die Wachstumsrate des kultivierten Zellklons
von HB-8445 bei einem pH-Wert von 7,2 am héchsten war. Dabei war eine Stei-
gerung der Wachstumsrate vom ersten zum zweiten Batch zu beobachten, was auf
eine Adaption der Zellen an die fiir die Vermehrung giinstigen Kulturbedingungen
schlieflen 148t.

Sowohl bei einem saureren als auch basischeren pH-Wert des Kulturmediums als 7,2
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stellte sich eine geringere Wachstumsrate der Zellen ein. Im Basischen, bei pH 7.4,
betrug die durchschnittliche Wachstumsrate 74 % von derjenigen bei pH 7,2.

Tabelle 3.13: Wachstums- und R24 Produktionsraten wihrend der Repeated-Batch-
Produktion des monoklonalen Antikérpers R24 im 2-Liter-Bioreaktor mit den Puffer-
systemen CO,/HCO3 (pH-Wert 7,4; 7,2 und 6,9) und HEPES und im SuperSpinner-

Kultursystem.

pH74 pHT72 pH6,9 HEPES SuperSpinner

Wachstumsrate®
w[d™1 0,40 0,54 0,30 0,33 0,55
Produktionsraten®
[106 Folion d] IgG
PlyGs 10,8 14,9 42,9 16,3 20,7
PlyGeps 2,34° 2,42 4,88 0,58 3,45
Produktionsraten®
mmol
[106 Zellen d]
PrLac 6,83 4,90 1,15 1,51 3,13
PN 0,75 1,22 1,02 1,03 0,60
Verbrauchsraten®
mmol
[106 Zellen d]
qee 4,56 3,46 1,54 1,57 2,02
qain 1,00 1,26 1,18 0,93 0,76

¢ Arithmetischer Mittelwert gebildet aus den Raten der Batches I und II
b PlysGeps des ersten und des zweiten Batches wichen stark voneinander ab

(siehe Tab. 3.3).

Die Kultivierung der HB-8445 Hybridomzellinie bei einem pH-Wert von 6.9 zeigte,
dafB die spezifische Wachstumsrate unter diesen relativ sauren Bedingungen nur gut
die Halfte (55 %) derjenigen betrug, wie sie bei einem pH-Wert von 7,2 erreicht
wurde.

Ein vergleichbar hohe Wachstumsrate wie bei einem pH-Wert von 7,2 wiesen die
Zellen im 1-Liter-SuperSpinner auf, bei dem zu Beginn des jeweiligen Batches bis zu
einer Zelldichte von fast 1x10¢ Zellen /ml ein pH-Wert von groBer 7,05 vorlag, was ein
fiir das Wachstum giinstiger Bereich zu sein scheint. Erst gegen Ende der Batches,
bei Zelldichten von iiber 1,2x10° Zellen/ml, sank der pH-Wert des Kulturmediums
unter 7,0.

Im ungeregelten, mit HEPES-gepufferten, Kultursystem wuchsen die Zellen ver-
gleichsweise langsam. Die Wachstumsrate erreichte hier nur 61 % im Vergleich zur
Kultur bei pH 7,2 im CO,/HCO3 -gepufferten System. Verglichen mit dem ebenfalls
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ungeregelten SuperSpinner, der iiber den Kulturverlauf dhnlichen pH-Werte zeigte,
fithrte der Einsatz von HEPES als Puffersubstanz zu einer deutlichen Reduzierung
der Wachstumsrate von 60 % der Wachstumsrate bei pH 7,2.

Antikdrperproduktionsraten Fiir die Produktion von R24 Antikérpern war ein
pH-Wert von 6,9 am giinstigsten. Trotz der niedrigen Wachstumsrate wurde fiir die
spezifische Produktionsrate ein Wert erreicht, der im Durchschnitt 180% iiber der
der Kultivierung bei einem pH-Wert von 7,2 lag. Die spezifische Produktionsrate
AIgGaps, als ein MaB fiir die Qualitdt des Antikdrpers, zeigt ein dhnliches Verhalten
wie die spezifische Produktionsrate qryq..

Bei der Adaption der Zellen an pH 7,4 kam es zu einem dhnlich hohen Verlust an
Antikérperproduktivitit, verglichen mit der optimalen Kultur bei pH 6,9, wie er
schon bei pH 7,2 zu beobachten war, was sich in den erniedrigten spezifischen Pro-
duktionsraten qj,¢, und qrya.,, widerspiegelt.

Im ungeregelten SuperSpinner war eine vergleichsweise hohe Antikérperproduktivi-
tét festzustellen, die im Durchschnitt um 39 % hoher lag als bei pH 7,2. Im Gegensatz
zur Kultivierung bei einem pH-Wert von 7,2 nahm die spezifische Produktionsrate
im SuperSpinner im zweiten Batch nicht ab, sondern blieb konstant. Eine Adaption
der Zellinie mit der Folge geringerer Produktivitidt scheint unter diesen pH-Wert-
Bedingungen verhindert zu sein oder nur verlangsamt zu erfolgen. Langerfristige
Kultivierungsversuche zeigten aber auch im SuperSpinner einen Verlust an Pro-
duktivitdt nach 11 Passagen, wie in Kap. 3.1.2.2 beschrieben wurde. Es ist somit
wahrscheinlich, daf} fiir die Entwicklung der Produktivitit dieser Zellinie im 1-Liter-
SuperSpinner im Repeated-Batch-Vertahren unterer anderem ausschlaggebend ist,
bei welchen Zelldichten und welchem pH-Wert ein neuer Batch gestartet wird.

Bei der Kultivierung mit HEPES-gepuffertem Medium war im Gegensatz zu den
vorher beschriebenen Systemen mit CO,/HCO3 -Pufferung eine divergente Entwick-
lung der IgG Antikérperproduktion und des Gps-Bindungsvermogens zu beobachten
(sieche Abb. 3.18). Wie aus der Tabelle 3.13 zu entnehmen ist, betrug in dem HEPES-
gepuffertem System die Produktionsrate qr,6.,, nur ca. 3 % von qrye.. Im Vergleich
dazu wurden bei den anderen Kultivierungen 10 % bis 15 % detektiert. Die Qua-
litdt des Antikorpers (seine Fihigkeit Gps zu binden) der HEPES-Kultur war also
im Vergleich zu den anderen Systemen schlecht. Er besal nur 1/3 oder weniger an
Gps-Bindungsfahigkeit im Vergleich zu den in den anderen Systemen produzierten
Antikérpern. Zu [gGgps als Wert fiir die Konzentration des Gps-bindenden Antikér-
pers muf} einschrinkend hinzugefiigt werden, daf} seine absolute Grofie, speziell im
Vergleich zu IgGg, nur als Ndherung fiir die realen Konzentrationen herangezogen
werden kann. Er bezieht sich auf einen Standard aus einer Referenzaufarbeitung des
R24 Antikérpers, dessen Konzentration mit dem Sandwich-ELISA bestimmt wurde.
Es war also kein Standard-Antikérper mit 100 %-tiger Bindungsfihigkeit, sonder
ein reiner ,Bezugsantikorper®. Ein Vergleich der ermittelten IgGgps-Werte und der
entsprechenden Produktionsraten untereinander ist jedoch gut méoglich.

Bei den zur Produktion im HEPES-gepufferten System verwendeten Zellen handelte
es sich um an diese Bedingungen adaptierte Zellen. Sie wiesen ein schlechteres Pro-
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duktionsverhalten auf, als die der Produktionszellbank entnommenen Zellen. Wur-
den die an das HEPES-System adaptierten Zellen im bicarbonatgepufferten 1-Liter-
SuperSpinner kultiviert, so konnte eine R24 Antikérperkonzentration von [gGg = 13
mg/1 bei einer Zelldichte von 1,2x10° Zellen /ml erzielt werden. Diese Antikérperkon-
zentration entspricht derjenigen, die bei Langzeitkultivierung nach 11 Passagen im
1-Liter-SuperSpinner gemessen wurde (siehe 3.1.2.2). Das Gps-Bindungsvermogen
(IgGaps = 1,9 mg/1) dieses Antiksrpers zeigte im Vergleich zur Antikorperkonzentra-
tion IgGg eine gute Qualitéit des Antikérpers an, die der im CO,/HCO3 -gepufferten
System produzierten Antikérper dhnlich war. Die Qualitdt des Antikorpers ist so-
mit sehr wahrscheinlich von den Kulturbedingungen abhingig, und nicht von den
verschieden adaptierten Zellen.

In den oben beschriebenen 2-Liter-Bioreaktor- und 1-Liter-SuperSpinner-
Kultivierungen der Hybridomzelle HB-8445 unter serumfreien Bedingungen konnten
die Beobachtungen, die zuvor bei der unter 3.1.2 aufgefithrten Kultivierung im 1-
Liter-SuperSpinner beziiglich der Auswirkungen des pH-Wertes im Kulturmedium
auf das Zellwachstum und die Antikérperproduktion bestédtigt werden. Ein saurer
pH-Wert im Kulturmedium fiihrte zu einer Verringerung der Wachstumsgeschwin-
digkeit bei gleichzeitig erhthter Antikérperproduktion.

Die Antikérperproduktion korrelierte in allen Kultursystemen in unterschiedlichem
Ausmafl mit dem Wachstum der Zellen.

Die Beobachtung einer erhshten Antikérperproduktion in einer Hybridomzellinie bei
einem erniedrigten pH-Wert deckt sich mit Daten von Hayter et al. (1992) [57], die
ein pH-Wert Optimum von 6,8 fiir die Antikérperproduktionsrate feststellten. Oz-
turk et al. (1991) beschrieben eine Steigerung der Antikérperproduktionsrate um
das Doppelte bei einer Erniedrigung des pH-Wertes unter 7,2 [143].

Miller et al. (2000) berichteten, daf die ,pH-Wert Historie“ das Verhalten von Zel-
len bei einem gegebenen pH-Wert beeinfluit [117]. Unter der ,pH-Wert Historie“
wurde dabei der Verlauf des pH-Wertes einer Kultur in den vorangegangenen Pas-
sagen bezeichnet. Diese Aussage deckt sich mit den Beobachtungen, die bei den
Kultivierungen gemacht wurden, speziell bei einem Vergleich der Wachstums- und
Produktionsraten des ersten und des zweiten Batches der jeweiligen Kultur. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit der Vermutung, daf es bei der Anderung des pH-
Wertes einer Kultur zu ldngerfristigen Adaptionsvorgingen der Zellen oder vielleicht
sogar eine Anreicherung einer Subpopulation kommt.

Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten Die Konzentrationsent-
wicklung von Glukose und Laktat im Kulturiiberstand im Verlauf der Kultivierungen
zeigte eine Abhingigkeit von den gewdhlten Kulturbedingungen, (siehe Tab. 3.13).
Besonders auffillig sind hier die hohen Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktions-
raten in den Kultivierungen bei pH 7,4 und 7,2. Ozturk et al. (1991) berichteten in
ihren Untersuchungsergebnissen ebenfalls von einem Anstieg des Glukoseverbrauchs
und der Laktatproduktion bei den Kultivierungen einer Maus Hybridomzellinie bei
basischen pH-Werten [143]. Bei niedrigen pH-Werten scheint der Stoffwechsel der
Zellen derart umgestellt zu werden, dafl im Vergleich zur verbrauchten Glukose rela-
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tiv wenig Laktat produziert wurde (siehe Tab. 3.14). Dieses Verhalten konnte bei den
Kulturen pH 6,9 und der zum Ende der Batches entstehenden sauren Bedingungen

bei der HEPES-Kultur beobachtet werden.

Glutamin und NH; Die in der Kultur erreichten maximalen Ammoniumkonzen-
trationen sind unter allen Kulturbedingungen sehr &hnlich. Fiir das Wachstum von
Hybridomzellen wird beschrieben, daf} bei einem sehr basischem pH-Wert von 7.8 im
Kulturmedium eine Konzentation von 4 mM NH4CI eine 50 %ige Wachstumsinhibi-
tion bewirkte [29]. Bei einem pH-Wert von 6,8 lag die NH,Cl Konzentration fiir eine
50 %ige Wachstumsinhibition doppelt so hoch. Bei den oben beschriebenen Kulti-
vierungen wurden diese kritischen Ammoniumkonzentrationen von iiber 4 mM erst
zum Abschlufl der jeweiligen Batches erreicht, und haben somit kaum einen Einfluf}
in der exponentiellen Wachstumsphase gehabt. In hochzelldichten Kultursystemen
wiirde die Ammoniumkonzentration als wachstumsinhibitorischer Faktor eine wich-
tigere Rolle spielen. In diesen Systemen ist es giinstiger, bei niedrigen pH-Werten zu
kultivieren. Unter diesen Bedingungen ist eine hshere Toleranz gegen Ammonium
vorhanden, da bei einem niedrigen pH-Wert weniger NHj3 als wahrscheinlich inhi-
bitorische Substanz vorhanden wire, welches mit dem NHI-Ton im Gleichgewicht
steht.

Ein Vergleich der Glutaminkonzentrationen im Kulturiiberstand ergab bei allen Kul-
tivierungen eine dhnliche Entwicklung bezogen auf die Zelldichte in der Kultur.

Quotienten der Produktions- und Verbrauchsraten Die Quotienten in Tab.
3.14 geben Hinweise auf die Stoffwechselaktivitdten der Zellen unter den verschie-
denen Kulturbedingungen.

Tabelle 3.14: Quotienten der Verbrauchs- und Produktionsraten wihrend der
Repeated-Batch-Produktion des monoklonalen Antikérpers R24 im  2-Liter-
Bioreaktor im SuperSpinner Kultursystem.

pH74 pHT72 pH6,9 HEPES SuperSpinner

Quotienten®
dcite/PLac 0,68 0,71 1,34 1,04 0,65
d6ie/ 4Gin 4,59 2,75 1,31 1,65 2,67
daie/Prgcs’ 445 264 36 97 98
AGin /PIyGs" 98 95 28 61 37

¢ Arithmetischer Mittelwert gebildet aus den Raten der Batches I und II
b in pmol/pug

In der Kultivierung bei einem pH-Wert von 7,2 betrug der Quotient qge/prac 0,71.
Bei einer leichten Verschiebung der Kulturbedingungen zum Sauren (pH 6,9) wurde
im Vergleich zum Glukoseverbrauch weniger Laktat produziert, so dafy der Quotient
qcie/Prae mit 1,34 um 89 % hoher war als bei pH 7,2. Eine Kultivierung bei pH 7,4
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hatte hingegen, verglichen mit den Standardbedingungen bei pH 7,2, kaum Auswir-
kungen auf das Verhiltnis des Glukoseverbrauchs zur Laktatproduktion.

Der Quotient qgr./qam gibt einen Hinweifl auf das Verhéltnis der Nutzung von Glu-
kose oder Glutamin als C-Quelle im Stoffwechsel der Zellen. In der Kultivierung
bei einem pH-Wert von 7,4 war der Quotient qe./qer, um 67 % grofer, und bei
pH 6,9 um 52 % niedriger als bei pH 7,2. Die Hybridomzellen scheinen also ihren
Energiebedarf vermehrt mit Glukose als C-Quelle gedeckt zu haben, je basischer die
Kulturbedingungen waren.

Die Quotienten qgie/pryae und qain/prgcs geben eine Relation des Verbrauches der
C-Quellen Glukose und Glutamin bezogen auf die Antikérperproduktion an. Je ba-
sischer die Kulturbedingungen im CO;/HCO3-gepufferten System waren, um so
mehr Glukose wurde im Vergleich zu Antikérperproduktion verbraucht. So wurde
bei pH 7,4 das 1,7-fache an Glukose verbraucht, verglichen mit der Kultur bei pH
7,2. Auffillig ist der geringe Verbrauch von Glukose (14 %) und auch Glutamin
(29 %) bezogen auf die Antikérperproduktion bei pH 6,9 verglichen mit jenem bei
pH 7.2 (100 %). Die Zellen benstigten bei dem sauren pH-Wert durch die Umstel-
lung des Zellstoffwechsels auf die stirkere Antikérperproduktion vermutlich weniger
Glukose und Glutamin zur Deckung ihres Energiebedarfes fiir das relativ langsame
Wachstum.

Bei den Kultivierungen konnte kein signifikanter Einflufl der Kulturbedingungen auf
die spezifischen Sauerstoffverbrauchsraten festgestellt werden. Diese Beobachtung
deckt sich mit denen von Ozturk et al. (1991), die keinen Einfluff des pH-Wertes auf
den Sauerstoffverbrauch von Hybridomkulturen feststellten [143].

