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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Einfiihrung

Die Biotechnologie hat in den vergangenen Jahrzehnten eine rasante Entwicklung
gemacht und bildet heute eine wichtige Grundlage fiir die groktechnische Herstel-
lung einer Vielzahl von Produkten. Eines der bedeutendsten Anwendungsgebiete
ist die Medizin. War die Gewinnung therapeutischer und diagnostischer Phar-
mazeutika frither nur durch die komplizierte und kostenintensive Isolierung aus
lebenden Organismen oder durch eine aufwendige chemische Synthese moglich, so
bietet die Biotechnologie auf dem derzeitigen Stand der Forschung und der Tech-
nik eine wertvolle Alternative, die im Laufe der letzten Jahre zahlreiche klassische
Verfahren erfolgreich abgeldst hat.

Fiir die medizinische Diagnostik waren die Arbeiten von KOHLER und MILSTEIN
von besonderer Bedeutung [KoHLER & MILSTEIN, 1975]. Thnen gelang es, durch die
Fusion von Myelomzellen mit B-Lymphozyten immortalisierte Hybridomzellen her-
zustellen, die nach Selektionierung zur Produktion monoklonaler Antikorper fahig
waren. Diese kommen heute in vielen medizinischen Routinetests, aber auch als
Affinitatsliganden oder sogar zur therapeutischen Behandlung von Krebs und an-
deren Erkrankungen zum FEinsatz [MiLLER & LEVY, 1981; NOWINSKI ET AL., 1983;
OLssoN & KAPLAN, 1980; PETERS & BAUMGARTEN, 1990].

Ein entscheidender Fortschritt der Biotechnologie wurde mit der Entdeckung der
DNA-Doppelhelix und des genetischen Codes gemacht [Warson & Crick, 1953;
Crick, 1966], auf der die spatere Entwicklung der Gentechnik beruhte, die seitdem
die Darstellung verschiedenster rekombinanter Proteine mit gewiinschter Struktur
und Funktion ermoglicht hat.

Als Expressionssysteme werden neben den weniger bedeutenden Insekten- und
Pflanzenzellen in erster Linie Prokaryonten oder Sdugetierzellen eingesetzt. Fiir die
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Produktion komplexer Proteine bietet sich die Kultivierung von Eukaryontenzel-
len an, da nur sie korrekte posttranslationale Modifikationen wie Glykosilierungen
und Ausbildungen von Disulfidbriicken gewéhrleisten kann, die einen entscheiden-
den Einfluf auf die biologische Aktivitit der Molekiile haben [Liu, 1992]. Eine
besondere Bedeutung hat dieser Aspekt bei der Herstellung rekombinanter Pro-
teine fiir die therapeutische Anwendung, da diese eine prizise humanidentische
Wirksamkeit aufweisen miissen [WERNER & HOFFMANN, 1989].

Durch die Entwicklung geeigneter Fermentationssysteme ist es gelungen, wich-
tige biotechnische Herstellungsverfahren bis in den Industriemafstab zu etablie-
ren [WERNER, 1990; BREUKER & DREES, 1984; PULLEN ET AL., 1985]. Auf diese Weise
kann heute ein Grofteil des weltweiten Bedarfs an therapeutischen Produkten wie
beispielsweise das Erythropoieten oder der Blutgerinnungsfaktor VIII weitgehend
durch die Gewinnung aus Zellkulturen gedeckt werden.

Aufser von der Eignung der Expressions- und Kultivierungssysteme hingt die Qua-
litdt eines biotechnisch gewonnenen Produkts im wesentlichen von der Effizienz
der anschliefsenden Aufarbeitungsstrategie ab. Die Reinheit ist eines der wichtig-
sten Kriterien fiir den Einsatz von Proteinen in der Medizin [BERTHOLD & WALTER,
1994]. Wihrend in der in vitro Diagnostik hiufig eine Reinheit von 95 % ausreicht,
diirfen die Kontaminationen in therapeutischen Produkten nur 1-2 ppm betra-
gen, was einem Reinheitsgrad von 99,9998 % entspricht [WneeLwricHT, 1989]. Da
das Zielmolekiil in der Regel aus einem sehr komplexen Gemisch von Biomasse,
Fremdproteinen, niedermolekularen Substanzen, DNA und sonstigen Medienbe-
standteilen isoliert werden mufs, stellt die Aufarbeitung haufig den aufwendigsten
Prozelabschnitt dar und kann einen Kostenanteil von bis zu 80 % ausmachen [Da-
TAR ET AL., 1993].

Uber den Erfolg eines Aufreinigungsprozesses entscheiden neben dem erzielten
Reinheitsgrad die Gewihrleistung der Stabilitdt des Zielmolekiils sowie 6konomi-
sche Aspekte wie etwa der methodisch bedingte Produktverlust und der Material-
und Zeitaufwand des Verfahrens.

Der Aufarbeitungsprozef fiir die Reingewinnung extrazellularer Proteine gliedert
sich in die aufeinanderfolgenden Schritte der Biomasseabtrennung, der Konzentrie-
rung, der Fraktionierung, der Subfraktionierung und der Formulierung des Pro-
dukts. Sdmtliche dazu eingesetzten Verfahren miissen optimal aufeinander abge-
stimmt werden [HARRISON, 1994; SADANA & BEELARAM, 1994].

Die Klarung erfolgt iiblicherweise in Sedimentations-, Zentrifugations- oder Mi-
krofiltrationsverfahren [GOLKER, 1994; )], die die Zellintegritit zum Schutz des Pro-
dukts vor enzymatischem Abbau gewéhrleisten miissen [LiND ET AL., 1991; MUNZERT
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ET AL., 1995]. Fiiir die anschliefende Konzentrierung des Zielproteins werden neben
der Extraktion mit wékrigen 2-Phasen-Systemen und Féallungsreaktionen durch
Zugabe von Salzen, organischen Losungsmitteln oder Polymeren hiufig Membran-
filtrationsprozesse wie die Ultrafiltration eingesetzt [Naven & SiEGEL, 1991]. Fiir die
Fraktionierung von Proteinen haben sich chromatographische Methoden durchge-
setzt, die aufgrund der grofen Auswahl an verfiigbaren Matrices und der Varia-
bilitdt der Bindungsbedingungen fiir nahezu jedes Zielmolekiil optimierbar sind
[ANSPACH ET AL., 1996]. In der klassischen Sdulenchromatographie werden gepackte
Matrices aus kugelférmigen synthetischen oder natiirlichen Polymeren [ArsuaDY,
1991] eingesetzt, die in Abhéngigkeit von ihrem jeweiligen Liganden nach verschie-
denen Adsorptionsprinzipien arbeiten [ROBERTSON & KENNEDY, 1996; SCOPES, 1996].

Aufgrund des hohen Kostenaufwands der herkémmlichen vielstufigen Aufarbei-
tungsprozesse genieften derzeit alternative integrative Verfahren das wachsende
Interesse der industriellen Anwender. Dabei versucht man, die Produktverluste
und den Material- und Zeitaufwand durch die Zusammenfiihrung mehrerer Pro-
zelschritte effizient zu reduzieren. In den letzten Jahren hat sich die Entwick-
lung verstirkt auf die Anpassung adsorptiver Verfahren fiir den Einsatz in der
Primé&raufarbeitung konzentriert. Daraus ging die Methode der Fliefshettadsorpti-
on hervor, bei der die Kldrung, Konzentrierung und erste Grobfraktionierung des
Zielmolekiils in einem Schritt erfolgen [BATT ET AL., 1995; CHASE, 1994; HANSSON ET
AL., 1994; HioRrTH, 1997; THOMMES, 1997]. Die heute erhiltlichen Matrices sind in
ihrer strukturellen Beschaffenheit dem Fliekbettverfahren angepafst, so daf hohe
Durchsétze erreicht werden konnen. Die grundlegenden chromatographischen Cha-
rakteristika und Bindungsprinzipien sind dabei mit denen klassischer Festbettma-
terialien vergleichbar. Da durch den Kontakt mit der Biomasse jedoch intensivere
Regenerationsprozesse erforderlich sind, und insbesondere bei den weniger spezi-
fisch bindenden Matrices Interaktionen mit den Zellen auftreten konnen, stellt die
Fliefshettadsorption neue Anforderungen an die Stabilitdt und Selektivitit der ver-
wendeten Liganden.