3.2.5.7 Untersuchung der Stabilitit von R24 Antikérpern in verschiede-
nen Kulturmedien

Zur Untersuchung der Stabilitdt des Antikorpers in den verschiedenen Kulturme-
dien wurde Produktiiberstand aus einer 250 ml Spinnerkultivierung in verschieden
konditionierten Medien 7 Tage bei 37 °C bebriitet. Anschlieend wurde das Gps Bin-
dungsvermogen der Proben mittels ELISA bestimmt und miteinander verglichen.

Je 10 ml Kulturiiberstand der Spinnerkultur, die bei einer Zelldichte von 1,3x10°
Zellen/ml geerntet worden war wurden mittels NaOH und HCI auf die pH-Werte
7.4, 7,2 und 6,9 eingestellt. Eine Probe wurde mit 20 mM HEPES versetzt und der
pH-Wert auf 7,0 eingestellt. Der pH-Wert der Proben wurde alle 24 h kontrolliert
und gegebenenfalls eingestellt. Zur Vermeidung von Kontaminationen wéhrend der
Bebriitung wurde 0,05 %NaN3 zu den Proben gegeben. Die anschliefiende Bestim-
mung des Gps Bindungsvermogens ergab fiir die Proben pH 7.4 und 7,2 einen Wert
von IgGgps = 22,1 mg/l. Ein leicht hoherer IgGgps-Wert wurde bei der HEPES-
Probe mit 22,9 mg/l festgestellt. Die héchste gps-Bindungskapazitit mit 23,7 mg/1
besafl die Probe pH 6,9. Die Dreifachbestimmung ergab dabei eine Streuung der
Werte um max. 15 %.

Die gemessenen Werte stimmen innerhalb der Fehlertoleranz der Messungen prak-
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tisch iiberein. Es ist somit sehr unwahrscheinlich, dafi unterschiedliche Aktivitit
von Proteasen oder sonstige Faktoren die sezernierten Antikorper zerstérten, und es
somit zu den Differenzen in der Antikérperkonzentration und im Gps Bindungsver-
mogen in den verschiedenen Kultivierungen kam. Von Schlaeger et al. (1987) wurde
beschrieben, dafl es erst unterhalb eines pH-Wertes von 4.5 in serumfreien Kultur-
iiberstdnden von Maushybridomkulturen zu massiver proteolytischer Spaltung von
Antikorpern kommt [168]. Die erhaltenen Ergebnisse stimmen mit den Beobachtun-
gen von Ackermann et al. (1995) iiberein, daB Anderungen in der strukturellen und
funktionellen Heterogenitidt von sekretierten Antikérpern nicht auf extrazellulédre
oder medienbedingte Faktoren zuriickzufiithren waren [1].

Eine weitere Antikérper-Probe, welche nicht bebriitet wurde, sondern iiber den glei-
chen Zeitraum bei 4°C gelagert worden war, ergab einen IgGgps-Wert von 25,4
mg/ml. Der Vergleich des Gpz Bindungsvermégens der R24 Antikérper im bebriite-
ten und nicht bebriiteten Kulturiiberstand 148t auf eine nur geringe proteolytische
Aktivitat im Kulturiiberstand schlieflen.

3.2.5.8 Zusammenfassung

Im 2-Liter-Bioreaktor wurde die R24 produzierende Zellinie HB-8445 in CO5/HCO;3 -
gepufferten Medien bei den geregelten pH-Werten 7.4; 7,2 und 6,9 sowie im pH-Wert
ungeregelten mit HEPES-gepufferten Medium kultiviert. Daneben erfolgte die R24
Produktion im ungeregelten 1-Liter-SuperSpinner mit CO,/HCO3-Pufferung.

Die verschiedenen Kulturbedingungen hatten signifikanten Einflufl auf die Wachs-
tumsgeschwindigkeit, die R24 Produktionsraten und auf den Metabolismus der Zel-
len. Es zeige sich, dafl der iiblicherweise fiir die Kultivierung von Sadugerzellen ver-
wendete pH-Wert von 7,2 die besten Voraussetzungen fiir ein optimales Wachstum
der Zellen bot. Unter sauren Kulturbedingungen bei pH 6,9 sank die Wachstumsrate
p mit 0,34/d auf die Hilfte der bei pH 7,2 gemessenen. Auch eine Kultivierung im
HEPES-gepufferten Medium ftiihrte, wie bei pH 6,9, nahezu zu einer Halbierung der
Wachstumsrate.

Die Antikérperproduktion war unter allen Kulturbedingungen in unterschiedlichem
Ausmafl mit dem Zellwachstum korreliert. Die héchsten spezifischen R24 Produk-
tionsraten wurde bei pH 6,9 gemessen. Sie lagen mit pryq. = 42,3 ug 107¢ Zellen
d=! doppelt so hoch wie bei pH 7,2 Kultur. Im Verlauf der Kultivierung bei pH
7,2 halbierte sich die spezifische R24 Produktionsrate von 19 im Batch I auf 10,7
pg 107 Zellen d=! im Batch I1. Dieses Absinken der R24 Produktion von Batch 1
nach Batch IT war auch bei pH 7.4 und in der HEPES-Kultur zu beobachten. Nur
im SuperSpinner und bei pH 6,9 blieb die R24 Produktion in den beiden Batches
nahezu konstant.

Ein Maf} fiir die Qualitit des produzierten R24 Antikorpers ist das Gps-
Bindungsvermogen (IgGgps, die Menge R24 Antikorper, die an Gps bindet) im
Vergleich zur Antikorperkonzentration (IgGg). Auffallend war hier das um 2/3 ge-
ringere Bindungsvermogen des im HEPES-gepufferten Medium produzierten Anti-
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korpers (vergleiche Kap 3.3.1).

Ein Vergleich der Stabilitit des sezernierten R24 Antikorpers unter den verwendeten
Kulturbedingungen zeigte, dafl im Bereich zwischen pH 7,4 und 6,9 sowie im HEPES-
gepufferten Medium keine proteolytische Aktivitit feststellbar war. Es kann somit als
sicher angenommen werden, dafl die unterschiedlichen Kulturbedingungen wéhrend
der R24 Produktion ausschlaggebend fiir die unterschiedlichen Antikérpermengen
bei den Kultivierungen waren.

Das verwendete Medium, eine Mischung aus RPMI 1640, DMEM und Nutrient Mix
F12 war gut auf die Bediirfnisse der Zellen abgestimmt. Im Verlauf der Kultivierun-
gen wurden die Konzentrationen von 18 Aminosduren, Glukose, Laktat und NI
im Kulturiiberstand gemessen. Erst gegen Ende der Batches waren Glutamin, Tryp-
tophan, Valin und Leucin weitestgehend verbraucht, so dafl kein das exponentielle
Wachstum der Zellen limitierendes Substrat festgestellt wurde. Laktat und NHJ er-
reichten in den Kulturen keine wachstumsinhibierenden Konzentrationen. Auffillig
niedrige Verbrauche von Glukose wurden bei pH 6,9 und in der HEPES-Kultur ge-
messen, die bei ca. der Hilfte derer der pH 7.4 und pH 7.2 Kultivierungen lagen.
Bei der Kultivierung mit pH 7,4 war ein vergleichsweise hoher Verbrauch an Glu-
kose und eine starke Produktion von Laktat im Vergleich zum Glutaminverbrauch
festzustellen. Bei pH 6,9 wurde im Gegenteil dazu ein entsprechend geringerer Ver-
brauch, verglichen mit den Standardbedingungen bei pH 7,2, gemessen. Zudem war
die Laktatproduktion bei pH 6,9 im Vergleich zum Glukoseverbrauch um gut die
Hilfte niedriger als bei pH 7,2.

Die Kultivierung der HB-8445 Zellen bei einen pH-Wert von 6,9 stellte somit eine
gute Moglichkeit dar, die Antikérperproduktivitit gegeniiber den iiblichen Kultur-
bedingungen bei pH 7,2 mehr als zu verdoppeln.

3.3 Aufreinigung des R24 Antikorpers

In den zuvor beschriebenen 2-Liter-Bioreaktor Kultivierungen bei pH 7,4; 7,2 und
6,9 sowie HEPES-Pufferung wurden jeweils ca. 3,5 1 und im 1-Liter-SuperSpinner
1,6 1 produkthaltiger Uberstand produziert, dessen Aufarbeitung im Folgenden be-
schrieben werden soll. Ziel der Aufreinigung war dabei die effiziente Gewinnung von
hoch reinem R24 Antikérper, der zur Untersuchung der proteingebundenen Oligo-
saccharide und fiir Bindungsstudien dienen sollte.

3.3.1 Affinititsreinigung mittels Protein A-Siulenchroma-
tographie

Das zur Aufreinigung des Produktes verwendete Protein A jerkennt® spezifisch den
F. Teil von IgG-Antikérpern. Die Bindung von IgG Antikérpern an Protein A wird
nicht durch die N-Glykane an der Cp2-Doméne im F. der Antikérper beeinflufit
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[92], so daf es zu keiner selektiven An- oder Abreicherung von Antikérpern kommt,
die bestimmte N-Glykane besitzen. Diese spezifische Affinitdtsreinigung war somit
sehr gut zur Abtrennung der Antikérper von weiteren Proteinbestandteilen des Kul-
turiiberstandes geeignet. In einem einzigen Reinigungsschritt konnten die weiteren
Proteinbestandteile im Kulturiiberstand wie HSA, Insulin und Transferrin sowie von
den Hybridomzellen sezernierte und aus Zelltriimmern stammende Proteine abge-
trennt werden.

Vor der Protein A-Chromatographie wurden die Kulturiiberstinde der jeweiligen
Batches I und II der 2-Liter-Bioreaktor und der SuperSpinner Produktion des mo-
noklonalen Antikorpers R24 vereinigt und zellfrei zentrifugiert. Die Antikérperkon-
zentrationen in den Kulturiiberstinden der Batches (siehe Kap. 3.2.5) und in den
Eluaten wurden mittels Sandwich-ELISA (siehe Kap. 2.6.1.2) bestimmt. Die Kon-
zentration an Gps-bindenden R24 Antikérper wurde mit dem Gps-Bindungs-ELISA
ermittelt (siehe Kap. 2.6.1.3).

Der Quotient Qr,o=lgGaps/IgGs stellt ein Maf fiir die Qualitidt des produzier-
ten Antikorpers dar, der ausdriickt, in wie weit der Antikorper in der Lage ist,
Gps zu binden. Im Idealfall sollte Q7,¢ = 1 sein. Da aber im Sandwich-ELISA po-
lyklonale Anti-Maus-Antikérper verwendet wurden, wurden bei dieser Antikérper-
Konzentrationsbestimmung auch IgG-Fragmente, die nicht in der Lage sind Gps
zu binden, ,erkannt®. Zudem besafl der R24-Referenz- Antikérper, der bei den Gps-
Bindungstests verwendet wurde, selbst kein 100 %-iges Bindungsvermogen an Gpg,
da kein z.B. Gps-affinitdtschromatographisch aufgereinigter R24 Antikorper ver-
fiighar war. Somit sind die Werte der Antikérperkonzentrationen aus den Gps-
Bindungstests zwar gut zum Vergleich miteinander geeignet, aber als absolute Gro-
Ben nur bedingt aussagekriftig. Die genannten Griinde erkldren, warum die Werte
fiir IgGgps wesentlich kleiner als fiir IgGg sind und somit die Q7,¢ wesentlich kleiner
als 1 sind.

Im Verlauf der Sdulenchromatographien konnten die in der Tabelle 3.15 aufgefiihrten
Ausbeuten ermittelt werden.

Durch die 2-Liter-Bioreaktor-Kultivierungen konnten je nach Kulturbedingung zwi-
schen 134 mg (pH 7,4) und 521 mg (pH 6,9) R24 Antikérper produziert werden. Die
Wiederfindungsrate nach der Protein A-Aufreinigung betrug bei den CO,/HCO3 -
gepufferten Kulturen zwischen 39 und 45 %, was in diesen Systemen zu Ausbeuten
nach der Reinigung von 58 mg bei pH 7,4 bis zu 224 mg bei pH 6,9 fiithrte. Die
Wiederfindungsrate des Antikorpers aus der HEPES-Kultur betrug bei der Protein
A-Aufreinigung nur 15 %. Dieser hohe Verlust an R24 Antikérper wihrend der Auf-
reinigung ist mit der ,schlechteren Qualitdt® (sieche Kap. 3.4.1.1) des Antikorpers
aus der HEPES-Kultur zu erkldren.
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Tabelle 3.15: Ausbeuten des im 2-Liter-Bioreaktor (COz/HCO;- und HEPES-
Pufferung) und im SuperSpinner-Kultursystem produzierten mAk R24 nach Protein
A-Aufreinigung.

Kultursystem pH 7.4 pH 7.2 pH 6.9 HEPES Sgper—
Spinner
Ernte
Kulturiiberstand [1]* 1,4/2,0 1,6/2,0 1,4/2,0 1,5/2,0 0,7/0,9
IgG,[mg]® 71,3/62,7 120,5/89,8 198,6/322.5 102,6/150,4 55,3/72,9
IgGaps[mgl® 14,8/74  26,2/23.,0  34,0/58.2 5,1/4,0 10,8/12,6
Qrya=IgGaps/IgG, 0,20/0,12 0,22/0,25  0,17/0,18 0,05/0,03  0,20/0,17
Protein A Aufreinigung?
[gG, aufgetragen [mg] 134 210 521 253 128
[gGs gebunden [mgl° 77 123 286 68 7
Bindungsrate [%] 58 59 55 27 60
Wiederfindungsrate |%] 43 39 43 15 45
IgG, Ausbeuten’
[mg/1)¢ 17 23 66 11 36
Gesamt [mg] 58 83 224 39 58

“ Batch I / Batch II

" 1gGs: IgG aus Kulturiiberstand, quantifiziert mit Sandwich ELISA

¢ IgGgps: An Gps bindendes IgG, Nachweis mit Gps Bindungs-ELISA

¢ Durchgefithrt mit den vereinigten Kulturiiberstinden von Batch I und Batch II
¢ Berechnet aus den im Durchflufl bestimmten IgG Mengen

/ Wiedergefunden im Eluat

9 Bezogen auf einen Liter Kulturiiberstand

Die Effizienz einer Reinigungsmethode fiir ein Protein kann unter anderem durch den
Konzentrierungsfaktor beschrieben werden. Wie aus Tab. 3.16 entnommen werden
kann, war die Konzentration der Antikérper im Eluat, mit Ausnahme der HEPES-
Kultur, ca. 25-fach hoher als im Kulturiiberstand. Der niedrigere Konzentrierungs-
faktor bei der Reinigung der Antikérper aus der HEPES-Kultur kann mit der unter
Kap. 3.4.1.1 begriindeten ,schlechteren Qualitdt® des Antikorpers erklidrt werden.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 123

Tabelle 3.16: Auflistung der Konzentrierungsfaktoren von R24 Antikérper nach Pro-
tein A-Aufreinigung (siehe Kap. 2.5.2).

Kultivierungs- R24-Konzentration im  R24-Konzentration im  Konzentrie-

bedingungen  Kulturiiberstand [%] ’ Eluat [%] ’ rungsfaktor
pH 7.4 39 1000 26
pH 7,2 58 1400 24
pH 6,9 153 4000 26
HEPES 72 600 8
SuperSpinner 80 1900 25

¢ Quantifiziert mittels Sandwich ELISA (IgGs)

3.3.1.1 Zusammenfassung

Die Protein A-Affinitdtschromatographie in Verbindung mit der FPLC- und dem
BioPilot-System stellt eine einfache und schnelle Methode zur Aufreinigung und

Ankonzentrierung des Antikérpers R24 von Typ IgGs aus dem Kulturiiberstand
dar.

Bei den 2-Liter-Bioreaktor-Kultivierungen konnten je nach Kulturbedingung zwi-
schen 521 mg (pH 6,9) und 134 mg (pH 7,4) R24 Antikérper produziert werden,
die im Kulturiiberstand vorlagen. Im 1-Liter-SuperSpinner betrug die produzierte
Menge R24 vor der Protein A-Reinigung 128 mg.

Bei der zur Aufreinigung des R24 Antikorpers durchgefithrten Protein A-
Affinitdtschromatographie war ein nicht unerheblicher Verlust von Antikérpern zu
verzeichnen. Die Wiederfindungsraten des unter den verschiedenen COy/HCOg3-
gepufferten Kulturbedingungen hergestellten R24 Antikorpers betrug 39 bis 45 %.
Bei der Aufarbeitung der im HEPES-Puffersystem produzierten Antikérper wurde
eine im Vergleich zu den anderen Systemen noch niedrigere Wiederfindungsrate (1/3)
detektiert, was mit einem hohen Anteil von IgG-Fragmenten bei den produzierten
Antikérpern begriindet sein diirfte.

Der Vergleich der Mengen an Protein A gereinigtem Antikoérper pro Liter geernte-
tem Kulturiiberstand zeigt einen sehr deutlichen Einflufl der Kulturbedingungen auf
die Antikérper-Produktivitit und die Féahigkeit des R24 Antikorpers, an Protein A
zu binden. Bei einem pH-Wert von 6,9 konnte mit 66 mg R24 Antikérper/l Kultur-
iiberstand nach der Aufreinigung das Dreifache dessen geerntet werden, was bei den
Standard-Kulturbedingungen mit einem pH-Wert von 7,2 erreicht wurde. Die Pro-
duktionsbedingungen bei einem hohen pH-Wert von 7,4 fithrten zu einer Abnahme
der Menge an Antikérper nach der Protein A-Reinigung um ca. 25 % gegeniiber den
Standardbedingungen. Bei dem HEPES-gepufferten System konnte sogar nur eine
Ausbeute von 50 % erreicht werden. Mit dem SuperSpinner-Kultursystem konnte
eine Ausbeute von gut 160 % derjenigen des Bioreaktors bei pH 7,2 erreicht wer-
den. Der SuperSpinner ist somit eine gute Alternative zur wesentlich aufwendigeren
Bioreaktorkultivierungen.
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Ein dhnliches Bild wie bei der Wiederfindungsrate stellt sich auch bei den in Tabelle
3.16 aufgefiihrten Konzentrierungsfaktoren dar. Die um ca. 2/3 geringere Aufkon-
zentrierung an R24 Antikoérper aus der HEPES-Kultivierung kann auch hier mit der
yschlechteren Qualitdt® des R24 Antikorpers begriindet werden.

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dafl ein pH-Wert bei der Kultivie-
rung der HB-8445 Zellen von 6,9 zu einer optimalen Ausbeute (sowohl quantitativ
als auch qualitativ) an Protein A-gereinigtem R24 Antikorper im Vergleich zu allen
anderen Ansétzen fiihrt.

3.4 Molekulare Charakterisierung des R24 Anti-
korpers

Im folgenden Kapitel soll untersucht werden, welchen Einfluf} die verschiedenen Kul-
tivierungsbedingungen auf die molekulare Struktur der produzierten Antikérper ha-
ben.

Mit den Techniken der SDS-Gelelektrophorese und Gelchromatographie wurden
die Grofle und die Reinheit der durch Protein A-Chromatographie isolierten An-
tikorper {iberpriift. Die isoelektrische Fokussierung (IEF) diente zum Vergleich der
Ladungsstruktur der Antikérper untereinander. Bei den darauf folgenden Lektin-
Bindungstests sollte als erstes iiberpriift werden, ob die R24 Antikérper iiberhaupt
glykosyliert waren, und wenn ja, ob in der schweren und/oder der leichten Ket-
te. Die Bestimmung des Gehaltes an Neutralzuckern mittels Resorcin gab Hinweise
auf den Gesamtgehalt an Oligosacchariden. Der Gehalt der Antikérper an Sialin-
sduren wurde durch HPLC ihrer fluoreszierenden Derivate bestimmt. Die Struktu-
ren der mittels Hydrazinolyse abgespaltenen N-Glykane wurden chromatographisch
mittels HPAEC-PAD und die Molmassen massenspektrometrisch mit der MALDI-
TOF-Massenspektrometrie charakterisiert. Die Massen der enzymatisch abgespal-
tenen N-Glykane wurden mit Hilfe der ESI-QTOF-Massenspektrometrie bestimmt.
Zur genaueren Charakterisierung der enzymatisch abgespaltenen N-Glykane wurden
die Molmassen von Fragmenten ausgewéhlter Oligosaccharide mittels ESI-QTOF-
MS/MS bestimmt.

3.4.1 Uberpriifung des Molekulargewichts und der Reinheit
der aufgearbeiteten R24 Antikorper

Die Reinheit der mittels Protein A Affinitdtschromatographie isolierten R24 Anti-
korper wurde mittels SDS-Gelelektrophorese und der Gelchromatographie bestimmt,
die neben einer Molekulargewichts-Zuordnung auch eine Uberpriifung auf Verunrei-
nigung durch andere Proteine zulassen.
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3.4.1.1 SDS-Gelelektrophorese

Zur Molekulargewichts-Zuordnung mittels SDS-PAGE wurde das automatisier-
te PhastSystem verwendet. Abb. 3.25 zeigt die Auftrennung der R24 Antikor-
per aus den verschiedenen Kultivierungsansitzen (siehe Kap. 3.2.5) im SDS-
Gradientengel. Die aufgetragenen Antikérper waren zuvor durch Protein A-
Affinitdtschromatographie (siehe Kap. 3.3.1) aus den Kulturiiberstinden aufgerei-
nigt worden. Die Detektion der Proteinbanden nach der Auftrennung erfolgte mittels
der sehr empfindlichen Silberfairbung nach Heukeshoven (1988), die allerdings keine
quantitative Berechnung der Proteinmengen erlaubt.

A 1k5[8a W = KD
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Abbildung 3.25: SDS-PAGE im Gradientengel (8-25 %) der mittels Protein A Affini-
tatschromatographie aufgereinigten R24 Antikoérper unter nicht reduzierenden (A)
und unter reduzierenden Bedingungen (B). Auf die Bahnen wurde in (A) aufgetra-
gen: (1) 0,1 pg R24 aus pH 7,4 Kultivierung, (2) 0,1 pg R24 aus pH 7,2 Kultivierung,
(3) 0,2 pg R24 aus pH 6,9 Kultivierung, (4) 0,1 pg R24 aus HEPES-Kultivierung,
(5) 0,2 pg R24 aus SuperSpinner Kultivierung, (6) 1ug LMW Markerproteine und
(7) 0,1 pg Maus IgG Referenz-Antikorper. Im Gel (B) wurden die doppelten Men-
gen an Protein im Vergleich zu (A) aufgetragen. Die Proteinbanden wurden durch
Silberfarbung angeférbt.
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Unter nicht reduzierenden Bedingungen, (Abb. 3.25 A), chromatographierten die
Antikorper aus den verschiedenen Kultivierungsanséitzen (Bahnen 1 bis 5) auf glei-
cher Hohe mit dem Referenz-Mausantikorper (Bahn 7). Die Antikérper wiesen das
fiir IgG-Antikorper zu erwartende Molekulargewicht von 150 kDa auf. Die Antikor-
per aus den Bioreaktor-Kultivierungen bei pH 7,2 und 6,9 sowie der SuperSpinner
Kultur zeigten die gleichen Doppelbanden (Mikroheterogenitit) wie der Referenz-
Antikorper. Die SDS-PAGE zeigt nach der Protein A-Reinigung neben den Antikor-
pern keine weiteren Proteine. Die schwachen Banden bei 25, 50 und 75 kDa sind auf
Antikorperfragmente (leichte und schwere Ketten) zuriickzufiihren.

Durch eine Reduktion der Disulfidbriicken mit f-Mercaptoethanol werden die leich-
ten und schweren Ketten der Antikérpermolekiile voneinander getrennt. In der SDS-
PAGE unter reduzierenden Bedingungen (Abb. 3.25 B) sind bei allen Antikérpern
aus den verschiedenen Kulturen die leichten Ketten bei 25 kDa und die schweren
Ketten bei 50 kDa zu sehen [55]. Die Zuordnung erfolgte iiber Referenzproteine mit
definierten Molmassen.

Mittels einer SDS-PAGE, bei dem die zellfreien Kulturiiberstdnde aufgetrennt wur-
den, konnte gezeigt werden, daf der Uberstand aus dem HEPES-Kultursystem einen,
im Vergleich zu den anderen Kultursystemen, erh6hten Anteil an Protein mit einem
Molekulargewicht von 25 kDa aufwies. Dieses entspricht der Grofle der leichten Ket-
te eines [gG Antikorpers. Diese Proteine wurden, wenn es sich um die leichte Kette
des IgG Antikorpers handelte, bei der Antikérperkonzentrationsbestimmung mittels
ELISA mit erfafit, trugen aber nicht zum Gps-Bindungsvermégen des Produktes
bei. Das ist eine Erkldrung fiir den niedrigen IgGaps-Wert und folglich auch fiir
den niedrigen Quotienten Q. (siehe Tab. 3.15) der HEPES-Kultivierung, der ein
MaB fiir die Qualitdt des produzierten Antikorpers darstellt. Das bei der Aufrei-
nigung verwendete Protein A bindet IgG Antikérper im Bereich des F. Teils des
Antiksrpers. Die Uberproduktion von leichten Ketten des Antikérpers, die nicht an
Protein A binden, erklirt auch, warum so wenig Produkt aus dem Kulturiiberstand

der HEPES-Kultur an die Saule bindet.

3.4.1.2 Gelchromatographie

Bei der Gelchromatographie geschieht die Auftrennung der einzelnen Bestandteile
einer Proteinmischung nach ihrer Grofle bzw. nach ihrem Stokes-Radius. Das Eluti-
onsvolumen der verwendeten Gelfiltrationssdule fiir Proteine, die mit iiber 600 kDa
praktisch zu grof§ sind, um in die Poren des Gelmaterials eindringen zu kénnen, be-
triagt bei der verwendeten Siule (siehe Kap. 2.6.7) ca. 0,9 ml. Das Elutionsvolumen
fiir sehr kleine Molekiile, wie z.B. Salze, betrdgt 2 bis 2,2 ml und fiir das 150 kDa
grofle R24 Antikérpermolekiil ca. 1,3 ml.

In Abbildung 3.26 sind die Elutionsprofile der mittels Protein A aufgereinigten R24
Antikérper der verschiedenen Kultivierungen dargestellt.
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Abbildung 3.26: Elutionsprofile der mittels Protein A aufgereinigten R24 Antikor-
per. Die Gelfiltration erfolgte iiber eine Superdex 200 PC 3.2/30 10 — 600 kDa
Gelfiltrationssdule im SmartSystem. Aufgetragen wurden an R24 Antikorper: (A)
10 pg in 70 pl (Kultivierung bei pH-Wert 7,4), (B) 17 pg in 25 ul (Kultivierung
bei pH-Wert 7,2), (C) 29 ug in 15 pl (Kultivierung bei pH-Wert 6,9), (D) 9 ug
in 70 pl (Kultivierung mit HEPES), (E) 20 pg in 25 pl (Kultivierung im Super-
Spinner) und (F) 24 pg Referez Maus IgG in 60 ul. Die Signalintensitédten sind in
Fluoreszenz-Einheiten (FE) dargestellt.
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Alle R24 Antikorper sowie auch der Referenz Antikorper eluierten von der Gelchro-
matographiesidule bei einem Elutionsvolumen von ca. 1,3 ml. Die Peaks in den Elu-
tionsprofilen ab einem Elutionsvolumen von ca. 1,9 ml stammen von Salzen aus
dem Puffer, in dem die Antikérperproben auf die Sdule aufgegeben wurden. Diese
yoalzpeaks® sind um so hoher, je niedriger der Antikérper bei der Aufgabe auf die
Saule im Puffer konzentriert war. Die Breite der Peaks ist abhdngig vom Volumen,
in dem der Antikorper auf die Sdule aufgegeben wurde. Die Unterschiede in den
Elutionsprofilen, wie z.B. in den Liufen A und C in Abbildung 3.26, resultieren da-
her aus den verschiedenen Konzentrationen des Antikérpers im Eluat der Protein A
Affinitdtschromatographie bei der Aufgabe auf die Sédule und den unterschiedlichen
Aufgabevolumina.

Die Gelchromatographie der Antikérper zeigte neben dem Signal des R24 Antikor-
pers keinen weiteren Peak von Fremdproteinen.

3.4.1.3 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Bei der isoelektrischen Fokussierung (IEF) werden Proteine nach ihrem isoelektri-
schen Punkt getrennt. Es stellt also ein gegeniiber der Gelchromatographie und Gel-
elektrophorese selbstédndiges System dar, bei dem nicht nach der Gréfie sondern nach
der Ladungsstruktur der Proteine aufgetrennt wird. Unterschiede in der Ladungs-
struktur der untersuchten Antikérper kénnen hiermit sichtbar gemacht werden. Um
den stérenden Einflul von hohen Salzkonzentrationen bei der isoelektrischen Fo-
kussierung zu vermeiden, wurden die Antikérperproben zuvor gegen Phosphatpuffer
dialysiert. Abb. 3.27 zeigt die IEF der Protein A gereinigten R24 Antikérper aus
den verschiedenen Kultivierungsansitzen. Der IEF-Marker erlaubt anhand von Re-
ferenzproteinen die Zuordnung des isoelektrischen Punktes zu einer Proteinbande.

Wie in Abb. 3.27 zu erkennen ist, ergibt die IEF bei allen eingesetzten Antikérpern
das gleiche Bandenmuster. Anhand der IEF konnte somit kein erkennbarer Einflufl
der Kultivierungsbedingungen auf die Ladungsstruktur und den damit verbundenen
isoelektrischen Punkt der Proteine nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.27: IEF-Gel (PhastSystem, pH 3 - 9) der mittels Protein A Affinitéts-
chromatographie aufgereinigten R24 Antikorper: (1) 0,1 ug R24 aus pH 7,4 Kulti-
vierung, (2) 0,2 pg R24 aus pH 7,2 Kultivierung, (3) 0,2 pg R24 aus pH 6,9 Kulti-
vierung, (4) 0,1 ug R24 aus HEPES-Kultivierung, (5) 0,2 pg R24 aus SuperSpinner
Kultivierung, (6) 0,5 pg IEF Marker und (7) 0,1 pg Maus IgG Referenz- Antikorper.

~—

Es wurde auch untersucht, inwiefern sich die Behandlung von R24 Antikérper mit
Neuraminidase durch die Abspaltung von negativ geladenen Sialinsduren auf die
Ladungsstruktur des Proteins auswirkt. Dazu wurden 0,5 pg zuvor gegen HEPES
Puffer dialysierter R24 Antikérper (Kultur pH 7,2) in 10 gl 2 h mit 0,25 mU Neura-
minidase aus Vibrio cholerae inkubiert.

Der Versuch, die Sialinsdure mittels Neuraminidase abzuspalten, erbrachte kein de-
tektierbar gedndertes Laufverhalten des Proteins in der IEF, das bei einer Abspal-
tung der negativ geladenen Sialinsduren zu erwarten gewesen wire. Die Abspaltung
der Sialinsdure ist vermutlich durch die sterisch ungiinstige Lage der N-gebundenen
Oligosaccharidketten an der Cy2 Doméne im F. Teil des Antikorpers erschwert.
Diese N-Glykane, an denen hiufig Sialinsduren zu finden sind, liegen bei IgG Anti-
korpern, wie anhand von Réntgenstrukturanalysen [183] festgestellt werden konnte,
zwischen den Proteinketten des F. Teil des Antikérpers und sind somit durch diese
nach auflen hin abgeschirmt.

In Abb. 3.27 ist eine erhebliche Mikroheterogenitit bei den Antikérperbanden zu
erkennen. Hiufig werden diese Heterogenititen eines Proteins in der IEF mit unter-
schiedlichen proteingebundenen Oligosacchariden erklidrt. Nach Untersuchungen von
Mimura et al. (1995) sind nicht die Glykosylierungen sondern andere Faktoren fiir
die Mikroheterogenitdt von monoklonalen Antikdérpern verantwortlich [118]. Diese
yanderen Faktoren®, die nicht weiter spezifiziert wurden, werden offensichtlich kaum
durch die verschiedenen Kulturbedingungen beeinflufit.
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3.4.1.4 Zusammenfassung

Das durch die Protein A Affinitdtschromatographie aufgereinigte Produkt aus den
verschiedenen Kultivierungsansitzen entspricht in seinem Molekulargewicht der er-
warteten Grofe fiir IgG Antikorper von 150 kDa, was sowohl durch die SDS-
Gelelektrophorese als auch durch die Gelchromatographie im Vergleich mit einem
Maus IgG Referenz-Antikorper gezeigt werden konnte. Das Laufverhalten der An-
tikorper in SDS-Gelelektrophorese und der Gelchromatographie ist identisch. Die
unterschiedlichen Bedingungen bei der Kultivierung haben keinen erkennbaren Ef-
fekt auf die Grofle des produzierten R24 Antikorpers.

Wie zu erwarten war, wurde durch die Reduktion mit g-Mercaptoethanol der R24
Antikorper in 25 kDa (leichte Kette) und 50 kDa (schwere Kette) grofle Fragmen-
te gespalten. Das Laufverhalten der Antikorperfragmente zeigte keine Unterschie-
de, weder zwischen den verschiedenen R24 Antikérpern noch zu dem Maus IgG
Referenz-Antikorper, wie in Abbildung 3.25 B zu erkennen ist.