1.2 Problemstellung und Zielsetzung

In der klassischen Sdulenchromatographie werden in der Regel Matrices mit gruppen-
oder bioaffinitatsspezifisch bindenden Liganden eingesetzt, die sich nur bedingt fiir
die Verwendung in der Fliekbettadsorption eignen und auch im Festbettbetrieb ei-
ne Anzahl individueller Nachteile aufweisen.
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Die ladungs- oder gruppenspezifisch wechselwirkenden Matrices wie die lonen-
austauscher oder HIC-Materialien (Hydrophobe Interaktions-Chromatographie)
zeichnen sich durch eine hohe Stabilitdt sowie niedrige Anschaffungs- und Be-
triebskosten aus. Aufgrund mangelnder Selektivitit ist mit ihnen jedoch meist
keine einschrittige Isolierung des Produkts moglich.

Eine optimale Abreicherung von Kontaminationen kann haufig nur durch den Ein-
satz hochspezifischer Affinitdtsmatrices erreicht werden [JoNgs 1991; LOWE ET AL.,
1992; NARAYANAN, 1994], der allerdings mit einem relativ hohen Kostenaufwand
verbunden ist. Die verwendeten Proteinliganden weisen eine hohe Sensibilitit ge-
geniiber Denaturierungsprozessen auf, was insbesondere die Regeneration sehr auf-
wendig machen kann [BURGOYNE ET AL., 1993; GIROT ET AL., 1990], und die Stand-
zeiten meist vergleichsweise kurz werden 1afst.

Die Nachteile der herkémmlichen Liganden fiihren in der Flielsbettchromatographie
zu noch gravierenderen Problemen. Da das Bindungsprinzip der kleinen funktio-
nellen Liganden der ladungs- und gruppenspezifischen Matrices auf einfachen phy-
sikochemischen Wechselwirkungen beruht, wird unter bestimmten Aufarbeitungs-
bedingungen auch die Biomasse an dem Chromatographiematerial zuriickgehalten.
Dieser Effekt tritt besonders massiv bei dem Einsatz von Ionenaustauschern auf
[AMESKAMP ET AL., 1999; FEUSER ET AL., 1998]. Die optimale Bindung des Zielproteins
erfordert hiufig sehr unphysiologische pH-Werte und Salzkonzentrationen, unter
denen auch die Biomasse mit den Liganden interagieren kann. Das Ausmaf der
Zellriickhaltung und die Auswirkungen auf die Stabilitit der Prozeffiihrung sind
fiir die Einzelexperimente nicht kalkulierbar [FERNANDEZ-LAHORE ET AL., 1999]. We-
gen der mangelnden Reproduzierbarkeit der Aufarbeitungsergebnisse, der teilweise
sehr ausgepréigten Produktverluste und der Schwierigkeiten bei der Regeneration
der verklebten Matrices ist ein zuverlédssiger standardisierter Einsatz dieser Fliefs-
bettmethode fiir viele Zellkulturprodukte nicht moglich.

Das Problem der Biomasseadsorption besteht bei der Verwendung von hochse-
lektiven Affinitdtsmatrices nicht. Allerdings ist hier die Instabilitdt der Liganden
der limitierende Faktor, da der Kontakt mit der Biomasse hohere Anforderungen
an die Regenerationsprozesse stellt. Die vollstdndige Beseitigung vorhandener Zell-
riickstdnde kann nur durch die Behandlung mit speziellen Reagenzien gewahrleistet
werden, die sich jedoch haufig nicht mit dem proteinogenen Charakter der Ligan-
den vereinbaren lassen [HALE ET AL., 1994]. Infolgedessen miissen dufserst material-
und zeitaufwendige Reinigungsprozesse entwickelt werden , die sich zusétzlich zu
den hohen Anschaffungskosten nachteilig auf die Prozefsokonomie auswirken.

Um die Effizienz der fliekbettchromatographischen Verfahren zu steigern, miifite
idealerweise eine Matrix entwickelt werden, mit der sich die hochselektiven Bin-
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dungseigenschaften eines Affinitétsgels mit der hohen Stabilitat der gruppenspezi-
fischen Materialien vereinen lassen. Auf diese Weise liefen sich Biomasse/Matrix
Interaktionen und die daraus resultierenden Prozefinstabilititen verhindern und
gleichzeitig einfache standardisierte Regenerationsprotokolle realisieren, die die
Standzeiten der Fliekbettsdulen verlingern und die Kostenintensitit des Gesamt-
prozesses verringern konnten. An dieser Stelle setzt die grundlegende Idee der
vorliegenden Arbeit ein, in der die Vorteile der beiden Matrixtypen durch die Ver-
wendung von Peptidliganden kombiniert werden sollten.

Bisher liegen nur wenige Publikationen iiber die Entwicklung und den Einsatz von
Peptidliganden vor. Dabei handelt es sich in erster Linie um Strukturen, die aus
bekannten Bindungsdoménen eines Zielproteins abgeleitet und ausschlieflich in
der Festbettchromatographie getestet wurden [FERRIS AT AL., 1992; FISCHER ET AL.,
1996; HUANG ET AL., 1996; MAKRIYANNIS & CLONIS, 1997].

Die Selektionierung geeigneter Bindungspartner kann auf unterschiedliche Weise
erfolgen. Die Arbeit mit l6slichen Peptidgemischen, in denen das Zielprotein an
einer Matrix fixiert oder iiber semipermeable Membranen raumlich von der Ligan-
denlosung getrennt wird und als ,,molekulare Falle® fiir affine Sequenzen fungiert,
hat bereits zu einigen Erfolgen gefiihrt [Huanc eT AL., 1999; LOPEZ-FANDINO, 1993;
SWANN ET AL., 1996]. Allerdings ist diese Methode insbesondere bei der Verwendung
von sehr komplexen Gemischen aufgrund des hohen Aufwands fiir die Abtrennung,
Reinigung und Identifizierung der Bindungspartner zu kompliziert fiir einen stan-
dardisierten Einsatz.

Heute konzentriert sich die Selektionierung von Affinitdtsliganden fiir die Chroma-
tographie in den wenigen bisher publizierten Anwendungen auf die Verwendung
von Peptidbibliotheken, die biologisch durch das Phage-Display [HammoND, 1998;
PATWARDHAN ET AL., 1997] oder chemisch durch die multiple Peptidsynthese [Amar-
SCHEK ET AL., 2000; NECINA ET AL., 1998] gewonnen wurden.

Mit dem Phage-Display lafst sich mit relativ geringem Aufwand eine grofe An-
zahl von randomisierten Peptidsequenzen einer spezifischen Lange auf der Ober-
fliche von Phagenpartikeln herstellen, die dann in sogenannten High- Throughput-
Screening Tests verwendet werden konnen. Die Methode wird im allgemeinen fiir
biochemisch und medizinisch relevante Studien zur Aufklarung von Molekiilwech-
selwirkungen und zur Auffindung pharmazeutisch wirksamer Strukturen eingesetzt
[CESARENI ET AL., 1999; HOOGENBOOM ET AL., 1998; JEFFERIES, 1998; LOWMAN, 1997;
MCGREGOR, 1996; MARKS & SHARP, 2000; WILSON & FINLAY, 1998].