Die SDS-Gelelektrophorese in Abbildung 3.25 zeigt neben den R24 Antikérpern kei-
ne weiteren Proteine in dem Eluat der Protein A Affinitdtschromatographie. Auch
bei der Gelfiltration der Antikérper konnte neben dem Signal des R24 Antikor-
pers kein diskretes Signal eines Fremdproteins detektiert werden. Alle untersuchten
Antikérper besaflen bei der Gelchromatographie ein identisches Laufverhalten. Die
Resultate der Gelelektrophorese konnten somit bestitigt werden.

Auch die isoelektrische Fokussierung zeigte keinen Einflufl der Kulturbedingungen
auf die produzierten Antikorper, die somit identische Ladungsstrukturen besaflen.

3.4.2 Untersuchungen zur Glykosylierung des R24 Antikor-
pers

3.4.2.1 Detektion von proteingebundenen Oligosacchariden mittels Lek-
tinen

Um herauszufinden, ob der R24 Antikérper iiberhaupt glykosyliert ist, wurde mit im
SuperSpinner produzierten Antikérpern Lektin-Bindungstests durchgefiihrt. Dieser
einfache Test 148t bereits Aussagen iiber die terminalen Zuckerstrukturen zu, da das
Maackia amurensis Agglutinin (MAA) spezifisch an NeubAca(2-3)Gal [194], das
Sambucus nigra Agglutinin (SAA) spezifisch an «(2-6)-sialylierte Galaktose [177]
und Datura stramonium Agglutinin (DSA) an die Gal3(1-4)GlcNAc-Sequenz [23]
bindet.

Die Antikérper wurden einer SDS Gelelektrophorese (Novex Gele) unterworfen, dann
mittels Westernblot auf eine PVDF Membran iibertragen, auf der dann die Lektin-
Bindungstests durchgefiihrt wurden. Die anschlielende Detektion der gebundenen
und mit Digoxigenin konjugierten Lektine erfolgte mittels Chemilumineszenz.
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Abbildung 3.28: Lektin-Bindungstests des auf eine PVDF Membran iibertragenen
R24 Antikorpers. Auf die Bahnen wurde aufgetragen: (1), (3) und (5) jeweils 1,5
pg R24 Antikorper unter nicht reduzierenden Bedingungen; (2), (4) und (6) jeweils
1,5 pg R24 Antikorper unter reduzierenden Bedingungen. Als Standard dienten Re-
ferenzproteine (LMW) in Bahn (R). In (A) ist das Ergebnis der Chemilumineszenz-
Detektion der gebundene Lektine dargestellt. Auf den Bahnen (1) und (2) wurde
das Lektin MAA, auf den Bahnen (3) und (4) SNA und auf den Bahnen (5)
und (6) DSA verwendet. In (B) sind die mittels Coomassie Blue-Farbung markier-
ten Proteine auf derselben PVDF Membran nach der Chemilumineszenz-Detektion
dargestellt.

Bei den Lektin-Bindungstests wurde zum einen das Gesamtprotein als auch das
durch Reduktion in leichte und schwere Ketten gespaltene Protein untersucht. In
Abb. 3.28 (A) ist zu erkennen, dafl sowohl in der schweren Kette (50 kDa) als auch
im Gesamtprotein (150 kDa) NeubAca(2-3)Gal, a(2-6)sialylierte Galaktose und die
Gal3(1-4)GleNAc-Sequenz vorhanden waren. An die leichte Kette des Antikorpers,
gut in Abb. 3.28 (B) bei 25 kDa zu erkennen, hat keines der Lektine (A) gebunden.
Die wesentlich schwichere Auspragung der Lektinbanden im Falle des Gesamtpro-
teins (Abb. 3.28 (A), die Bahnen (1), (3) und (5)) im Vergleich zu Abb. 3.28 (A)
(Bahnen (2), (4) und (6)) hat zwei Ursachen: zum einen die schlechte Zugénglich-
keit der Glykostrukturen, die im Inneren des Antikorpers liegen und erst durch die
Reduktion fiir die Lektine gut zu erreichen sind, und zum anderen den langsameren
Transfer der groflen Antikérpermolekiile auf die PVDF Membran im Western Blot
verglichen mit den Antikérperfragmenten. Die Befunde des Lektin Bindungstests
stimmen mit den in der Literatur aufgefithrten Daten zur der Glykosylierung der
leichten und schweren Kette von IgG Antikoérpern iiberein [145].
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3.4.2.2 Bestimmung des Neutralzuckergehaltes des R24 Antikdrpers

Die colorimetrische Bestimmung des Gehaltes an proteingebundenen Neutralzuckern
wie Mannose, Fukose und Galaktose erfolgte mittels der Resorcin/Schwefelsdure
Mikromethode nach Monsigny et al. (1988) [121]. Bei dieser Methode absorbieren
die verschiedenen mit Resorcin gefdarbten Zucker unterschiedlich stark UV-Licht. So
tragen Man (100 % Relative Absorption (RA)), Fuc (74 % RA) und Gal (72 %
RA) sehr stark zur Absorption bei, wihrend GIcNAc (2 % RA) und NeubAc (0 %
RA) kaum zu detektieren sind. Zur quantitativen Auswertung wurde eine Eichreihe
mit Mannose als Standard erstellt. Mannose ist Hauptbestandteil der erwarteten N-
glykosidisch gebundenen Oligosaccharide der Antikérper und eignet sich somit am
ehesten als Standard.

Tabelle 3.17: Neutralzucker-Gehalt von 1 mg R24 Antikérper.

Kultivierungs- Neutralzuckergehalt®

bedingungen [pg/mg [gG]l
pH 7.4 9,19
pH 7.2 9,01
pH 6.9 9,01
HEPES 9,94
SuperSpinner 9,55

“Bezogen auf Mannose als Standard

Die in Tabelle 3.17 aufgefithrten Gehalte an Neutralzuckern der produzierten Anti-
korper zeigen, dafl die unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen so gut wie keinen
Einflufl auf den gesamten Neutralzuckergehalt des Proteins hatten. Im Durchschnitt
waren 9,3 pg Neutralzucker pro mg Antikoérper zu detektieren.

Aus den in der Literatur [121] aufgefiihrten relativen Absorptionen der verschiede-
nen Zucker kann die Absorption fiir die, laut Literatur zu erwartenden, biantennéren
Digalakto-Komplex-Typ-Oligosaccharidstrukturen abgeschitzt werden. Legt man
fiir die Berechnung eine fukosylierte biantennire Digalakto-Komplex-Typ-Struktur
zu Grunde, entspricht die erwartete Absorption von 3-Man, 2-Gal und 1-Fuc (die vier
GlcNAc tragen nur geringfiigig und die Sialinsduren iiberhaupt nicht zur Absorption
bei) derjenigen von ca. 5 Mannose-Einheiten. Hieraus kann dann auf das Vorhanden-
sein von vergleichsweise ca. 1,5 bis 1,6 Mol fukosylierten biantennéren Digalakto-
Komplex-Typ-Oligosacchariden pro Mol Antikérpermolekiil unter allen Kulturbe-
dingungen geschlossen werden. Wenn die Komplex-Typ-Strukturen allerdings nicht
vollstéandig galakto- oder fukosyliert sind, steigt das Verhiltnis von Zuckerketten pro
Antikorpermolekiil an. Die erwartete zweifache N-Glykosylierung pro Antikorper (ei-
ne N-Glykosylierung pro schwerer Kette) entspricht also den erhaltenen Resultaten

[148].
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3.4.2.3 Qualitative und quantitative Bestimmung des Sialinsduregehal-
tes mittels HPLC

Die Untersuchungen des Sialinsduregehaltes der unter verschiedenen Kulturbedin-

gungen produzierten R24 Antikorper erfolgten mittels RP-HPLC und HPAEC-PAD.

Zur Bestimmung des Gehaltes der R24 Antikérper an NeubAc und Neu5Ge wur-
den diese zunédchst durch eine Sdurehydrolyse von den proteingebundenen Oligo-
sacchariden abgespalten. Nach Derivatisierung der Sialinsduren mit dem fluoreszie-
renden Farbstoff DMB wurden die Sialinsduren NeubAc und Neu5Ge mittels ei-
ner RP-HPLC aufgetrennt und mit dem Fluoreszenzdetektor bei 448 nm gemessen
[53]. Anhand der Peakflichen (Abb. 3.29) der Sialinsdureprofile konnte anhand von
Eichgeraden, die mittels Referenzsubstanzen erstellt wurden, eine rechnergestiitzte
Quantifizierung von Neub5Ac und NeubGe vorgenommen werden.
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Abbildung 3.29: Elutionsprofile der Reversed-Phase HPLC der fluoreszierenden
DMB-Derivate von NeubGe (1) und NeubAc (2) der R24 Antikorper, die mit drei
CO,/HCO3- (pH 7.4; 7,2 und 6,9) und einem HEPES-Puffersystem im 2-Liter-

Bioreaktor sowie im SuperSpinner Kultursystem produziert wurden.

Die rechnergestiitzte Auswertung der Peakflichen von Neu5Ac und NeubGe ist in
Tab. 3.18 dokumentiert.
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Tabelle 3.18: Gehalt des R24 Antikorpers an Neu5Ac und Neu5Gce und das molare
Verhiltnis der Sialinsduren zu den R24 Antikérpern, ermittelt durch RP-HPLC.

Kultivierungs— NGU5AC NGU5GC Mol NeubAc  a Mol NeubGe  a Mol Sialinsdure «

Mol Antikérper Mol Antikérper Mol Antikérper
bedingungen [m;IggG] [m;IggG] [%] [%] [%]
pH 7,4 0,262 0,196 12,7 9,0 21,7
pH 7,2 0,268 0,280 13,0 12,9 25,9
pH 6,9 0,139 0,147 6,7 6,8 13,5
HEPES 0,380 0,130 18,4 6,0 24.4
SuperSpinner 0,217 0,243 10,5 11.2 21,7

“ Molmasse R24: 150000 g/mol; Molmasse NeubAc: 309,3 g/mol;
Molmasse NeubGe: 325,3 g/mol

Wie aus Tab. 3.18 hervorgeht, lag das molare Verhéltnis zwischen den Sialinsduren
und den Antikorpern bei den CO4/HCO3 -gepufferten (mit Ausnahme der Kultur
bei pH 6,9) und der HEPES-gepufferten Kultivierungen bei 21 bis 25 %. Bei der
pH 6,9 Kultivierung wurden mit knapp 13,5 % ein nur ca. halb so hoher Sialin-
sduregehalt gemessen. Diese Ergebnisse stimmen mit den von Partel et al. 1992
verdffentlichten [148] Daten iiberein. Die von Partel et al. mittels radioaktiver Mar-
kierung bestimmten Mengen an Sialinsduren in Maus IgGs, welche in serumfreiem
Medium produziert wurden, ergaben ein molares Verhiltnis von 19 %. In allen Kul-
tivierungen besafl der Antikérper nahezu gleiche Mengen von NeubAc und NeubGe,
mit Ausnahme der Antikérper, die im HEPES-Kultursystem produziert wurden und
dreimal so viel NeubAc wie Neu5Ge besaflen.

Das molare Verhiltnis von Neu5Ac zu Neub5Ge wurde zusidtzlich durch HPAEC-
PAD ermittelt. Dazu wurden zwei verschiedene Vorgehensweisen gew&hlt. Als er-
stes wurden die Sialinsduren durch Sdurehydrolyse vom Antikérper abgespalten und
chromatographiert. Beim zweiten Ansatz wurden zun&chst die N-Glykane mittels
Hydrazinolyse vom Antikérper abgespalten und isoliert. Darauffolgend wurden die
Sialinsduren von den N-Glykanen sdurehydrolytisch abgespalten und chromatogra-
phiert (siehe Abb. 3.30). Da keine genauen Angaben iiber die hierfiir eingesetzten
Antikérpermengen vorlagen, konnte eine absolute quantitative Auswertung nicht er-
folgen. Die HPAEC-PAD wurde von Herrn Dr. H. Conradt an der Gesellschaft fiir
Biotechnologische Forschung (GBF) in Braunschweig durchgefiihrt.
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Tabelle 3.19: Molares Neu5Ac/Neu5Ge-Verhiltnis des R24 Antikorpers ermittelt
nach Derivatisierung durch RP-HPLC und in nativer Form durch HPAEC-PAD.

Kultivierungs- NeubAc/ Neu5Ac/ Neu5Ac/
bedingungen  Neu5Gc? NeudGce®  Neu5Ge®

pH 7.4 1/071 1/13% 1/023
pH 7,2 1/09 1/159 1/0,59
pH 6,9 1/1,00 1/128 1/0,69
HEPES 1/033 1/044 1/020

SuperSpinner 1 /1,06 1 /1,11 1 /0,76

¢ Bestimmung als DMB-Derivate durch RP-HPLC nach
Abspaltung mittels Sdurehydrolyse vom Gesamtprotein.

> Bestimmung mittels HPAEC-PAD nach Abspaltung
durch Sdurehydrolyse vom Gesamtprotein.

¢ Bestimmung mit HPAEC-PAD nach N-Glykanabspaltung

mittels Hydrazinolyse und anschliefender Sidurehydrolyse.

Die ermittelten Neu5Ac/Neu5Ge-Verhiltnisse (Tab. 3.19) zeigen, dafi die mittels
RP-HPLC erhaltenen Molverhiltnisse weitestgehend mit denen bei der HPAEC-
PAD iibereinstimmen. In beiden Fillen waren die Sialinsduren von den Antikér-
pern direkt sdurehydrolytisch abgespalten worden. Im Vergleich hierzu weichen die
Molverhiltnisse von Neub5Ac zu NeubGe in den Zuckerketten, die zundchst hydra-
zinolytisch abgespalten wurden, zum Teil deutlich voneinander ab. Bei Sialinsidu-
rebestimmungen, die nach Hydrazinolyse der Oligosaccharide und anschlieender
Saurehydrolyse erfolgte, war der Gehalt an NeubAc deutlich erhéht. Dieses Ergeb-
nis kann mit der, zumindest teilweisen, Abspaltung der Acetyl- bzw. Glykolylguppe
der Sialinsduren bei der Hydrazinolyse und der spiteren Reacetylierung (siehe Kap.
2.6.11.1) erkldrt werden. Bei diesen chemischen Reaktionen wird NeubGe zunéchst
desglykolyliert, und durch anschlielende Reacetylierung wird Neu5Ac gebildet.

Alle Bestimmungen des Sialinsduregehaltes ergaben, dafl NeubAc und Neub5Ge im
R24 Antikérper vorhanden waren. Das ist von besonderem Interesse, da Neu5Ge
beim Menschen nicht vorkommt [160] und es somit beim Einsatz des Antikorpers
bei der Immuntherapie beim Menschen zu Komplikationen auf Grund der Immuno-
genitidt von Neub5Ge kommen konnte. Raju et al. (2000) beschreiben hingegen, daf
in Maus IgG Antikérpern kein Neu5Ac zu finden ist [160]. Es ist somit ein wichtiger
Befund, dafl die murine Hybridomzelle HB-8445 in der Lage ist, [gG Antikérper zu
produzieren, die sowohl Neu5Ge als auch NeubAc besitzen.

3.4.2.4 Strukturelle Charakterisierung und Quantifizierung der Asialo-
Oligosaccharide mittels HPAEC-PAD

Zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung der N-glykosidisch gebunde-
nen Asialo-Oligosaccharide der R24 Antikérper wurden diese mittels HPAEC-PAD
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chromatographisch aufgetrennt. Dazu wurden die N-Glykane durch Hydrazinolyse
vom Protein abgespalten und durch milde Sdurehydrolyse desialyliert [173, 170].
Anhand von Referenzoligosacchariden und den Sialinsduren NeubAc und NeubGe
konnten den Peaks in den Elutionsprofilen der HPAEC-PAD definitive Oligosaccha-

ridstrukturen zugeordnet werden [60].
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Abbildung 3.30: HPAEC-PAD Elutionsprofile der N-glykosidisch gebundenen
Asialo-Oligosaccharide der R24 Antikérper, die unter verschiedenen Kulturbedin-
gungen produziert wurden. (A) pH-Wert 7,4, (B) pH-Wert 7,2, (C) pH-Wert 6,9,
(D) HEPES, (E) SuperSpinner. Den markierten Peaks konnten durch Vergleichsldu-
fe mit entsprechenden Referenzsubstanzen die in Abb. 3.31 dargestellten Strukturen
zugeordnet werden.