Durch geeignete kombinatorische Strategien konnen auch mit der multiplen Pep-
tidsynthese Bibliotheken erstellt werden, die eine hohe Sequenzdiversitit aufwei-
sen und sich ebenfalls fiir Bindungsstudien unterschiedlicher Art einsetzen lassen
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[FRANK, 1995; GEYSEN ET AL., 1984; GORDON ET AL., 1994; HOUGHTEN, 1985; JUNG &
BECK-SICKINGER, 1992; KENAN ET AL., 1994; PaAviA ET AL., 1993].

Fiir die unspezifische Suche nach einem Affinitétsliganden eignet sich besonders
das Verfahren der Spot-Synthese auf Cellulosemembranen [Frank, 1992; 1994]. Es
bietet die Moglichkeit, kombinatorische Peptidbibliotheken herzustellen, mit denen
Bindungsstudien durchgefiihrt werden konnen, in denen sich die spiteren Bedin-
gungen in der Chromatographie hervorragend simulieren lassen. Dies betrifft au-
fser den frei wihlbaren pH- und Salzbedingungen auch die Zugénglichkeit zwischen
den Reaktionspartnern. Wie in der Chromatographie liegen die Peptidsequenzen
in den Bindungsnachweisen mit den Spotmembranen fixiert am Trigermaterial
und das Zielprotein in geloster Form vor. Dies verspricht einen Vorteil gegeniiber
dem Phage-Display, bei dem das Zielprotein an eine feste Phase gekuppelt wird,
und sich die Phagenpartikel mit den auf der Oberfliche exponierten Peptiden in
Losung befinden.

Vergleichende Interaktionsstudien, in denen CHOULIER ET AL. beide Selektions-
methoden einander gegeniiberstellten, ergaben tatsichlich Unterschiede in den Er-
gebnissen, die auf die unterschiedliche Préisentation der Reaktionspartner zuriick-
gefiithrt wurden [CHOULIER ET AL., 2001]. Zudem scheint die Phage-Display Methode
insbesondere fiir die Untersuchung von kleinen Oligopeptiden ungeeignet zu sein,
da das Ergebnis durch die Interaktionen seitens der Phagenhiillproteine verfélscht
werden kann, wie die Arbeiten von GASKIN ET AL. zeigten. Dort erwies sich ein
im Phage-Display selektioniertes Heptapeptid als chromatographischer Affinitéts-
ligand unbrauchbar, wahrend an dem immobilisierten kompletten Phagenpartikel
eine signifikante Bindung des Zielproteins erzielt werden konnte [GASKIN ET AL.,
2001].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, ein Herstellungsverfahren fiir eine
Peptid-Affinitdtsmatrix zu etablieren, das auf beliebige Produkte der Zellkultur-
technik {ibertragbar ist. Die Methodenentwicklung erfolgt exemplarisch anhand
eines Modellproteins, bei dem es sich um einen aus Maus/Maus Hybridomkultu-
ren gewonnenen monoklonalen Antikérper handelt.

Um ein moglichst stabiles Chromatographiematerial zu erhalten, soll sich die Su-
che nach dem Peptidkandidaten auf kurze, einfache Oligosequenzen beschrinken,
die jedoch gleichzeitig eine ausreichend hohe Bindungsaffinitét und -intensitit zu
dem Zielmolekiil aufweisen miissen. Die Verwendung kombinatorischer Peptidbi-
bliotheken auf Basis der Spot-Synthese erscheint aus den besagten Griinden fiir
einen zuverldssigen Bindungsnachweis am besten geeignet und entspricht zudem
dem gesetzten Kriterium der universellen Einsetzbarkeit.
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Nach der Ermittlung des Affinititsliganden soll eine optimale Kupplungsmetho-
de fiir dessen Fixierung an das Chromatographiematerial entwickelt werden. Dabei
sollen die Peptide in der gleichen Ausrichtung wie auf den Spotmembranen mit der
Matrix verkniipft werden, da nur unter diesen Bedingungen dhnliche Bindungsei-
genschaften wie in den zugrundeliegenden Bindungsstudien zu erwarten sind. Die
Arbeiten von AMATSCHEK ET AL. zeigten zudem, daf eine vollig ungerichtete Ori-
entierung an der Matrix aufgrund der schlechten Ligandenzuginglichkeit in sehr
geringen Bindungskapazititen resultieren kann, was hier vermieden werden soll
[AMATSCHEK ET AL., 1999].

Samtliche Methoden zur Fixierung der Peptide an die Basalmatrix miissen eben-
falls auch fiir andere Zielproteine bzw. deren spezifische Liganden einsetzbar oder
zumindest durch geringfiigige Modifikationen iibertragbar sein. Fiir die Entwick-
lung der Kupplungsstrategien sind Versuche mit 1 ml Fertigsdulen vorgesehen.
Nach ausfiihrlichen Charakterisierungen und Vergleichen in der Festbettchromato-
graphie soll die erfolgreichste Kupplungsmethode fiir die Anfertigung einer Fliefsbett-
Prototypmatrix iibernommen werden.

Neben den iiblichen chromatographischen Kriterien wie der Reinheit und der Bin-
dungskapazitit sind hinreichende Untersuchungen zur Stabilitit und zu den even-
tuell auftretenden Biomasse/Matrix Interaktionen geplant. Der Vergleich mit zwei
herkommlichen Fliefbettmatrices, bei denen es sich um einen Ionenaustauscher
und ein rekombinantes Protein A Gel handelt, soll abschliefend die Beurteilung
der Peptid-Affinitdtschromatographie fiir den Einsatz in der Fliefbettadsorption
ermoglichen und die Frage klidren, ob es mit den neuartigen Liganden tatsédchlich
gelingt, die Vorteile der gruppen- und bioaffinitdtsspezifischen Matrixtypen mit-
einander zu verkniipfen.

1.3 Theoretische Grundlagen

1.3.1 Flieibettchromatographie

Die Fliefsbettchromatographie (EBA) ist ein integratives siulenchromatographi-
sches Aufreinigungsverfahren, mit dem Biomolekiile direkt aus ungeklarten Kul-
tursuspensionen aufgearbeitet werden konnen. Wie aus der in Abbildung 1.1 dar-
gestellten Einordnung des EBA-Verfahrens in das konventionelle Aufarbeitungs-
schema hervorgeht, vereint die Fliekbettchromatographie die Arbeitsschritte der
Biomasseabtrennung sowie der Aufkonzentrierung und ersten Grobreinigung des
Produkts in einem einstufigen Prozek.
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Abbildung 1.1: Einordnung des EBA-Verfahrens in das konventionelle Aufarbeitungsschema

Das Prinzip der Fliekbettchromatographie beruht auf der Vergroferung des Liicken-
grads in der Adsorberschiittung, wodurch die Beladung mit feststoffbelasteten Lo-
sungen ermoglicht wird, ohne daf die Matrix verblockt. Wahrend der Passage
wird das Zielmolekiil adsorptiv aus der Suspension an den funktionellen Gruppen
des Gels zuriickgehalten und in einem anschliefenden Elutionsschritt analog zur
Festbettchromatographie wieder abgelost.

1.3.1.1 Historische Entwicklung der Fliefsbettchromatographie

Die Entwicklung zur heutigen Fliefsbettchromatographie (Ezpanded Bed Adsorpti-
on, EBA) begann in den fiinfziger Jahren mit einfachen diskontinuierlichen Verfah-
ren, in denen ein Adsorbermaterial direkt in ein abgeschlossenes, geriihrtes System
gegeben wurde, und die Produktbindung satzweise unter vollstandiger Riickvermi-
schung erfolgte. Solche Methoden boten sich an, wenn die Zielsubstanz aus einer
grofsvolumigen, partikelhaltigen Vorlage isoliert werden muftte, und die notwendi-
gen Klarungs- und Applikationsprozesse fiir die Festbettchromatographie zu auf-
wendig und verlusttrachtig erschienen. Auf diese Weise wurde beispielsweise lange
Zeit unter Einsatz von DEAE Sephadex der Blutgerinnungsfaktor IX kommerziell
aus Plasma gewonnen [Brummernuts, 1980]. Weitere industrielle Anwendungen be-
standen im Bereich der Antibiotikaherstellung wie der Isolierung von Streptomycin,
Novobiocin oder der Aufreinigung von Immunomycin aus ungeklarten Streptomy-
ces Kulturen [BARTHELS ET AL., 1958; BELTER ET AL., 1973; GAILLIOT ET AL., 1990].

Auch wenn einige der Verfahren semi-kontinuierlich verliefen, hatten sie kaum Vor-
teile gegeniiber der urspriinglichen satzweisen Adsorption, da starke Turbulenz-
und Riickvermischungseffekte immer nur einen singuléren Equilibrierungszustand
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erzeugten, der zu einem friithen und flachen Proteindurchbruch mit der Folge ge-
ringer Effizienz und Produktivitit fithrte [SomEers, 1989].

Es wurden zahlreiche Versuche unternommen, die Dispersion des Adsorbers zu ver-
ringern, um eine dhnliche Separationscharakteristik wie in der Festbettchromato-
graphie zu erreichen. Abbildung 1.2 gibt einige der Ansétze wieder, die ausgehend
von der Festbettchromatographie zur Entwicklung der heutigen Fliefbettadsorp-

tion im expandierten Gelbett fiihrten.

W)

Festbett Satzweise Fliebett FlieBbett Magnet. stabil.
Adsorption Kaskade Fliebett

Abbildung 1.2: Entwicklungsansitze zur Realisierung der FlieRbettchromatographie

Buiss und WESSELINGH beschrieben eine Reduzierung des Problems durch das
Einbringen mehrerer horizontaler, perforierter Trennbdden, die den Freiheitsgrad
der Gelpartikel limitierten [Buws, WesseLinGH, 1980]. Das Prinzip dieser Fliefbett-
kolonne wurde spéiter noch von AGOSTO ET AL. zur Aufarbeitung von Aminosau-
ren aus biomassehaltigen Suspensionen aufgegriffen [Acosto T AL., 1993], jedoch
liefs sich eine optimale Trennung nur iiber eine entsprechend grofse Anzahl solcher
Boden realisieren, was mit einem hohen apparativen Aufwand verbunden war.

Ein weiterer Ansatz bestand in dem Versuch, das Fliekbett magnetisch zu sta-
bilisieren [Burns, Graves, 1985]. Dabei wurde der fluidisierte Zustand der Matrix
unter Einsatz ferromagnetischer Partikel iiber ein angelegtes Magnetfeld fixiert
und Prozefleistungen analog der Festbettchromatographie erreicht. Da die Expan-
sion unter diesen Bedingungen weitgehend unabhingig von der Geschwindigkeit
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des Fliissigkeitsstroms ist, eroffnete diese Methode ein weites Spektrum von Durch-
satzraten bei konstanter Betthche [Nixon ET AL., 1991]. Der Nachteil dieser Technik
war allerdings neben der Warmeentwicklung beim Aufbau des magnetischen Fel-
des wieder ein sehr hoher apparativer Aufwand, der das Verfahren insbesondere
unter dem Aspekt der Mafstabvergroferung unrentabel machte.

Erst zu Beginn des letzten Jahrzehnts gelang es DRAEGER und CHASE, ein stabiles
expandiertes Gelbett auf der Basis von konventionellen Agarosemedien zu reali-
sieren [DRAEGER, CHASE, 1990]. Durch die Entwicklung einer speziellen Verteiler-
konstruktion fiir den Fliissigkeitseinlaft konnte in der Sdule eine Pfropfenstromung
aufgebaut werden, die ohne weitere Mafknahmen eine dhnliche chromatographi-
sche Charakteristik wie im gepackten Gel ermdglichte. Zahlreiche Anwendungen
bewiesen das Potential dieser Technik fiir die direkte Aufarbeitung von Proteinen
aus partikelhaltigen Suspensionen [DRAEGER, CHASE, 1991; CHASE, DRAEGER, 1992;
19924]. Jedoch erwiesen sich die herkommlichen Adsorbermaterialien sowie spéater
entwickelte Modifikationen auf Silicabasis [Dasart ET AL., 1993] fiir die Verwendung
im Fliekbett als ungeeignet, da ihre geringe Dichte bzw. Partikelgréfte nur sehr
niedrige Anstromgeschwindigkeiten erlaubte.

Ein iiberzeugender Durchbruch der Fliefbett-Technologie gelang erst mit der Wei-
terentwicklung der Basalmatrices, die weitgehend durch die physikalischen und hy-
drodynamischen Untersuchungen von DRAEGER und CHASE forciert wurde. Die
spezifische Beschwerung der Agarosepartikel ermoglichte hohere Fliefigeschwin-
digkeiten und verbesserte die Prozefbleistung. Gleichzeitig fiihrte ein definierter
Grofsen- und Dichtegradient bei gegebener Anstromung zu einer geordneten Ma-
trixverteilung in einem klassierenden Fliekbetts mit reduzierter Partikelbeweglich-
keit und minimaler Riickvermischung. Auf diesem Prinzip basierend setzte sich ein
neues Adsorbermaterial durch, das unter dem Namen Streamline’ (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) kommerziell erhéltlich ist und mit einer
weit, geficherten Auswahl von Liganden angeboten wird [GiLCHRIST ET AL., 1994].
Der Einsatz der Streamline’™ Matrices und der dazugehorigen, speziell auf den
Fliefshettmodus abgestimmten Sdulen und Chromatographiesysteme bietet heu-
te eine wertvolle Alternative zum klassischen mehrstufigen Aufarbeitungsschema.
Aufgrund ihrer Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit werden in den folgenden Ab-
schnitten die allgemeine Prozeffithrung, die verfiigharen Ligandenausstattungen
sowie die physikalischen Grundlagen der Fluidisierung detailliert erldutert.

1.3.1.2 Prozefischritte der Flielbettchromatographie

Die Prozefsfiihrung in der Fliefsbettadsorption verlauft nach den klassischen Chro-
matographieschritten, die sich aus der Equilibrierung, dem Probenauftrag, der
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Auswaschung ungebundener Substanzen und der Elution des Produkts sowie der
abschlieffenden Regeneration der Matrix fiir einen neuen Aufarbeitungslauf zusam-
mensetzen. Abbildung 1.3 veranschaulicht die Vorgehensweise bei der Verwendung
des Streamline’™ Systems der Firma Amersham Pharmacia Biotech.
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Abbildung 1.3: EBA-Prozefschritte mit dem Streamline”™ System