Abb. 3.30 zeigt die HPAEC-Elutions-Profile der neutralen Oligosaccharide (Peaks
b, ¢1, ¢z, di, dy und e) und die aus den Oligosacchariden stammenden Sialinsiu-
ren NeuSAc und NeubGe (Peaks a und f). Peak b markiert eine fukosylierte bi-
antennire Agalakto-Komplex-Typ-Zuckerkette wihrend Peak cy einer fukosylierten
biantenniren Monogalakto-Komplex-Typ-Zuckerkette entspricht. Neben diesen bei-
den Hauptkomponenten ist die fukosylierte biantennire Digalakto-Komplex-Typ-
Zuckerkette (Peak dj) das dritthdufigst vorkommende Oligosaccharid. Es konn-
ten auch geringere Mengen von nicht fukosylierten Agalakto-, Monogalakto- und
Digalakto-Komplex-Typ-Oligosacchariden (Peaks cq, dy und e) detektiert werden.
In Abb. 3.31 sind die in den HPAEC-Profilen zugeordneten Oligosaccharidstruk-
turen schematisch dargestellt. In Tab. 3.20 sind die prozentualen Verhéltnisse der

Oligosaccharid-Peakflichen aufgefiihrt.

Die HPAEC-PAD-Messung der desialylierten N-Glykane der unter verschiedenen
Kultivierungsbedingungen produzierten R24 Antikorper zeigten, dafl in allen Anti-
koérpern die zu erwartenden biantenniren Strukturen vom Komplex-Typ zu finden
waren [73]. Ein Ma$ fiir die Mengen der N-Glykane stellt das Integral iiber die Peak-
flichen dar, die den verschiedenen Oligosacchariden zugeordnet werden konnten. Die
Peakflichen der Peaks wurden dazu rechnergestiitzt ermittelt, was eine quantitative
Interpretation ermoglichte.

Da keine genauen Angaben iiber die fiir die HPAEC-PAD eingesetzten Antikorper-
mengen vorlagen, konnte eine absolut quantitative Auswertung nicht erfolgen. Die
Peakflichen konnten auch nicht als ein absolut genaues, quantitatives Maf fiir die
einzelnen Strukturen gewertet werden, da dazu eine Fichung des Detektorsignals fiir
jede einzelne Struktur notwendig gewesen wire. Eine relative Quantifizierung der
einzelnen Strukturen bei den fiinf R24 Antikérpern untereinander war aber méoglich

(siehe Tab. 3.20).
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Abbildung 3.31: Schematische Darstellung der Sialinsduren und der biantennéren
Komplex-Typ-Oligosaccharidstrukturen, die in den HPAEC-PAD Profilen (siehe Ab-

bildung 3.30) den markierten Peaks zugeordnet werden konnten.

Unter allen Kultivierungsbedingungen war dabei ein &hnliches Verteilungsmuster der
Oligosaccharide zu finden. Ausgehend von der Komplex-Typ-Grundstruktur waren
alle Formen der Zuckerketten, angefangen von der biantennédren Agalakto- (ca. 50
%) iiber die Monogalakto- (ca. 30 %) bis zur Digalakto-Komplex-Typ-Struktur (ca.
20 %), vorhanden. Ca. 80 % der N-Glykane waren dabei an der Kernstruktur fuko-
syliert. ,Bisecting®-Strukturen, wie sie bei humanen Antikérpern hiufig zu finden
sind, konnten in den Elutionsprofilen nicht identifiziert werden.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 140

Tabelle 3.20: Auflistung der prozentualen Verhéltnisse der Oligosaccharid-
Peakflichen (b), (c1+cz2), (di+dz) und (e) der HPAE-PAD Profile (Abbildung 3.30).

Kultivierungs- Peak (b) Peak (c;+c3)* Peak (d;+dy)” Peak (e)

bedingungen [%] [%] [%] [%]
pH 7.4 36 28 28 8
pH 7.2 41 36 18 5
pH 6,9 39 39 18 4
HEPES 38 32 14 16
SuperSpinner 43 38 14 5

“ Der Anteil des defukosylierten Oligosaccharids ¢; betrégt ca. 20 bis 25 %
an der Gesamtfraktion ¢; + cs.

 Der Anteil des defukosylierten Oligosaccharids d; betrégt ca. 15 bis 40 %
an der Gesamtfraktion d; + ds.

Als ein Trend in den CO,/HCOj3 -gepufferten Systemen konnte festgestellt werden,
dafB es bei den N-gebundenen Oligosacchariden mit einem Absinken des pH-Wertes
zu einer Verminderung von Galaktose-tragenden Strukturen kam. Der im HEPES-
Puffersystem produzierte Antikorper besafl einen auffallend hohen Anteil an der
biantenniren Digalakto-Struktur e ohne Fukose (siehe Abb. 3.31).

Zur Verifizierung der mittels HPAEC-PAD gefundenen N-Glykane wurden zusétzlich

massenspektrometrische Techniken eingesetzt.

3.4.2.5 Molmassenbestimmung der Asialo-Oligosaccharide mittels
MALDI-TOF-MS

Mittels MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation-Time of
Flight-Mass Spectrometry) wurden die Molmassen der bei der HPAEC-PAD ge-
fundenen und postulierten Strukturen bestimmt. Die Oligosaccharide wurden von
den R24 Antikérpern mittels Hydrazinolyse abgespalten und sdurehydrolytisch de-
sialyliert. Mit MALDI-TOF-MS ist es moglich auch groie Biomolekiile als lonen im
gasformigen Zustand zu erzeugen und ihre m/z-Werte zu bestimmen. Dazu werden
die Oligosaccharide in eine Matrix aus 2,5-Dihydroxybenzoesidure eingebettet und
mit Laserlicht als Tonen in die Gasphase gebracht. Die Ionen kénnen dann mit einem
Flugzeitmassenspektrometer detektiert werden.

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde durch das Labor von Dr. M. Nimtz
an der Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung (GBF) in Braunschweig durch-
gefiihrt [140].
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Abbildung 3.32: MALDI-TOF Massenspektrum der mittels Hydrazinolyse abgespal-
tenen und durch Sdurehydrolyse desialylierten Oligosaccharide der R24 Antikorper
aus der SuperSpinner-Kultur.

Die MALDI-TOF Massenspektren der Asialo-Oligosaccharide der R24 Antikorper
aus der HEPES- und den vier CO,/HCOg3-gepufferten Kulturen ergaben Signale
der (M+Na)*-Tonen fiir m/z bei 1339 (HexzHexNAcy), 1485 (HexsHexNAcydHexy ),
1501 (Hex4HexNAcy), 1647 (HexsHexNAcydHexy), 1663 (HexsHexNAcy) und 1809
(HexsHexNAcydHexy). (M+Na)t-Tonen bei m/z 1541 (HexzHexNAcs) und 1704
(HexyHexNAcs) waren in den Spektren der Oligosaccharide aus den Kulturen bei
pH 7.2; 6,9 und der SuperSpinner-Kultur zu finden.

Die Massensignale im MALDI-TOF-Spektrum konnten den mittels HPAEC-PAD
identifizierten Oligosacchariden zugeordnet werden. Fine Auflistung und Zuordnung
der N-Glykanstrukturen zu den m/z-Werten ist in Tab. 3.21 dargestellt. Aus den
Spektren der N-Glykane aus den Kultivierungen bei pH 7.2 und pH 6,9 und der
SuperSpinner-Kultur konnten Molmassen ermittelt werden, die den in Tab. 3.21
vorgeschlagenen ,bisecting® Strukturen I (m/z = 1541,6) und II (m/z = 1704,6)
zugeordnet werden kénnen. Die Signalintensitit dieser Strukturen ist vergleichsweise
niedrig (vergleiche Abb. 3.32). In den Spektren der COz/HCO; -gepufferten Kultur
bei pH 7.4 und der HEPES-Kultur sind die Signal-Rauschverhéltnisse zu ungiinstig,
als dal Peaks der ,bisecting® Strukturen I oder II zweifelsfrei zu erkennen waren.
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Tabelle 3.21: Die m/z-Werte der einfach geladenen Molekiilionen der Asialo-N-
Glykane aus R24 Antikorpern (SuperSpinner) des MALDI-TOF Massenspektrums
(vergleiche Abb. 3.32).

m/z
Peak® Strukturen® [M+Na|t
GlcNAcO2ManN Fucil
b: CloNAGOManf Man04GIcNACOBIcNAe 1485,
GIeNAcO2Mani . .
% GIENACO2M AN M an04GIcNACOAGICNAC 1339.5
Gal04GIcNACO2M anN6 ) FugN%
. N . "M an04GIcNAcO4GIcNAC
2 GleNAcO2Manfi 3 1647,6
Gal04GIcNAcO2M ani ) )
dy: GIENAGO2M anfi 3V 21O4GICNACDAGICNAC 1501,5
Gal04GIcNAcO2M anl ‘ Fucfl
dy: GalOAGINAD2M anfiaM 8104GICNACO4GICNAC 1809,7
Gal04GIcNAcO2M anN ) )
e: Gal04GINAO2M anfi3 W 2NOAGICNACO4GICNAC 1663.5
GIcNACO2Mani6 Fuck,;
I: GIcNACO4M an04GICNACOAGICNAC 1541.6
GIcNAcO2M anN3 ’
Gal04GIcNACO2Mani6 Fuc
1I: GIcNACcQ4M an04GIcNACcO4GIcNAC 1704,6

GIcNAcO2ManN3

“ Benennung: siehe auch HPAEC-PAD (Abb. 3.30)

’ Postulierte Strukturen der Asialo-Oligosaccharide

3.4.2.6 Molmassenbestimmung der Oligosaccharide mittels Nano ESI-
QTOF-MS

Zur genaueren Charakterisierung der Oligosaccharidstrukturen wurden die mit PN-
Gase F [87] enzymatisch abgespaltenen nativen N-Glykane mittels ESI-QTOF-MS
(Electrospray Quadrupol Time-of-Flight Mass Spectrometry) untersucht.

Die durch das Verspriihen in ein elektrisches Feld geladenen (ionisierten) Oligosac-
charide wurden mit einem Flugzeitmassenspektrometer analysiert. Die erhaltenen
Signale entsprechen dem Quotienten von Masse/Ladung (m/z) der Molekiile. Bei
der ESI-QTOF-MS der Oligosaccharide der R24 Antikérper wurden die Signale der

zweifach geladenen Molekiilionen ausgewertet.
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Abbildung 3.33: Nano ESI-QTOF-Massenspektrum der enzymatisch abgespaltenen
nativen Oligosaccharide der R24 Antikorper aus der 2-Liter-Bioreaktor-Kultivierung
bei einem pH-Wert von 7,2. Dargestellt sind die Signale der zweifach geladenen
Molekiilionen.

Die nativen N-Glykane der R24 Antikorpern erschienen bei der nano ESI-QTOF-
MS als einfach und doppelt geladenen Molekiilionen, die mit Natrium oder Kalium
assozilert waren.

Die nativen Oligosaccharide der R24 Antikérper aus der HEPES- und den vier
CO2/HCO35 -gepufferten Kulturen ergaben bei den doppelt geladene lonen Si-
gnale fiir m/z bei 678,3 (HexsHexNAcy), 751,4 (HexsHexNAcydHexq), 759,4
(Hex,HexNAcy), 8324 (HexsHexNAcydHex;), 840,4 (HexsHexNAcy) und 913,5
(HexsHexNAcydHexy).

Die Massensignale im ESI-QTOF-Massenspektrum konnten den mittels HPAEC-
PAD identifizierten Oligosacchariden vom Komplex-Typ zugeordnet werden. Fine
Auflistung und Zuordnung der N-Glykanstrukturen zu den m/z-Werten ist in Tab.
3.22 dargestellt. Um von Signalen der zweifach geladenen Ionen auf das Molekular-
gewicht zu schlieien, ist der m/z Wert des Signals mit zwei zu multiplizieren.
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Tabelle 3.22: m/z-Werte in der ESI-QTOF-MS doppelt geladener Molekiilionen der
neutralen N-Glykane aus R24 Antikérpern (siehe Abbildung 3.33).

m/z
Peak® Strukturen® [M+H+K]2+
b GleNAcO2Manfi Fucfl 7514

GlcNAcO2M aniN

. . _ OMan04GIcNACO4GICcNAC
€1 GlcNAcO2Mani 3 678,3

Gal04GIcNAcO2M ani FucN

: R _ B\ an04GICNACOASICNAC
c2r GIcNAcO2Manii 3 832,4
Gal04GIcNAcO2M ani ) )
dq: GIENAGO2M anfi 3V 2104GICNACDAGICNAC 759,4
Gal04GIcNAcO2Mani Fucil
. 6, N .
ds: GalO4GIENAD2M anfiaM anO4GICNACOAGICNAC 913,5
Gal04GIcNAcO2M anN ) )
e: GalO4GINAC2M anN3M an04GIcNACcO4GIcNAc 840.,4

“ Benennung nach HPAEC-PAD (Abb. 3.30)

’ Postulierte Strukturen der Asialo-Oligosaccharide

Die bei der ESI-QTOF-MS erhaltenen Molekiilmassen der enzymatisch abgespalte-
nen N-Glykane der R24 Antikérper decken sich mit den Resultaten der MALDI-
TOF-MS. Allerdings konnten im Gegensatz zu den MALDI-TOF-Spektren keine
yhisecting-Strukturen in den ESI-QTOF-Spektren nachgewiesen werden.

Eine noch genauere Untersuchung von einzelnen Molekiilionen der Oligosaccharidmi-
schung ist durch die Technik der Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) moglich.
Dazu wird aus der Mischung der verschiedenen Molekiilionen bei der MS ein ,Mut-
terion® fiir eine zweite MS heraus gefiltert und nach Fragmentierung die Massen der
Bruchstiicke detektiert. Als ein Beispiel ist in Abb. 3.34 das MS/MS-Spektrum (A)
und das mit den zugehorigen Strukturen versehene Fragmentierungsmuster (B) des

Mutterions m/z = 913,5 aus Abb. 3.33 (Struktur dy aus Tab. 3.22) dargestellt.
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Abbildung 3.34: (A) ESI-QTOF-MS/MS des aus R24 Antikorper (pH 7,2) stammen-
den nativen N-Glykans d (Tab. 3.22) mit dem Mutterion m/z = 913,5 ([M+H-+K]**,
vergleiche Abb. 3.33) und (B) die postulierte molekulare Struktur des nativen N-
Glykans dy (Tab. 3.22) und sein Fragmentierungsmuster.

Die Molekiilionenfragmente des fukosylierten Asialo-Digalakto-Komplex-Typ-
Oligosaccharids (vergleiche Tab. 3.22, Struktur dy) erschienen als einfach und dop-
pelt geladene Spezies, die an Natrium und Kalium assoziiert waren. In Abb. 3.34 (A)
sind nur die doppelt geladenen Spezies wie [B;]*T mit ihrem Ladungszustand in der
Abbildung markiert. Die Nomenklatur zur Beschreibung der Fragmentionen richtet

sich nach dem Modell von Domon et al. (1988) [28]. Im MS/MS-Spektrum dominier-
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ten die nach Spaltung der glykosidischen Bindungen entstandenen Ionen (B-Ionen),
von denen viele durch innere Fragmentierung entstanden waren. Aber auch Teile von
Ringstrukturen der Zucker, sogenannte ,cross-ring“-Fragmente (“?A-, **A-Tonen)
waren als Fragmentionen zu beobachten. Sowohl der Satz von B-lonen, wie z.B.
Bomy bei m/z 366,2, By bei m/z 404,1, B3 bei m/z 566,2, [B4]*t bei m/z 628,3
und [Bs]** bei m/z 729,8 als auch ,cross-ring“-Fragmente zeigen die Richtigkeit der
postulierten fukosylierten biantennéren Digalakto-Komplex-Typ-Struktur.

In den ESI-QTOF-Spektren wurden neben den Asialo-Oligosacchariden auch sialy-
lierte biantennédre Komplex-Typ-Zuckerketten detektiert, deren Spektren hier nicht
aufgefiihrt sind. Dabei wurden allerdings nur Oligosaccharide gefunden, die die Sia-
linsdure NeubAc enthielten. Warum keine NeubGe-tragenden Oligosaccharide zu fin-
den waren, wird zur Zeit intensiv diskutiert.

Die ESI-QTOF-Messungen wurden von Frau D. Sagi in der Arbeitsgruppe von Frau
Prof. Dr. J. Peter-Katalini¢ (Institut fiir Medizinische Physik und Biophysik der
Universitdt Miinster) durchgefiihrt [115].

3.4.2.7 Sialidaseaktivitit der Hybridomzellinie HB-8445

Von proteingebundenen Oligosacchariden kénnen durch postsekretorische Desialylie-
rung die Sialinsduren abgespalten werden. So besitzen z.B. CHO-Zellen cytosolische
Sialidasen, die bei der Lyse der Zellen in das Medium iibergehen. Mit fortschrei-
tender Kulturdauer kommt es so zu einer Akkumulation von Sialidaseaktivitidt im
Kulturiiberstand [127].