Wahrend der Equilibrierung werden die Gelpartikel mit der mobilen Phase fluidi-
siert und die Zwischenrdume innerhalb der Schiittung vergrofiert. Die Anstrémung
verlauft iiber eine Verteilerplatte mit kreisférmig angeordneten Bohrungen, die
dem Aufbau einer Pfropfenstromung dienen. Ein aufliegendes feinporiges Draht-
netz unterstiitzt den gleichméfigen Fliissigkeitseintrag. Durch den Groéfsen- und
Dichtegradienten der Partikel baut sich ein klassierendes Fliefshbett auf, in dem
sich die groferen, schwereren Kiigelchen im unteren und die kleineren, leichteren
im oberen Bereich der Sdule anordnen. Auf diese Weise entsteht eine stabile Expan-
sion, die sich durch geringe Riickvermischungen und Verwirbelungen auszeichnet.
Die Flieftgeschwindigkeit wird in einem durch Anstromungsexperimente definier-
ten Bereich eingestellt und ergibt in der Regel eine gegeniiber dem gepackten Gel
um den Faktor zwei bis vier vergroferte Expansionshohe [CHaNG & CHASE, 1996].
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Die anschlieflende Beladung mit der Probe erfolgt ebenfalls im expandierten Mo-
dus. Durch die Aufschwemmung wird der Auftrag partikelhaltiger Losungen mog-
lich, ohne dafs das Chromatographiematerial verblockt. Somit kénnen ungeklirte
Kultursuspensionen direkt verarbeitet werden. Wihrend die Zellen und andere
Feststoffe die Sdule ungehindert passieren, wird das Zielprodukt am Adsorber zu-
riickgehalten. Gleichzeitig lassen sich vorhandene Fremdproteine sowie DNA und
sonstige Kontaminationen, die nicht mit den Liganden interagieren, abreichern.
Die Giite der Produktisolation hidngt dabei wesentlich von der Selektivitit der
eingesetzten Matrix und der Einstellung der Bindungsbedingungen ab.

Da der Wechsel vom Equilibrierungspuffer auf die Kultursuspension meist mit ei-
ner Verdnderung der Viskositdt und Dichte der Fliissigphase verbunden ist, treten
haufig leichte Unterschiede in der Expansionshéhe auf. Um Komplikationen zu ver-
hindern, wird der hydraulisch bewegliche Sdulenadapter deshalb vor Beginn eines
Aufarbeitungslaufs auf eine Héhe von 2 bis 5 cm oberhalb der fluidisierten Matrix
arretiert oder die Flieffgeschwindigkeit in Anpassung an einen konstanten Expan-
sionsgrad variiert.

Im Anschluf an die Beladung erfolgt ein Waschschritt mit Equilibrierungspuffer,
in dem ungebundene Substanzen sowie die restliche Biomasse ausgespiilt werden.
Der Wechsel findet auch hier zunéchst ohne eine Unterbrechung der aufwarts ge-
richteten Anstromung statt. Nach Beendigung der Austragung schaltet man den
Fluf jedoch ab und laft die Matrix sedimentieren. Zur Vorbereitung des letzten
Chromatographieschritts wird der obere Sdulenadapter anschliefend bis auf die
Oberflache des Gels abgesenkt, so dalk man eine mit den klassischen Festbettsiu-
len vergleichbare Adsorberpackung erhélt.

Fiir die Elution des gebundenen Produkts kénnen sdmtliche Betriebsparameter
aus der Festbettchromatographie iibernommen werden. Sie erfolgt im allgemeinen
bei niedrigerer Stromungsgeschwindigkeit und in umgekehrter Flufrichtung. Auf
diese Weise lafst sich das Elutionsvolumen minimieren und das Zielmolekiil optimal
ankonzentrieren.

Nach jedem Aufarbeitungslauf sollte vor der Wiederverwendung eine griindliche
Regeneration der Matrix erfolgen. Da das Adsorbermaterial in der Flielsbett-
chromatographie mit der rohen Kultursuspension in Kontakt kommt, unterliegen
die Regenerationsprotokolle (Cleaning-In-Place, CIP) hoheren Anforderungen als
in den meisten Festbettverfahren. Die Regeneration muf die vollstéindige Besei-
tigung von zelluldren Riickstdnden und Kontaminationen mit Zellinhaltsstoffen
wie Nukleinsduren und Lipiden gewéhrleisten. Je nach Stabilitdt und Bindungs-
eigenschaften der Liganden sind dazu unterschiedliche angepafte CIP-Prozeduren
erforderlich.



1.3. THEORETISCHE GRUNDLAGEN 13

1.3.1.3 Herkommliche Fliefibettmatrices

Seit 1993 bietet die Firma Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden)
unter dem Produktnamen Streamline” diverse Matrices an, die speziell fiir den
Einsatz in der Fliefbettchromatographie modifiziert wurden. Das Basalmaterial
besteht aus einem stark quervernetzten 4 oder 6 %igen Agarosederivat, das sich
durch eine hohe physikochemische Stabilitdt und niedrige unspezifische Adsorp-
tionseigenschaften auszeichnet. Im Unterschied zu den géingigen Festbettmedien
weisen die kugelférmigen Gelpartikel der EBA-Matrices einen gréfseren und hete-
rogeneren Durchmesser auf. Zusétzlich sind sie durch inerte Kerne beschwert, so
daf auch bei hoheren Fliefsgeschwindigkeiten eine stabile Expansion gewihrleistet
werden kann. Die Streamline’™ Matrices werden mit unterschiedlichen Liganden-
ausstattungen angeboten. Abbildung 1.4 gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten
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Abbildung 1.4: Ligandenstrukturen bedeutender Streamline’™ Matrices
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Aufgrund der Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit werden im folgenden zwei
der dargestellten Matrixtypen und ihre Bindungsprinzipien ndher vorgestellt. Da-
bei handelt es sich um den Kationenaustauscher SP XL und die Affinitdtsmatrix
rProtein A.

Streamline’™ SP_ XL [TuOMMES ET AL., 2001; TRINH ET AL., 2000]gehort wie SP,
DEAE und Q XL zu der Gruppe der Ionenaustauscher. Bei den XL-Varianten
(eztreme load) handelt es sich um hochkapazitire Matrices, bei denen die Ligan-
den iiber lange Dextranketten an dem Basalmaterial aus 6 %iger Agarose verankert
sind, was das Interaktionsvolumen und die sterische Zugénglichkeit gegeniiber den
anderen Vertretern erhéht. Streamline”™ SP XL ist ein starker Kationenaustau-
scher, der mit Sulphopropyl-Gruppen substituiert ist. Die Gelpartikel weisen einen
Durchmesser von 100 bis 300 pm auf und sind durch die Einlagerung von Quarz-
kernen auf eine mittlere Dichte von 1,2 g/ml spezifisch beschwert.

Die Ionenaustauschchromatographie IEX ist eine weitverbreitete Methode zur Auf-
reinigung von Proteinen aus komplexen Losungen. Die Bindung ist unspezifisch
und beruht auf den elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der Matrix und
den aufzureinigenden Molekiilen. Die funktionellen Gruppen der Anionenaustau-
scher sind positiv und die der Kationenaustauscher negativ geladen. Die Wahl der
Matrix richtet sich nach dem isoelektrischen Punkt pl des Zielproteins, das durch
Erhohung oder Erniedrigung des pH-Werts eine negative bzw. positive Nettola-
dung erhélt und an einem entsprechend entgegengesetzt geladenen Austauscher
gebunden werden kann. Der Zusammenhang zwischen dem amphoteren Verhalten
von Proteinen und den daraus resultierenden Aufarbeitungsbedingungen fiir das
jeweilige Austauschermaterial ist in Abbildung 1.5 dargestellt.

Ladung

S

pH>pl+1
Anionenaustauscher

pH

pH < pl -1
Kationenaustauscher

S)

Abbildung 1.5: Titrationskurve: Abhiingigkeit der Protein-Nettoladung vom pH-Wert
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Im Equilibrierungsschritt werden die Ladungen der Matrix durch Gegenionen neu-
tralisiert. Wahrend der anschliefenden Beladung konkurrieren die gleich geladenen
Probenmolekiile mit den sogenannten Counterionen um einen Platz auf der sta-
tiondren Phase und werden gegen sie ausgetauscht. Zur Elution trigt man einen
Puffer mit verdndertem pH-Wert oder erhohter Ionenstéirke auf, wodurch die la-
dungsbedingten Bindungen aufgehoben bzw. die Substanzen von den funktionellen
Gruppen verdringt werden.

Die Wahl des Austauschers und der Chromatographiebedingungen ist auch abhén-
gig von den Begleitproteinen in der Losung. Je nach ihrem pl besteht die M&glich-
keit der Kochromatographie, die aufgrund der resultierenden Kapazititsverluste
und Produktkontaminationen vermieden werden sollte. Eine Stufen- oder Gradi-
entenelution kann in einigen Féllen den Reinheitsgrads der Zielmolekiile erh6hen.
lonenaustauscher haben den Vorteil einer hohen chemischen Stabilitdt und sind
zudem relativ preisgiinstig. Sie sind in einem weiten pH-Bereich einsetzbar und
durch die Behandlung mit 1 M Natronlauge regenerierbar. Die geringe Empfind-
lichkeit der Liganden erlaubt zudem das Autoklavieren der Matrices.

Da unter geeigneten Bedingungen nahezu jedes Biomolekiil gebunden werden kann,
gehoren sie zu den am hiufigsten eingesetzten Gelen in der Festbettchromatogra-
phie und finden sich in nahezu jedem Aufreinigungsschema wieder. Die unter-
schiedliche Ladungscharakteristik der Zielmolekiile und die Bindungseinbufen bei
hohen Salzkonzentrationen erfordern jedoch hdufig sehr unphysiologische Aufar-
beitungsbedingungen, die die Verwendung in zellintegrativen Verfahren wie der
Fliekbettadsorption erschweren. Zudem besteht die Gefahr, daf durch das unspe-
zifische, ladungsabhéngige Bindungsverhalten auch Biomasse/Matrix Interaktio-
nen auftreten, die fiir manche Anwendungen zu kaum losbaren Problemen fiihren
[AMESKAMP ET AL., 1999, FEUSER ET AL. 1999].

Streamlinel™ rProtein A ist eine flieRbettchromatographische Affinititsmatrix
fiir die Aufreinigung von mono- und polyklonalen Antikérpern [AMESKAMP ET AL.,
1997; FAHRNER ET AL., 1999]. Die Matrixpartikel bestehen aus quervernetzter 4 %iger
Agarose und enthalten zur Erhohung ihres spezifischen Gewichts eingestreute Ker-
ne aus einer inerten Metallegierung. Die Partikel haben eine mittlere Dichte von
1,3 g/ml und einen Durchmesser zwischen 80 und 165 pm.

Allgemein laft sich mit der Affinitdtschromatographie eine Vielzahl unterschied-
licher Proteine unter Ausnutzung ihrer biologischen Funktion oder chemischen
Struktur aufreinigen [LaBrou & Cronis, 1994]. Sie ist die Trennmethode mit der
grofiten Spezifitdt. Das aufzureinigende Molekiil wird aus der Losung reversibel an
die feste Matrix gebunden und kann anschliefend durch ein Konzentrat einer zum
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Reaktionspartner analogen Struktur oder durch eine pH-Anderung eluiert wer-
den. Man unterscheidet zwischen mono- und gruppenspezifischen Liganden, die
entweder eine bestimmte Substanz selektiv oder eine ganze Molekiilklasse binden.
Eine gruppenspezifische Affinitét liegt z. B. bei dem Einsatz von Lektinen vor, die
mit simtlichen Proteinen eines bestimmten Glykosilierungsmusters wechselwirken.
Bei der monospezifischen Bindung macht man sich hingegen die hohe Selektivitit
von Hormon/Rezeptor-, Enzym /Substrat- oder Antigen/Antikorper-Interaktionen
zunutze. Da die Wechselwirkungen hierbei im wesentlichen von der strukturellen
Pafkform der beiden Bindungspartner abhingig sind, und diese fiir jedes Protein
individuell ist, erreicht man bei der Trennung eine sehr hohe Selektivitdt. Aus
diesem Grund lassen sich mit dieser Methode Biomolekiile auch aus komplexen
Losungen mit zahlreichen Begleitproteinen effizient isolieren.

o | B
IgG C2/Cy3-Fragment

Struktur eines IgG-Antikdrpers:

Fp-Einheit Fp-Einheit

F.-Einheit

| Fragment B des Proteins A |

Abbildung 1.6: Struktur eines Komplexes aus der F.-Einheit eines Antikérpers und dem Frag-
ment B des Proteins A nach DEISENHOFER

Bei dem Liganden der Streamline’™ Matrix handelt es sich um ein rekombinantes
Protein A, das wie seine native Variante eine hohe Affinitdt zur F.-Region von
Immunglobulinen vom Typ IgG aufweist [FuGLISTALLER, 1989; MACKENZIE ET AL.,
1978]. Abbildung 1.6 gibt die auf Basis von kristallographischen Untersuchungen
ermittelte Struktur eines Komplexes aus der F .-Einheit eines Antikorpers und dem
Fragment B eines Protein A Molekiils wieder [Deisennorer, 1981]. Das vollstéandige
Protein A ist ein etwa 42 kDa grofes Zellwandprotein, das von vielen Stdmmen des
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Gram-positiven Bakteriums Staphylococcus aureus auf der Oberfliche exponiert
wird. In der Natur bewirkt es die Bedeckung des Bakteriums mit wirtseigenen
Antikorpern, deren Antigenbindungsstellen F,, dann nach auften weisen und den
Prokaryonten gegeniiber immunologischen Abwehrreaktionen maskieren.

In der Chromatographie wird die hohe Bindungsspezifitit und -selektivitit des
Proteins zur Aufreinigung von Antikorpern aus Kultursuspensionen genutzt. Der
rekombinante Ligand des Streamline’™ Gels wird in Escherichia coli hergestellt
und vor der Kupplung an die Agarose iiber mehrere Chromatographieschritte ge-
reinigt. Er unterscheidet sich vom nativen in erster Linie durch die Deletion einer
Albumin-Bindungsstelle und einen zusétzlichen Cysteinrest am C-Terminus, der
eine bevorzugte Orientierung bei der Verkniipfung des Molekiils an die Basalma-
trix ermoglicht. Auf diese Weise verbessert man die sterischen Bedingungen, die
die Interaktionen zwischen dem Protein A und den F.-Regionen der aufzureini-
genden Antikorper und somit die Bindungskapazitiat des Materials stark erhohen.
Die Nachteile der rProtein A Matrix sind die hohen Anschaffungskosten und die
chemische und physikalische Instabilitiat der Liganden, die die Lagerung und Rei-
nigung der Gele erschwert. Schon nach verhéltnisméfig wenigen Chromatographie-
zyklen kann es zu Ausblutungseffekten oder Verminderung der Bindungsaktivitét
kommen, wodurch die Standzeiten im Vergleich zu anderen Matrices stark verkiirzt

werden.

1.3.1.4 Physikalische Grundlagen der Fluidisierung

Um in der Fliekbettchromatographie dhnliche Ergebnisse bzgl. Kapazitdt und
Trennleistung wie mit klassischen Festbettsédulen erzielen zu konnen, darf die auf-
geschwemmte Matrix moglichst wenig Verwirbelungen haben. Eine stabile Fluidi-
sierung wird dann erreicht, wenn sich simtliche auf ein einzelnes Adsorberpartikel
wirkenden Krifte autheben und eine Art schwebender Gleichgewichtszustand be-
steht. Durch die Grofen- und Dichteunterschiede der speziell fiir den Einsatz in
der Fliefsbettchromatographie konzipierten Matrices ordnen sich die Gelpartikel
auf verschiedener Sdulenhohe an und bilden im Idealfall ein streng klassierendes
Adsorberbett mit geringen Riickvermischungseffekten aus.