Zur Uberpriifung der Sialidaseaktivitit in der HB-8445 Kultur wurden im Verlauf
einer SuperSpinner Kultivierung sowohl Zellproben als auch Proben des Kultur-
iiberstandes genommen und auf ihre Sialidaseaktivitdt hin untersucht. Die dabei
gemessenen Aktivitdten sind in Tabelle 3.23 aufgefiihrt. Zur Aktivitdtsbestimmung
wurde das synthetische Sialidasesubstrat MUF-Neu5Ac eingesetzt, von dem das fluo-
reszierende Cumarinderivat MUF durch Sialidasen abgespalten werden kann. Als

Referenzlssung diente 1 mM Methylumbelliferon (MUF)in H,O.
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Tabelle 3.23: Auflistung der gemessenen Sialidaseaktivitdten im Verlauf einer Su-
perSpinner Kultivierung von HB-8445 Zellen.

Zellkonzentration in der Sialidaseaktivitit Sialidaseaktivitit
Kultur [10° Zellen/ml]  im Kulturiiberstand [FU]* im Zellysat® [FU]*

2,9 50 52

6,8 55 52

7,9 53 53

11,2 50 53

12,5 53 50

20,3 53 52

19,0 53 48

10,0 51 47

* FU = Fluorescence Units

b aus 1x10° Zellen

Die Eichung erfolgte mit ImM MUF, wobei 1 FU einer Aktivitdt von
1,19 nmol h=! ml~! entspracht.

Die 1 mM MUF-Referenzlosung ergab ein Signal von 850 FU. Zur Ermittlung der
Grundfluoreszenz, der Fluoreszenz also, die bereits ohne eine Sialidaseaktivitit vor-
handen ist, dienten Proben mit frischem Medium, die im Mittel ein Signal von 45
FU ergaben. Die Empfindlichkeitsgrenze dieser Methode lag bei ca. 5 nmol h=! ~!
Umsatz von MUF-NeubAc, was in diesem Test 6 FU entspricht.

Sowohl im Kulturiiberstand als auch im Zellysat konnte keine signifikante Sialida-
seaktivitdt festgestellt werden. Alle gemessenen Werte lagen nur geringfiigig iiber
der Grundfluoreszenz des Testes. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Aussagen von
Gramer et al. (1994, 1995), die fiir Hybridomzellinien im Gegensatz zu CHO Zellini-
en nahezu keine cytosolische Sialidaseaktivitit nachweisen konnten [42, 43]. Daraus
kann geschlossen werden, daf} bei sezernierten R24 Antikérpern im Kulturiiberstand
keine postsekretorische Desialylierung der Oligosaccharidketten stattgefunden hat.

3.4.2.8 Zusammenfassung

Bei den Lektin-Bindungstests wurden sowohl im Gesamtprotein als auch in den
schweren Ketten NeubAca(2-3)Gal, a(2-6)-sialylierte Galaktose und die Gal3(1-
4)GleNAc-Sequenz detektiert. Diese Befunde der Lektin-Bindungstests stimmen mit
den in der Literatur aufgefithrten Strukturen der N-Glykane von IgG Antikérpern
itberein [145], die in den folgenden HPAEC- und MS-Untersuchungen genauer be-

stimmt wurden.

Die unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen hatten keinen Einfluf auf den
»Neutralzuckergehalt* (Mannose, Fukose und Galaktose) des Proteins. Im Durch-
schnitt waren 9,3 pg Neutralzucker pro mg Antikoérper zu detektieren. Fine Abschét-
zung (nach der genaueren Bestimmung der Zuckerstrukturen) ergab das Vorhanden-
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sein von ca. 1,5 bis 1,6 biantenndren Komplex-Typ-Zuckerketten pro Antikérper. Die
Neutralzuckerbestimmung ist somit also konsistent zu den zu erwartenden Ergeb-

nissen [148].

Die Bestimmung des Sialinsduregehaltes der R24 Antikérper mittels RP-HPLC er-
gab, dal NeubAc und NeubGce vorhanden waren. Das molare Verhéltnis von Sialin-
sduren zu Antikorpern betrug unter allen Kultivierungsbedingungen, mit Ausnahme
der Kultivierung bei pH 6.9, ca. 25 %. Wéhrend der Kultivierung bei einem pH-Wert
von 6.9 sank das Verhiltnis mit einem Wert von 14 % fast auf die Hélfte ab. Das
molare Verhéltnis von NeudAc zu Neu5Ge betrug bei fast allen analysierten Anti-
koérpern 1:1. Nur die Antikérper, die im HEPES-Kultursystem produziert wurden,
zeigten ein NeubhAc/NeuhGe-Verhidltnis von ca. 3:1. Die molaren Verhéltnisse von
Neub5Ac zu NeubGe bei den sdurehydrolytisch vom Gesamtprotein abgespaltenen
Sialinsduren waren sowohl bei der RP-HPLC als auch der HPAEC-PAD identisch.

Die Trennung der desialylierten N-Glykane der, unter verschiedenen Kulturbedin-
gungen produzierten R24 Antikorper mittels HPAEC-PAD zeigte, daf} alle Antikor-
per die zu erwartenden biantenniren Strukturen vom Komplex-Typ besaflen. Unter
allen Kulturbedingungen war dabei ein dhnliches Verteilungsmuster der Oligosac-
charide zu finden. Ausgehend von der Komplex-Typ-Grundstruktur waren sdmtliche
Formen der Zuckerketten, angefangen von der biantennédren Agalakto- (ca. 50 %),
iiber die Monogalakto- (ca. 30 %) bis zur Digalakto-Komplex-Typ-Struktur (ca. 20
%), vorhanden. Ca. 80 % der N-Glykane waren dabei an der Kernstruktur fuko-
syliert. Der im HEPES-Puffersystem produzierte Antikérper besaf einen auffallend
hohen Anteil der biantennéren Digalakto-Struktur ohne Fukose an der Kernstruktur
(16 %) im Vergleich zu den anderen Antikérpern (ca. 6 %). ,Bisecting“-Strukturen,
die bei humanen Antikérpern hiufig anzutreffen sind, konnten nicht nachgewiesen
werden. Als ein Trend bei den CO3/HCO3 gepufferten Systemen kann festgestellt
werden, dafl es bei den N-gebundenen Oligosacchariden bei Absinken des pH-Wertes
zu einer Verminderung von galaktosylierten Zuckerstrukturen kam.

Von den bei der HPAEC-PAD gefundenen N-Glykanen konnten mittels massenspek-
trometrischer Methoden die Molmassen bestimmt werden. Sowohl mittels MALDI-
TOF-MS der durch Hydrazinolyse als auch mittels ESI-QTOF-MS der durch En-
zymspaltung erzeugten N-Glykane wurden iibereinstimmende Oligosaccharidstruk-
turen detektiert, die alle auf dem fukosylierten biantenniren Komplex-Typ basier-
ten. Bei den hydrazinolytisch abgespaltenen und sdurehydrolytisch desialylierten N-
Glykanen konnten bei der MALDI-TOF-MS zusétzlich zu den mittels ESI-QTOF-
MS und HPAEC-PAD detektierten Strukturen Molekiilmassen detektiert werden,
die den . bisecting” Komplex-Typ-Oligosacchariden zugeordnet werden kénnten.

Zur detaillierten strukturellen Aufkldrung der enzymatisch abgespaltenen nati-
ven N-Glykane wurden ESI-QTOF-MS/MS Untersuchungen durchgefiihrt. Mit-
tels Tandem-ESI-QTOF-Spektrometrie der fukosylierten biantennidren Digalakto-
Komplex-Typ-Oligosaccharide ([M+H-+Ka|**, m/z = 913,5) konnten die postulier-

ten Strukturen verifiziert werden.

Bei den ESI-QTOF-Messungen wurden neben den Asialo-Oligosacchariden auch sia-
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lylierte biantennidre Komplex-Typ-Zuckerketten detektiert, die allerdings nur die
Sialinsdure NeubAc autwiesen. Warum kein Neu5Ge mittels ESI-MS bei den nati-
ven Oligosacchariden nachgewiesen werden konnte, ist zum gegenwértigen Zeitpunkt
noch unklar.

Die Uberpriifung von HB-8445 Zellkulturen ergab weder im Kulturiiberstand noch
auch im Zellysat Sialidaseaktivitdt. Somit konnte gezeigt werden, dal bei den in
den Kulturiiberstand sezernierten R24 Antikérpern keine postsekretorische Desialy-
lierung der Oligosaccharide stattgefunden hatte.

3.4.3 Messung der molekularen Interaktion des R24 Anti-
kérpers mit immobilisiertem Gp; (Biomolecular Inter-
action Analysis)

Bei der Biosensor Technologie wird das optische Detektionsprinzip der Surface Plas-
mone Resonance (SPR) angewandt. Das Biosensorsystem BIAcore 2000 (Pharma-
cia, Uppsala, Schweden) ist so geeicht, daff eine Zunahme von 1000 RU (Resonance
Units) einer Massenzunahme von ca. 1 ng/mm?* auf der Chipoberfliche bei einem
Signalrauschen von < 2 RU entspricht. Wird nun iiber den Sensorchip, auf dem
das Antigen fiir einen Antikorper immobilisiert ist, eine Antikérperlésung gegeben,
nimmt die Massenkonzentration auf der Oberfliche des Sensorchips in Folge der
Kopplung des Antikérpers an das Antigen zu. Diese Massenzunahme erlaubt in ei-
nem FlieBkammersystem eine zeitaufgeloste Studie der Kopplung des Antikorpers
an sein Antigen.

Bei dem verwendeten BIAcore 2000 Gerét ist der Sensorchip Teil einer Durchfluf-
mefzelle, durch die fortwihrend HEPES-Laufpuffer gepumpt wird.

Die Biosensor Analyse der R24 Antikérper erfolgte mit dem Gangliosid Gps, das
iiber hydrophobe Wechselwirkungen auf der Oberfliche eines CM5 Sensorchips, der
mit Carboxymethyldextran belegt war, immobilisiert wurde [19]. Um in den Sen-
sogrammen Detektorsignale durch unspezifische Bindungen und ,bulk® Effekte, die
sich z.B. aus Salzeffekten ergeben, zu eliminieren, wurde von dem Gps-MeBsignal
das Meflsignal von einer mit Gy beladenen Mefzelle subtrahiert.
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Abbildung 3.35: Bindungskinetik von immobilisiertem Gps und R24 Antikérpern,
die unter verschiedenen Kulturbedingungen produziert wurden: (A) pH-Wert 74,
(B) pH-Wert 7,2, (C) pH-Wert 6,9, (D) HEPES, (E) SuperSpinner. Es wurden
jeweils 30 pl R24 Antikérper mit abnehmenden Konzentrationen von 490 nM bis
70 nM injiziert. Die Flufirate betrug 5 ul/min iiber immobilisiertem Gps. Bei den
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gezeigten Sensogrammen ist das Signal der unspezifischen Wechselwirkung mit Gyp
des Kontrollkanals subtrahiert worden.

Tabelle 3.24: Assoziationskonstanten k,, Dissoziationskonstanten k; und Bindungs-
konstanten K4 der in Abb. 3.35 gezeigten R24 — Gps Interaktionen.

Kultivierungs- Ky * k, kg
bedingungen [%] [N}LS;] [%]
pH 7.4 4,7 9,8 2,1
pH 7,2 3.3 7,1 2,2
pH 6,9 5,3 8,7 1,6
HEPES 4,0 7,7 1,9

SuperSpinner 4.4 7,1 1,9
“ nach Gleichung 2.8 (Kap. 2.6.13.5) ermittelt

Die Bindungskonstanten K4 fiir die Bindung des R24 Antikorpers aus den verschie-
denen Kultivierungen an das Gangliosid Gps betrugen zwischen 3,3x107/M und
5,3x107 /M. Die Assoziationskonstanten k, lagen im Bereich zwischen 7,1x10*/M-sec
und 9,8x10*/M-sec. Die Dissoziationskonstanten k, lagen zwischen 1,6x107% /sec und
2,2x107? /sec.

Catimel et al. (1998) hatten fiir die Bindung von R24 Antikérpern an Gps im
BIAcore-System eine K4 von 1,8x10° M~! mit k, — 4,41x10°> M~! s7! und k; —
4,41x1072 s~ bestimmt [19]. Ein Vergleich mit den in dieser Arbeit ermittelten
Werten zeigt, dafl die Assoziationskonstanten k, in der gleichen Gréflenordnung wie
die von Catimel et al. (1998) liegen. Die gemessenen Dissoziationskonstanten k; und
damit auch K, sind allerdings um eine Zehnerpotenz kleiner als von Catimel et al.
angegeben. Dippold et al. (1992) ermittelten mittels ELISA-Messungen eine Bin-
dungskonstante K4 von 2x10” M~! [26]. Dieser Wert ist nahezu identisch mit der
in der vorliegenden Arbeit bestimmten durchschnittlichen Bindungskonstanten von

4,3x107 M~

Einschriankend muf zur Bestimmung der Bindungskonstanten angemerkt werden,
daf} sich das Adsorptions- und Desorptionsverhalten des R24 Antikérpers im ver-
wendeten Biosensor System nur annidhernd durch eine einfache 1:1 Bindung nach
Langmuir beschreiben 148t [10]. Um den Einflufl von Massentransport-Effekten, ,re-
binding“ und ,complex multi-order” Kinetiken weitestgehend zu unterdriicken, wur-
den nach Catimel et al. (1998) die Bereiche der Sensogramme ausgewertet, die in
der Auftragung von Inabs(dR/dt) gegen t anndhernd linear waren. Die ermittel-
ten Bindungskonstanten miissen also immer im Kontext zu dem verwendeten Test-
und Datenanalysevertahren gesehen werden und stellen nur bedingt eine absolute
Kenngrofie der Interaktion von R24 Antikérpern mit Gps dar. FEin Vergleich der
Bindungskonstanten verschiedener Antikérper in dem gleichen Meflsystem ist aber
trotz aller Einschrankungen sehr gut méglich.

Ungenauigkeiten bei der Bestimmung von K4 ergab sich vor allem aus Ungenauigkei-
ten bei den Konzentrationen der eingesetzten Antikérper z.B. durch Pipettiertehler.
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Daraus resultiert fiir die Bindungskonstanten ein Fehler von mindestens £1x107 /M
bei einem angenommenen Fehler von 10 % bei den zur Berechnung verwendeten
Konzentrationsangaben. Im Rahmen der Ungenauigkeit der Messungen von K, kann
festgestellt werden, dafl die Kulturbedingungen bei der Produktion des R24 Anti-
korpers keinen Einflufl auf dessen Bindungsverhalten an Gpgs ausiibten.

Das Bindungsverhalten im oben beschriebenen R24 — Gps-System ist nicht allein
von den Rezeptor- und Liganden-Konzentrationen abhingig. Als Beispiel fiir den
Einflufl der Salzkonzentration auf die Bindung von R24 Antikérper an Gps wurde
HEPES-Puffer mit NaCl-Konzentrationen im Bereich von 150 mM (Standardkon-
zentrationen) bis 200 mM verwendet (siehe Abb. 3.36).
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Abbildung 3.36: Bindungskinetik von R24 Antikérpern und immobilisiertem Gps
bei unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen (150 bis 200 mM) im Aufgabepuffer.
Fiir den Test wurde R24 Antikérper aus einer Kultivierung bei pH-Wert 7,2 mit

einer Konzentration von 350 nM eingesetzt. Die Durchfithrung erfolgte wie in Abb.

3.35 beschrieben.

Aus Abb. 3.36 ist gut ersichtlich, wie stark der Einful der verschiedenen Salz-
konzentrationen auf das Bindungsverhalten des R24 Antikoérpers war. Ausgehend
von einer physiologischen Salzkonzentration von 150 mM war eine starke Abnah-
me der Bindungsaffinitdt von R24 zu Gps bei geringfiigigen Erhshungen der NaCl-
Konzentration zu beobachten.

Die Bindungskonstanten K4 (siehe Tab. 3.25) der R24 Antikorper bei den ver-
schiedenen NaCl-Konzentrationen an Gps betrugen zwischen 3,6x107/M (150 mM
NaCl) und 10,2x107 /M (200 mM NaCl). Die Assoziationskonstanten k, lagen im Be-
reich zwischen 8,2x10* /M-sec (150 mM NaCl) und 18,7x10*/M-sec (200 mM NaCl).
Die Dissoziationskonstanten ky; lagen zwischen 1,8x107%/sec (150 mM NaCl) und
2,3x1072 /sec (200 mM NaCl).
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Tabelle 3.25: Auflistung der maximalen Signalstirke und der nach Gleichung 2.13
ermittelten Bindungskonstanten der Biosensor Analysen der R24 Antikérper—Gps
Interaktionen bei verschiedenen Salzkonzentrationen im Aufgabepuffer (vergleiche

Abb. 3.36).