Im folgenden werden die grundlegenden physikalisch-mathematischen Zusammen-
hange des Expansionsverhaltens einer angestromten Matrixschiittung néher erldu-
tert [DE Luca L. eT AL., 1994]. Eine genaue Charakterisierung durch analytische
Ansitze ist bis heute jedoch nur unvollstindig gelost [pr Ferice, 1995]. Aufgrund
der Komplexitit der Vorgénge spielen nach wie vor empirisch ermittelte Losungs-
ansitze fiir die Bestimmung der Betriebsparameter eine wichtige Rolle.
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Fluidisierungsverhalten einer umstromten Kugel

Betrachtet man ein einzelnes fluidisiertes Gelpartikel, so mufs die Wirkung von
drei unterschiedlichen Kréften beriicksichtigt werden: Die Gewichtskraft Fz und
die Auftriebskraft F4 nach ARCHIMEDES sowie die Widerstandskraft Fj nach
NEWTON. Fiir kugelférmige Partikel im Schwerefeld sind sie gegeben durch:

— md?
F Fo = myg = ppy—¢=9 (1.1)
F 3
—+" Fy = Vipi g pz%ﬂ (1.2)
Fo Fov = ewd, 202 = Wﬂ—d’?p”UQ (1.3)
v 2 4 2
mit: my Partikelmasse [kg]
g Fallbeschleunigung, g= 9,81 m-s~? [m-s 2]
dy Partikeldurchmesser [m]
Vp Partikelvolumen [m3]
A4, Partikelquerschnitt [m?]
Pp Dichte des Partikels [kg:m 3]
ol Dichte der Fliissigkeit [kg-m~3]
U Relativgeschwindigkeit [m-s~1]
cw Widerstandsbeiwert [-

Die nach unten gerichtete Gewichtskraft F eines Teilchens berechnet sich aus
seiner Masse m, und der Fallbeschleunigung g. Die ihr entgegengesetzte Auftriebs-
kraft F ist gleich der Gewichtskraft der verdringten Fliissigkeit. Die ebenfalls
nach oben gerichtete Widerstandskraft Fy entsteht durch den Reibungs- und
Druckwiderstand des sich relativ zur umgebenden Fliissigkeit bewegenden Par-
tikels. Sie setzt sich aus dem Widerstandsbeiwert cy,, der Querschnittsfliche des
Teilchens A, und dem dynamischen Druck der Anstréomung zusammen. Der di-
mensionslose Widerstandsbeiwert cyy ist von der Form und Oberflichenbeschaf-
fenheit des Teilchens und von der jeweiligen Stromungsart abhingig, die durch die
Reynoldszahl Re charakterisiert wird. Tabelle 1.1 gibt den empirisch ermittelten
Zusammenhang zwischen dem Widerstandsbeiwert cy und der Reynoldszahl Re
fiir ein kugelférmiges Partikel in den verschiedenen Strémungsbereichen wieder
[MULLER, 1983].
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Tabelle 1.1: Empirisch ermittelter Zusammenhang zwischen der Reynoldszahl Re und dem
Widerstandbeiwert, ¢y fiir die Umstréomung von Kugeln in verschiedenen Stromungsbereichen

STOKES Bereich Ubergangsbereich NEWTON Bereich

Stromungsart laminar intermediér turbulent
Re 0-05 0,5 — 500 300 — 150.000
Cw 24/ Re 18,5/ Re%:6 0,44

In der Praxis wird die Widerstandskraft Fy aus Gleichung 1.3 iiber die in Tabelle
1.1 dargestellte mathematische Abhingigkeit des Widerstandsbeiwerts ¢y von der
Reynoldszahl Re berechnet. Dabei 1dft sich die Reynoldszahl Re durch folgende
Beziehung ersetzen:

d, o U d,U
Re — P _ % (1.4)
Ul vl
mit: il dynamische Viskositit der Fliissigkeit  [kg-m™!-s72]
U kinematische Viskositiit der Fliissigkeit [m2-s7]

Durch Umformung von Gleichung 1.3 erhélt man fiir die Widerstandskraft Fy,
einer Kugel im laminaren Stromungsprofil (STOKES’scher Bereich) eine Abhéngig-
keit nach dem STOKES’schen Gesetz:

Fw = 3nnd,U  fiir Re <05 (1.5)

Reduziert man die Matrixexpansion in der Fliekbettchromatographie auf die Be-
trachtung eines einzelnen kugelférmigen Gelpartikels, so besteht fiir jede Anstrom-
geschwindigkeit oberhalb eines bestimmten Grenzwerts u,,;, ein Gleichgewichts-
zustand, in dem die Summe aus der Widerstands- und der Auftriebskraft gleich
der Gewichtskraft ist, und das Teilchen stabil in der Schwebe gehalten wird:

Fg = Fy + Fa (1.6)

Dieser Gleichgewichtszustand wird durch den Druckabfall innerhalb der Siule be-
stimmt. Die nach oben gerichteten Krifte nehmen aufgrund des Druckabfalls mit
zunehmender Hohe ab und treiben das Partikel nur solange aufwérts, bis die Ge-
wichtskraft sie gerade ausgleicht. An diesem Punkt ist die vektorielle Summe aller
einwirkenden Krifte gleich Null und die Relativgeschwindigkeit U zwischen dem
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Teilchen und dem umstréomenden Fluid maximal. Sie entspricht unter diesen Be-
dingungen der terminalen Fallgeschwindigkeit u; des Partikels, die die maximale
Anstromgeschwindigkeit u,,q, bestimmt. Unter der Annahme, daf es sich um ein
sphérisches Partikel handelt, und ein laminares Stromungsprofil vorliegt, 14t sich
die terminale Fallgeschwindigkeit u; durch Einsetzen der Beziehungen aus Glei-
chungen 1.1, 1.2 und 1.5 in Gleichung 1.6 wie folgt berechnen:

2
18y

Uy = Umazx

(op = 1) (1.7)

Bei einer Anstromgeschwindigkeit oberhalb von wu; bzw. ., kann der Gleichge-
wichtszustand bei gegebener Sdulenhohe nicht mehr erreicht werden, so dafs das
Partikel ausgespiilt wird. Somit wird der Durchsatz bei der Beladung des Chroma-
tographiematerials durch die terminale Fallgeschwindigkeit der Gelpartikel limi-
tiert. Die Effizienz eines Fliefbettprozesses hangt folglich neben der Bindungscha-
rakteristik und Kapazitit im wesentlichen von den physikalischen Eigenschaften
der Basalmatrix ab, die eine Gleichgewichtseinstellung innerhalb der Saule bei
moglichst hoher Fliekkgeschwindigkeit gewéhrleisten miissen. Dies erreicht man in
erster Linie durch eine Erhéhung der Gewichtskraft, die in der Praxis iiber ei-
ne Erhohung der spezifischen Dichte durch eingelagerte Quarz- oder Metallkerne
realisiert wird.