NaCl Maximale K4 k, kg
Konzentration [mM] Signalstirke [RU] [%] [N}LS;] [lge_:]
150 537 3.6 8,2 2.3
160 445 6,8 148 22
170 347 70 145 2.1
180 301 8,6 17,0 2,0
190 264 8,5 16.0 1,9
200 243 102 187 18

Die Unterschiede der Bindungskonstanten K4 bei den verschiedenen NaCl-
Konzentrationen ergaben sich aus den verschiedenen Assoziationskonstanten (siehe
Tab. 3.25). So war k, bei 200 mM NaCl fast dreifach grofier als bei 150 mM NaCl.
Die Dissoziationskonstanten hingegen waren nahezu gleich, was sich mit der Ver-
suchsdurchfithrung erkldren 148t. Nur bei der Assoziation bis zum Zeitpunkt t =
360 s (sieche Abb. 3.36) waren im Puffer die verschiedenen NaCl-Konzentrationen
vorhanden. Bei der Dissoziation hingegen wurde die Oberfliche der Melkammer bei
allen Messungen mit Puffer (Laufpuffer) iiberspiilt, der einheitlich 150 mM NaCl
enthielt. Die gleichen NaCl-Konzentrationen bei der Dissoziation sollten somit auch
zu den gleichen Dissoziationskonstanten fiihren.

Die Salzkonzentration im Puffer war ein die Messungen stark beeinflussender Faktor
in diesem System. Da es sich bei der Bindung von Antikérpern an ihre Antigene um
elektrostatische Wechselwirkungen handelt, ist dieses Salzeffekt auch zu erwarten
gewesen; bemerkenswert ist aber, wie stark sich der Einfluf} der Salzkonzentration
im Puffer auswirkte. In Abbildung 3.36 ist deutlich zu erkennen, daf bei steigenden
Salzkonzentrationen die Bindung zunehmend schlechter wird. Besonders zu beachten
ist, daB bereits ein Konzentrationsunterschied von 10 mM NaCl im Puffer (150 mM
zu 160 mM NaCl) einen 20 %-tigen Unterschied im maximalen Mefisignal und sogar
fast eine Halbierung der Bindungsrate zur Folge hatte. Bei einer NaCl-Konzentration
von 500 mM im Aufgabepuffer konnte praktisch keine Antikérperassoziation mehr
detektiert werden. Durch die Zugabe von 5 mM CaCl; zu dem HEPES-Aufgabepuffer
mit 150 mM NaCl (Versuchsbedingungen wie in Abb. 3.36) nahm das Mefsignal
um 20 % ab, was auf einen starken EinfluBl von Ca*t auf das Bindungsverhalten
hindeutet.

Um verschiedene Antikérperproben miteinander vergleichen zu kénnen, muf} vor al-
lem darauf geachtet werden, daf alle Proben die gleichen Pufferbedingungen sowohl
zum Zeitpunkt der Assoziation als auch bei der Dissoziation haben. Diese Vorausset-
zung fiir die Messungen wurde durch vorhergehende Dialyse der Antikérperproben
gegen den im BIAcore 2000 verwendeten Laufpuffer geschaffen.
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3.4.3.1 Zusammenfassung

Die Untersuchung des Bindungsverhaltens des R24 Antikérpers zum Gangliosid Gps
mittels SPR im BIAcore 2000 ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
unter verschiedenen Kulturbedingungen produzierten Antikérpern. Die ermittelten
Bindungskonstanten K4 lagen alle in einem Bereich von 3,3x107/M = bis 5,3x107 /M
mit einem Mittelwert von 4,3x10” /M. Im Rahmen der Mefigenauigkeit von ca. 4
1x107/M koénnen sie als nahezu identisch bewertet werden. Die unterschiedlichen
Kulturbedingungen hatten somit keinen Einflufl auf die Bindungseigenschaften von
R24 Antikorpern an Gps.



Kapitel 4

Zusammenfassung

Bei dem monoklonalen Maus IgGs Antikorper (mAk) R24 aus der Maus-Maus Hy-
bridomzellinie HB-8445 (ATCC) handelt es sich um einen potentiellen Kandidaten
fiir den therapeutischen Einsatz beim Menschen zur Behandlung von malignen Me-
lanomen. Er ist gegen das Gangliosid Gps gerichtet und in der Lage, bei metastasie-
renden Melanomen das Tumorwachstum zu unterbinden, was in einer ganzen Reihe
von klinischen Untersuchungen nachgewiesen werden konnte.

Die vorliegende Arbeit behandelt die Auswirkungen der Produktionsbedingungen
auf die Produktionsraten, Integritdt und Funktionalitdt des mAk R24.

Die Arbeit kann in zwei Teile untergliedert werden, wobei sich der erste Teil mit der
Produktion und Aufreinigung des mAk R24 unter verschiedenen Kulturbedingun-
gen beschiftigt. Der Einflufl der Kulturbedingungen wurde dabei im SuperSpinner
und in 2-Liter-Bioreaktor-Kultursystemen untersucht. Im 2-Liter-Bioreaktor fanden
ein ungeregeltes HEPES-Puffersystem und geregelte CO5/HCO3 -Puffersysteme mit
den pH-Werten 7.4; 7,2 und 6,9 Verwendung.

Der zweite Teil der Arbeit handelt von der Aufreinigung und Charakterisierung des
produzierten R24 Antikorpers unter besonderer Beriicksichtigung der Auswirkungen
der Kulturbedingungen auf die Glykosylierung und Funktionalitdt des Antikorpers.
Als Grundlage zur Untersuchung der Antigen-Bindungseigenschaften des Antikor-
pers wurde sein Antigen, das Gangliosid Gps, aus Buttermilch isoliert, aufgereinigt
und charakterisiert.

Adaption an serumfreie Kulturbedingungen. Die Zellinie HB-8445 konnte
unter geriithrten Bedingungen im Spinner-System an eine serumfreie Kultivierung
adaptiert werden. Das Basalmedium wurde dabei mit Humantransferrin, Rinderin-
sulin und humanem Serumalbumin (HSA) als Proteinbestandteile und Selenit als
anorganischem Bestandteil supplementiert. Im statischen System einer Polystyrol
Gewebekulturflasche war eine Kultivierung mit weniger als 2,5% Serum im Medium
nicht moglich.

155
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Einflufl des CO,-Partialdruckes und der Albumin-Konzentrationen auf
das Zellwachstum und die mAk-Produktion. Wihrend der Kultivierung der
Zellinie HB-8445 im 1-Liter-SuperSpinner unter Variation des COs-Anteils in der
Begasungsluft und der HSA Konzentration im Medium konnten die Adaptionsreak-
tionen der Zellen auf die geinderten Kulturbedingungen studiert werden.

Eine Verringerung der HSA Konzentration (bei 20 % CO3) von 3 auf 0,5 g/1 wirkte
sich negativ auf die Wachstumsgeschwindigkeit der Zellinie aus, was sich in einer
deutlichen Verringerung der spezifischen Wachstumsrate g von 0,69 auf 0,34/d be-
merkbar machte.

Eine Anderung der zur Begasungsluft zugesetzten Menge an CO, von 20% auf 5%
(v/v) und ein daraus resultierender Shift des pH-Wertes vom schwach sauren (ca.
6,9) zu einem fiir eine Kultur von Sdugerzellen ,neutralen* pH-Wert (ca. 7,2) hatte
eine Reihe von Adaptionsvorgingen der Zellinie zur Folge. So stieg bei der Umstel-
lung der Kultivierungsbedingungen die spezifische Wachstumsrate der Zellen von
0,34/d (bei pH ca. 6.9) nach Erniedrigung des COz-Partialdruckes auf 0,57/d (bei
pH ca. 7,2) an. Im Rahmen der Langzeitkultivierung wurde nach 10 weiteren Pas-
sagen (32 Tage) ein g von 0,62/d ermittelt.

Die COz-Reduktion und die damit verbundene Erhshung des pH-Wertes der Kul-
tur fithrte sehr schnell zu einer Reaktion im Stoffwechsel der Zellen. Die spezifische
Glukoseverbrauchsrate g = 0,49 M 107° Zellen d=! und die spezifische Laktatpro-
duktionsrate pg = 1,00 uM 107 Zellen d=! erhshten sich infolge der CO,-Reduktion
auf Werte von 1,14 bzw. 1,74 uM 107¢ Zellen d~!.

Bei der spezifischen Produktionsrate des mAk R24 bewirkte die Erhshung des pH-
Wertes eine Verringerung der Antikérper-Produktivitédt. Hier sank die spezifische
Produktionsrate prye, von 42 ug 107° Zellen d~' bei erhshtem pH-Wert auf ca.
die Hélfte ab. Wahrend der Langzeitkultivierung sank die in den Kulturiiberstand
sezernierte Menge an IgG innerhalb von 11 Passagen in einem Zeitraum von 35 Tagen
von 65 mg auf 15 mg in einem Liter Kulturiiberstand bei einer Referenz-Zelldichte

von 1x10°/ml ab.

2-Liter-Bioreaktor Kultivierungen unter verschiedenen Pufferbedingun-
gen (HEPES, pH 7.,4; 7,2 und 6,9). Bei den 2-Liter-Bioreaktor Kultivie-
rungen der Hybridomzelle HB-8445 mit einem pH-Wert geregelten CO,/HCO3 -
Puffersystem (pH-Werte 7,4; 7,2 und 6,9) unter serumfreien Bedingungen, konn-
ten die Auswirkungen des pH-Wertes auf die Wachstums- und Produktionsra-
ten der oben beschriebenen Kultivierung im 1-Liter-SuperSpinner bestidtigt wer-
den. Desweiteren wurde der Einflufl eines ungeregelten HEPES-Puffersystems im
2-Liter-Bioreaktor auf die Wachstums- und Produktionsraten untersucht. Im Ver-
gleich zu den 2-Liter-Bioreaktor-Kulturen wurde eine CO,/HCO3-gepufferte 1-
Liter-SuperSpinner-Kultivierung mit 5 % COs und 0,5 g/1 HSA durchgefiihrt. Bei
den 2-Liter-Bioreaktor-Kultivierungen konnten, im Gegensatz zur SuperSpinner-
Kultivierung, der Sauerstoffpartialdruck und der pH-Wert geregelt und konstant
gehalten werden. Die gesamte Prozefifithrung aller Kultivierungen im zweifach wie-



KAPITEL 4. ZUSAMMENFASSUNG 157

derholten, satzweisen Betrieb (repeated batch) wurde auf eine moglichst hohe Re-
produzierbarkeit hin ausgelegt.

Ein Vergleich der Wachstumsraten des HB-8445 Zellklons zeigte ein deutliches Op-
timum bei einem pH-Wert von 7,2. Mit einem g von 0,61/d im zweiten Batch lag
der Wert fiir g nahezu doppelt so hoch wie unter den anderen Kulturbedingungen
im 2-Liter-Bioreaktor. Nur im ungeregelten 1-Liter-SuperSpinner wurde ein &hnlich
schnelles Wachstum der Zellen gefunden. Im Gegensatz zu den optimalen Bedin-
gungen fiir ein maximales Wachstum der Zellen bei pH 7,2 wurden die héchsten
Antikérperproduktionsraten unter sauren Kulturbedingungen bei einem pH-Wert
von 6,9 erreicht. Die Produktionsraten betrugen dabei pr,g.= 42,3 pg 107° Zellen
d™!, ermittelt mit einem Sandwich-ELISA, und pr,c.,.= 5,49 pg 107° Zellen d*
fiir Gps-bindenden Antikorper. Die Antikérperproduktion erreichte bei pH 6.9 im
zweiten Batch der Kultivierung damit gut das Vierfache im Vergleich zu den bei-
den 2-Liter-Bioreaktor-Kultivierungen bei hoheren pH-Werten. Die Kultivierung im
1-Liter-SuperSpinner, die einen pH-Wert-Bereich von 7,3 bis 6,9 durchlief, zeigte
doppelt so hohe Antikérperproduktionsraten wie unter den Standardbedingungen
bei pH 7.2. Bei der Verwendung des HEPES-Puffersystems, bei dem die Kultivie-
rung einen pH-Wert-Bereich von 7,2 bis 6,9 durchlief, kam es im 2-Liter-Bioreaktor
zu einer verstirkten Produktion eines Proteins mit einem Molekulargewicht von
ca. 25 kDa. Hierbei handelt es sich vermutlich um leichte Ketten des Antikérpers,
die im Sandwich-ELISA als Maus IgG erkannt wurden, aber nicht in der Lage wa-
ren sich an Gpz zu binden. So konnte bei der HEPES-Kultur im Vergleich zu den
CO2/HCO3 -gepufferten Kultivierungen nur ca. 33 % der Gps-Bindungskapazitét
detektiert werden.

Vergleicht man die Stabilitdt der sezernierten R24 Antikorper unter verschiedenen
Medienbedingungen, so konnte gezeigt werden, dafl die unterschiedlichen Kulturbe-
dingungen ausschlaggebend fiir die unterschiedlichen mAk-Produktionsraten waren.
Wihrend einer 7-tdgigen Inkubation unter allen Pufferbedingungen war keine signi-
fikante proteolytische Aktivitit feststellbar, die zu einem Verdau der sezernierten
Antikorper fithren kénnte.

Ein Vergleich der Aminosidurekonzentrationen im Kulturiiberstand ergab bei allen
Kultivierungen einen wachstumsbezogenen Verbrauch. Der Umsatz der Zellen von
Glutamin so wie von Valin, Leucin, Isoleucin, Tryptophan und Methionin war so
hoch, dafl sie zum Ende der Batches zum Teil aufgebraucht waren. Auch die Ami-
nosiduren Histidin, Threonin, Tyrosin, und Phenylalanin wurden wihrend des Zell-
wachstums verbraucht, waren am Ende des Batches aber noch in héheren Konzen-
trationen vorhanden. Die Konzentrationen von Aspartat und Asparagin verdnder-
ten sich wihrend der Kultivierung kaum wihrend Glycin, Serin und Alanin von
den Zellen produziert wurden. Nur die Konzentration von Serin und Glycin wiesen
bei den unterschiedlichen Kulturbedingungen unterschiedliche Verldufe auf. Bei der
Kultur bei pH-Wert 6,9 und der HEPES-Kultur wurde im Vergleich zu den anderen
Kulturen nahezu doppelt so viel Serin produziert. Eine entgegengesetzte Auswir-
kungen des pH-Wertes waren bei der Glycinkonzentration im Verlauf der Kulturen
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zu verzeichnen. In den Kultivierungen bei pH-Werten von 7,4 und 7,2 und in der
SuperSpinner-Kultur verdoppelte sich die Glycin-Konzentration im Verlauf der Kul-
tivierung. In der Kultivierung bei einem pH-Wert von 6,9 stieg die Konzentration
an Glycin um nur 65 %, und in der HEPES-gepufferten Kultur blieb die Glycinkon-

zentration nahezu konstant.

Die Konzentrationsentwicklung von Glukose und Laktat im Kulturiiberstand im
Verlauf der Kultivierung zeigte eine Abhéngigkeit von den gewihlten Kulturbedin-
gungen auf. Besonders hervorzuheben ist hier der um ca. 80 % erhshte Verbrauch
von Glukose und die um fast 70 % gesteigerte Produktion von Laktat bei einem
pH-Wert von 7,4 im Vergleich zu den Standardbedingungen bei einem pH-Wert von
7,2. Auffillig waren zudem der relativ niedrige Glukose-Verbrauch und die Laktat-
Produktion in SuperSpinner Kultursystem.

Die Erhshung der Ammoniumkonzentration im Kulturiiberstand fiihrte nicht zu to-
xischen Konzentrationen und schien keine nennenswerte inhibitorische Wirkung auf
das Wachstum der Zellinie unter den beschriebenen Kulturbedingungen zu haben.

Gps Isolierung. Aus Buttermilch konnte mit Hilfe der préiparativen
Ionenaustausch- und Adsorptions-HPLC 5,9 mg hochreines Gps isoliert werden.
Zudem wurden 2,9 mg Gps mit geringen Beimengungen an Gy, und Gps isoliert.
Anhand des HPLC-5ialinsdureprofils des isolierten Gps konnte gezeigt werden, daf3
nur die Sialinsdure NeubAc enthalten war, was sich durch HPTLC-Untersuchungen
und einem Overlay-Bindungstest, einem ELISA auf einer DC-Platte, bestitigte.
Damit war die Voraussetzung gegeben, das isolierte Gps als spezifisches Antigen
des Antikérpers R24 fiir molekulare Interaktionsstudien einzusetzen.

Aufreinigung des R24 Antikérpers. Die Protein A-Affinitdtschromatographie
in Verbindung mit der FPLC- und dem BioPilot-System stellt fiir den IgGs-
Antikorper R24 eine einfache und schnelle Methode zur Aufreinigung aus dem Kul-
turiiberstand dar. Die Wiederfindungsraten der unter den verschiedenen Kulturbe-
dingungen hergestellten R24 Antikérper betrug recht einheitlich 40 bis 45 %. Bei der
Aufarbeitung der im HEPES-Puffersystem produzierten Antikérper wurde allerdings
eine im Vergleich zu den anderen Systemen um 2/3 niedrigere Wiederfindungsrate
detektiert, was an einem hohen Anteil an unvollstindig sezernierten Antikérpern
(nur leichte Kette) liegen diirfte.

Der Vergleich der Ausbeuten an Protein A-gereinigtem Antikorper pro Liter geern-
teten Kulturiiberstand zeigte einen sehr deutlichen Einflufl der Kulturbedingungen
auf die R24-Produktion. Bei einem pH-Wert von 6,9 konnten mit 66 mg aufgerei-
nigtem R24 Antikérper/l Kulturiiberstand das Dreifache dessen geerntet werden,
was beil den Standardkulturbedingungen mit einem pH-Wert von 7,2 erreicht wur-
de. Produktionsbedingungen mit einem hohen pH-Wert von 7.4 fithrten zu einer
Abnahme von sezerniertem Antikérper um ca. 25 % gegeniiber den Standardbe-
dingungen. Bei dem HEPES-gepufferten System konnte vergleichsweise nur eine 50
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%-tige Ausbeute erreicht werden. Mit dem SuperSpinner-Kultursystem konnte eine
um 60 % hohere Ausbeute im Vergleich zum Bioreaktor beim Standard pH-Wert 7,2
erzielt werden. Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dafl eine Ernied-
rigung des pH-Wertes zu einer wesentlich hsheren Ausbeute an R24 Antikérpern
fiithrte.

Proteinchemische Charakterisierung des mAk. Alle mittels Protein A-
Affinitdtschromatographie aufgereinigten Antikérper aus den verschiedenen Kulti-
vierungsansitzen entsprachen in ihrem Molekulargewicht der erwarteten Grofe fiir
IgG Antikérper von 150 kDa, was sowohl durch die Gelchromatographie als auch
durch die SDS-Gelelektrophorese im Vergleich mit einem Referenz Maus IgG Anti-
korper gezeigt werden konnte. Auch die gelelektrophoretische Auftrennung der durch
Reduktion in leichte (25 kDa) und schwere Ketten (50 kDa) gespaltenen Antikorper
zeigte keine Unterschiede zwischen den verschiedenen R24 Antikérpern.

Die isoelektrische Fokussierung ergab bei allen eingesetzten Antikérpern das gleiche
Bandenmuster. Anhand der isoelektrischen Fokussierung konnte somit kein erkenn-
barer Einflufl der Kultivierungsbedingungen auf die Ladungsstruktur und dem damit
verbundenen isoelektrischen Punkt der Proteine nachgewiesen werden.

Ermittlung der N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide. IgG Anti-
koérpermolekiile besitzen grundsitzlich eine N-glykosidisch gebundene biantennére
Oligosaccharidstruktur vom Komplex-Typ am Asn 297 in der Cyx2 Domine der
schweren Ketten. Sie ist u. a. unerlidflich fiir die Kooperation der Antikérper mit
immunologischen Effektorsystemen wie dem Komplementsystem.

Die Uberpriifung einer Zellkultur von HB-8445 Zellen ergab keine mefibare Sialidase-
aktivitit, weder im Kulturiiberstand noch im Zellysat, so daf eine postsekretorische
Desialylierung ausgeschlossen werden kann.

Um herauszufinden, ob der R24 Antikérper iiberhaupt glykosyliert ist, wurde mit
im SuperSpinner produzierten Antikérpern Lektin-Bindungstests durchgefiihrt. In
der schweren Kette des Antikérpers konnten NeubAca(2-3)Gal, a(2-6) sialylierte
Galaktose und die Gal3(1-4)GlcNAc-Sequenz identifiziert werden, wihrend in der
leichten Kette des Antikérpers mit den genannten Lektinen keine Glykostrukturen
detektiert werden konnten.

Die Bestimmung des Zuckergehaltes der Antikérper ergab, dafl die unterschiedlichen
Kultivierungsbedingungen einen geringen Einflu} auf den Gesamtzuckergehalt des
Proteins hatten. Im Durchschnitt waren 9,3 pg Neutralzucker (Mannose, Fukose und
Galaktose) pro mg Antikorper zu detektieren. Eine Abschédtzung ergab das Vorhan-
densein von im Mittel ca. 1,5 bis 1,6 Zuckerketten pro Antikérper. Die Grundlage fiir
die Berechnung bestand in der Annahme, daf§ ausschliellich fukosylierte biantennére
Digalakto-Komplex-Typ-N-Glykane vorhanden waren.

Die Bestimmung des Sialinsduregehaltes der R24 Antikorper ergab das Vorkommen
von NeudAc und NeudGe. Das molare Verhiltnis zwischen Sialinsduren und Anti-
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kérpern betrug unter fast allen Kultivierungsbedingungen ca. 24 % (ca. 0,490 ug
Sialinsdure pro mg mAk). Einzig bei einer Kultivierung bei einem pH-Wert von 6,9
sank das Verhéltnis mit ca. 14 % (ca. 0,286 pg Sialinsdure pro mg mAk) auf na-
hezu die Hilfte ab. Das molare Verhiltnis von NeubAc zu NeubhGe betrug bei den
analysierten Antikérpern 1:1. Die einzige Ausnahme bildeten die Antikérper, die im
HEPES-Kultursystem produziert wurden, und ein Neu5Ac/NeubGe-Verhiltnis von
ca. 3:1 aufwiesen.

Die Analyse der N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharidstrukturen der unter ver-
schiedenen Kultivierungsbedingungen produzierten R24 Antikérper mittels HPAEC-
PAD zeigte, daB} in allen Antikorperproben die zu erwartenden biantennéren Struk-
turen vom Komplex-Typ zu finden waren. Bei allen Kultivierungsbedingungen war
dabei ein dhnliches Verteilungsmuster der Oligosaccharide zu finden. Ausgehend von
der biantenniren Komplex-Typ-Grundstruktur waren alle Formen der Zuckerket-
ten, angefangen von der biantenniren Agalakto- (ca. 50 %), iiber die Monogalakto-
(ca. 30 %) bis zur Digalakto-Komplex-Typ-Struktur (ca. 20 %), vorhanden. Ca.
80 % der N-Glykane waren dabei an der Kernstruktur fukosyliert. Als ein Trend
bei den CO,/HCO; -gepufferten Systemen konnte festgestellt werden, daBl es bei
den N-gebundenen Oligosaccharidstrukturen mit einem Absinken des pH-Wertes
zu einer Verminderung von Galaktose-tragenden Strukturen kam. Der im HEPES-
Puffersystem produzierte Antikorper besafl einen auffallend hohen Anteil an bian-
tenndrem Digalakto-Oligosaccharid ohne Fukose an der Kernstruktur.

Die nach der HPAEC postulierten N-Glykanstrukturen konnten im Folgenden mit
Hilfe massenspektrometrischer Methoden bestitigt werden. Sowohl mit der MALDI-
TOF-Massenspektrometrie der hydrazinolytisch abgespaltenen und sdurehydroly-
tisch desialylierten N-Glykane als auch mit der ESI-QTOF-Massenspektrometrie
mit enzymatisch abgespaltenen nativen N-Glykanen wurden Molekiilmassen detek-
tiert, die auf fukosylierten biantenndren Komplex-Typ-Strukturen basierten.

Die MALDI-TOF-Massenspektren der Asialo-Oligosaccharide der R24 Antikorper
aus der HEPES- und den vier CO,/HCOg3-gepufferten Kulturen ergaben Signale
der (M+Na)*-Tonen fiir m/z bei 1339 (HexzHexNAcy), 1485 (HexsHexNAcydHexy ),
1501 (Hex4HexNAcy), 1647 (HexsHexNAcydHexy), 1663 (HexsHexNAcy) und 1809
(HexsHexNAcydHexy). In den MALDI-TOF-Spektren der Antikérper aus den Kul-
turen bei pH 7,2; 6,9 und der SuperSpinner-Kultur waren (M+Na)*-Molekiilionen
bei m/z 1541 (HexsHexNAcs) und 1704 (HexyHexNAcs) zu finden, die auf das Vor-
kommen von ,bisecting” Komplex-Typ-Oligosacchariden hinwiesen. Diese Struktu-
ren konnten aber weder in den ESI-Massenspektren noch in den HPAEC-Profilen
detektiert werden.

Die enzymatisch abgespaltenen nativen Oligosaccharide der R24 Antikorper aus
der HEPES- und den vier CO,/HCO3 -gepufferten Kulturen ergaben bei der ESI-
QTOF-Massenspektrometrie fiir die doppelt geladenen lonen Signale fiir m/z bei
678,3 (HexsHexNAcy), 7514 (HexsHexNAcydHex), 759,4 (HexyHexNAcy), 8324
(HexyHexNAcydHexy), 840,4 (HexsHexNAcy) und 913,5 (HexsHexNAcydHexy).

Zur Aufklirung der Abfolge der Monosaccharide und der Verzweigun-
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gen in den Oligosaccharidketten der nativen N-Glykane wurden ESI-QTOF-
Tandemmassenspektren (MS/MS-Spektren) erstellt. Im MS/MS-Spektrum domi-
nierten die nach Spaltung der glykosidischen Bindungen entstandenen lonen (B-
lonen), von denen viele durch innere Fragmentierung entstanden sind. Aber auch
Teile von Ringstrukturen der Zucker, sogenannte ,cross-ring“-Fragmente, waren
als Fragmentionen zu beobachten. Sowohl der Satz von B-lonen als auch . cross-
ring“-Fragmente zeigten die Richtigkeit der postulierten fukosylierten biantennéren
Digalakto-Komplex-Typ-Struktur.

Bei der ESI-Massenspektrometrie wurden neben den Asialo-Oligosacchariden
auch sialylierte biantennire Komplex-Typ-Zuckerketten detektiert, die aller-
dings nur die Sialinsdure NeubAc aufwiesen. Warum kein NeubGe mittels ESI-
Massenspektrometrie in der Fraktion der nativen Oligosaccharide nachweisbar war,
konnte bisher nicht geklart werden.

Surface Plasmone Resonance-Bindungsstudien. Die Untersuchung des Bin-
dungsverhaltens des R24 Antikorpers zu seinem Antigen Gps mittels SPR mit
dem BIAcore 2000-Gerit ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den unter
verschiedenen Kultivierungsbedingungen hergestellten Antikérpern. Die ermittelten
Bindungskonstanten K4 lagen alle im Bereich zwischen 3,3x107/M und 5,3x107 /M
und sind im Rahmen der Mefigenauigkeit als iibereinstimmend zu bewerten. Als
ein die Messungen stark beeinflussender Faktor in diesem System stellte sich die
Salzkonzentration im verwendeten Puffer heraus. So fiihrte bereits eine um 10 mM
hohere NaCl-Konzentration im Puffer nahezu zu einer Halbierung der Bindungsrate.

4.1 Fazit und Ausblick

Der zunehmende Einsatz von Antikérpern in der Medizin zu diagnostischen und vor
allem auch zu therapeutischen Zwecken (Immuntherapie) fithrt zwangsldufig zu der
Notwendigkeit, strukturell exakt definierte Antikérper produzieren zu kénnen. Bei
der Produktion von monoklonalen Antikérpern hat sowohl das zelluldre Expressi-
onssystem als auch das biotechnologische Produktionssystem einen Einfluf} auf die
Struktur der Antikoérper. Zur genauen Charakterisierung von Glykoproteinen wie
den Antikérpern sollten neben der proteinchemischen Charakterisierung auch die
Glykosylierung bestimmt werden. Kulturparameter wie die Zelldichte, der Sauer-
stoffpartialdruck und, wie in dieser Arbeit gezeigt, der pH-Wert wirken sich insbe-
sondere auf die Glykosylierung der Antikérper aus. Folglich ist bei der Herstellung
von monoklonalen Antikérpern den Produktionsbedingungen besondere Beachtung
zu schenken. Um ein moglichst hohes Mafl an Reproduzierbarkeit bei der Antikor-
perherstellung zu gewihrleisten, miissen die Kulturparameter in einem Produkti-
onssystem kontrollierbar sein. Mit dem Wissen iiber den Einfluf}, den die Produk-
tionsbedingungen auf die Oligosaccharide von Glykoproteinen haben, kann bei der
Erzeugung von Glykoproteinen den Erfordernissen der Medizin Rechnung getragen
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werden. Es wird somit auch in der Zukunft von groflem Interesse sein, die Aus-
wirkungen der Produktionsbedingungen auf die Glykosylierung von Proteinen zu
untersuchen.

Im Zusammenhang mit dem Finsatz von R24 Antikérpern fiir die Immuntherapie
stellt sich die Frage nach der Immunogenitit des Glykoproteins. Neben der immu-
nogenen Wirkung eines monoklonalen Mausantikorpers, die auf den Proteinanteil
zuriickzufiihren ist, ist die immunogene Wirkung des Oligosaccharidteils [141], die
sich aus dem Vorhandensein der Sialinsdure NeubGe ergibt, noch zu untersuchen.
Da keine Partientenseren von Probanden, die mit R24 Antikérpern behandelt wur-
den, zur Verfiigung stehen, sollen Hiihner, die wie der Mensch kein Neu5Ge besit-
zen, mit R24 Antikérpern immunisiert werden. Die Seren der Hiihner sollen dann
auf Antikorper gegen NeubGe tragende Glykokonjugate getestet werden. So kénnen
Riickschliisse auf die die Immunogenitit von Neub5Ge-tragenden Sialoglykoproteinen
gezogen werden.



Abkiirzungen

BCA 4,4'-Dicarboxy-2,2 -biquinolin

BSA Bovine Serum Albumin

C Chloroform

C, Linge des Aliphaten im Ceramid (x = Zahl der C-Atome)

Cer Ceramid

CMF-PBS Ca?T-Mg?* Free-Phosphate Buffered Saline

DC Diinnschichtchromatographie

DEAE Diethylaminoethyl-

DNA Desoxyribonucleinsidure

DMB 1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzoldihydrochlorid

DSA Datura stramonium Agglutinin

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

ESI-QTOF-MS Electrospray lonization - Quadrupole Time-Of-Flight -
Mass Spectrometry

expo. exponentiell

FAB-MS Fast Atom Bombardment-Mass Spectrometry

Fuc Fukose

Gal Galaktose

GalNAc N-Acetylgalaktosamin

Gb Globo-

GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spektrometry

GD1a [V3-a-NeubAc,II*-a-Neu5Ac-Gg,Cer

Gpip [13-a-(NeubAc),-Ggy Cer

Gpa [13-a-(NeuAc)y-Ggz Cer

Gps I13-a-(NeuAc)y-LacCer

Gg Ganglio-

GgsCer Gangliotriaosylceramid, GalNAcg1-4Gal31-4Gle1-1Cer

Gle Glukose

GlecNAc N-Acetylglukosamin

Gume II*-aNeubAc-GgzCer

Gus I3-aNeu5Ac-LacCer

GSL Glykosphingolipid(e)

GTib IV3-a-NeubAc,IT%-a-(NeubAc),-Ggy Cer
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HPAEC-PAD

HPLC
HPTLC
Ig

K60
LacCer
Lc

LDH
Le”
LMW
M
MAA
MALDI-TOF-MS

m
min

MS
MUF-NeubAc
NeudAc
NeubGe

NMR

PBS

RP

rpm

sec
SDS-PAGE
SNA

THC

TLC

uv

v

w

W
(x/y/2)

Z

High-Performance Anion Exchange Chromatography -
Pulsed Amperometric Detection
High-Performance Liquid Chromatography
High—Performance Thin-Layer Chromatography
Immunglobulin

Kieselgel 60

Laktosylceramid, Gal31-4Glcl-1Cer

Lacto-

Laktat Dehydrogenase (EC 1.1.1.28)

Lewis X

Low Molecular weight

Methanol

Maackia amurensis Agglutinin

Marix Assisted Laser Desorption Ionization -
Time-Of-Flight - Mass Spectrometry

Molmasse

Minuten

Mass Spectrometry
4-Methyl-Umbelliferyl-a-D-N-Acetylneuraminsiure
N-Acetylneuraminsiure
N-Glykolylneuraminsiure

Nuclear Magnetic Resonance

Phosphate Buffered Saline

Reversed-Phase

revolutions per minute

Sekunden

Sodium Dodecyl Sulfat - Polyacrylamide Gel Electrophoresis

Sambucus nigra Agglutinin
Trihexosylceramid
Thin-Layer Chromatography
Ultraviolett

Volumenteil

Gewichtsteil

Wasser

X, v, z sind Volumenteile

Ladung
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