Fluidisierungsverhalten eines Gelbetts

Da die Partikel in einem fluidisierten Gel aufgrund der Interaktionen durch Ad-
hasionskréfte nicht unabhéngig voneinander betrachtet werden konnen, ist die
mathematisch-physikalische Charakterisierung in der Realitdt wesentlich komple-
xer. Es existiert eine Vielzahl von Theorien und Gleichungen, die die Fluidisierung
verschiedener Schiittungssysteme beschreiben [pr Ferice, 1995]. Eine einfache em-
pirische Korrelation ist von Richardson und Zaki festgestellt worden [RicHARDSON
J.F. & Zaxkt W.N., 1954]. Sie stellt die Beziehung zwischen der Fliefsgeschwindigkeit
v und dem Liickengrad e der expandierten Schiittung als Funktion der termina-
len Fallgeschwindigkeit u; eines einzelnen Partikels und dem systemspezifischen
sogenannten Expansionsindex oder Richardson-Zaki-Koeffizienten n dar:

u = uge” (1.8)

Obwohl der Zusammenhang aus dem Fluidisierungsverhalten monodisperser, sphé-
rischer Materialien abgeleitet wurde, kann er in hinreichend genauer Ndherung fiir
die Charakterisierung der heterogenen Matrices in dem verwendeten Fliefsbettsy-
stem herangezogen werden [KARAU ET AL., 1997].
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Durch Logarithmieren erhélt man die in Gleichung 1.9 wiedergegebene lineare
Beziehung, iiber die sich anhand von Fluidisierungsversuchen die terminale Fall-
geschwindigkeit u; und der Richardson-Zaki-Koeffizient n experimentell ermitteln
lassen.

InU = nlne + InU; (1.9)

Dazu mifit man zundchst die Bettexpansion in Abhéngigkeit von der Anstrom-
geschwindigkeit u und bestimmt dann nach Gleichung 1.10 den dazugehorigen
Liickengrad e aus der Hohe des fluidisierten Gelbetts H sowie der Hohe Hy und
des Liickengrads €, der sedimentierten Matrix. Letzterer betrigt fiir gleichférmige
Kugeln bei maximaler Packungsdichte etwa einen Wert von 0,4, der auch fiir das
Adsorbermaterial mit ausreichender Genauigkeit angenommen werden kann.
Hy

€ = 1_(1_60)i (1.10)
Durch die doppeltlogarithmische Darstellung der Fliekgeschwindigkeit u gegen den
Liickengrad € nach Gleichung 1.9 lassen sich die Richardson-Zaki-Parameter dann
aus der resultierenden Regressionsgeraden bestimmen. Dabei entspricht die Stei-
gung dem Expansionskoeffizienten n, wihrend die terminale Fallgeschwindigkeit u;
nach Extrapolation aus dem Ordinatenabschnitt berechnet wird.
Eine mathematische Abschitzung des Expansionskoeffizienten n, der durch die
Partikelform, die Reynoldszahl und durch Wandeffekte beeinfluftt wird, ist nach
RICHARDSON und MEIKLE fiir sphérische Partikel durch Gleichung 1.11 gegeben
[RICHARDSON & MEIKLE, 1961].

19,5d,

= 4,65
n , + d.

(1.11)
Die Fluidisierungscharakteristik wird nach DI FELICE jedoch nur dann von Wand-
effekten beeinfluft, wenn der Partikeldurchmesser d, und der Sdulendurchmesser
d. eine dhnliche Grofenordnung aufweisen, was fiir die Fliefkbettchromatographie
nicht zutrifft.

Aus detaillierteren mathematischen Beschreibungen nach MARTIN et al. kénnen
die Richardson-Zaki-Parameter auch iiber die dimensionslose Gallileozahl Ga (GL.
1.12) und die terminale Reynoldszahl Re; (Gl. 1.13) berechnet werden [MARTIN
B.L.A. ET AL., 1981].

— d3
Ga — pp 9 (Pp — pg) P (1.12)

7712

23 0,6 \ * 1
Re, = | — ’ 1.13
K <Ga i Ga“) 1+ 2,35% )
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Die Kalkulation der terminalen Fallgeschwindigkeit u; erfolgt dann nach Umstellen
der Gleichung 1.4 und Einsetzen der terminalen Reynoldszahl Re, aus Gleichung
1.14, wiahrend der Expansionsindex n iiber die in Gleichung 1.15 dargestellte Kor-
relation zur Gallileozahl Ga ermittelt wird.

Rey -
U = Unpez = 1.14
! Pl 'dp ( )
5,1—n
2 = 0,016-Ga"%" 1.15
n—2,4 ’ “ ( )

Zur Verbesserung der Auflosung und Kapazitit wird in der Chromatographie die
Realisierung einer Pfropfenstromung mit minimaler Riickvermischung angestrebt.
In der Fliekbettadsorption versucht man, dies durch den Aufbau einer klassie-
renden Expansion zu erreichen. Dazu werden die Matrices aus Partikeln mit de-
finierten Grofen- und Dichtegradienten eingesetzt. Durch die unterschiedlichen
terminalen Fallgeschwindigkeiten der Teilchen werden sie auf verschiedener Siu-
lenhohe im Kriftegleichgewicht gehalten und nehmen im Idealfall stabile, nahezu
stationdre Positionen ein. Die entstehende Klassierung verringert die Bildung von
Riickvermischungseffekten im Vergleich zu einer fluidisierten homogenen Matrix
stark, so dafs sich der Zustand einer Pfropfenstromung besser realisieren 1aft.

Bei der Kalkulation der hydrodynamischen Verhiltnisse miissen die heterogenen
Partikeleigenschaften der EBA-Medien strenggenommen durch dementsprechend
modifizierte Gleichungen beriicksichtigt werden [ArL-DiBount M.R. ET AL., 1979]. Zur
Abschétzung der Richardson-Zaki Parameter reicht es in hinreichend genauer Na-
herung jedoch aus, die mittlere Partikelgréfte und -dichte in die aufgefiihrten Glei-

chungen einzusetzen.

1.3.2 Peptidchemie

Peptide sind durch ihre vielfiltigen Strukturen und Funktionen in der Biochemie
von grofer Bedeutung. In Organismen sind sie als Hormone, Neurotransmitter
sowie Immuno- und Neuromodulatoren an einer grofen Anzahl von Regulations-
mechanismen beteiligt. Dazu gehoren beispielsweise die Pankreashormone Insulin
[MARGLIN & MERRIFIELD, 1966]und Glucagon, die auf den Blutzuckerspiegel Einfluff
nehmen, aber auch die mit 8 bzw. 13 Aminoséduren wesentlich kleineren Hormone
Angiotensin IT und Neurotensin, die eine blutdrucksteigernde bzw. -senkende Wir-
kung haben, sowie die Neuropeptide Enkephalin und Endorphin oder die zu den
Tachykininen gehdrige Substanz P, die im neuralen Gewebe als Neuromodulator
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oder -transmitter fungiert. Weitere in der Natur vorkommende Peptide sind ne-
ben zahlreichen Peptidalkaloiden und -insektiziden die Peptidtoxine, die aus Pilz-,
Schlangen- oder Insektengiften isoliert werden konnten.

Von grofer medizinischer Bedeutung sind die natiirlichen und synthetischen Pep-
tidantibiotika, die auf unterschiedliche Weise das Wachstum oder die Vermehrung
von Mikroorganismen hemmen. Sie stellen eine dufserst heterogene Stoffklasse dar,
zu der beispielsweise die Cephalosporine, die Actinomycine oder die zu den Iono-
phoren zdhlenden Gramicidine A-C und das Valinomycin gehoren. Auch fiir die
1928 von FLEMING entdeckten Penicilline besteht aufgrund der biosynthetischen
Bildung aus Aminosiuren eine formale Beziehung zu den Peptidantibiotika.

Die industrielle Nutzung biologisch aktiver Peptide gewann in den letzten Jahr-
zehnten durch die Verbesserung der Strukturaufklirung und anderer analytischer
Methoden immer grofere Bedeutung. Ein besonderer Schwerpunkt liegt dabei auf
der Entwicklung pharmazeutisch nutzbarer Substanzen, wie Enzyminhibitoren,
Impfstoffen, Immunsuppressiva oder neuartiger Antibiotika. In der Lebensmittel-
industrie finden Geschmacks- oder Zuckeraustauschstoffe wie das Aspartam bereits
heute eine weitverbreitete Anwendung.

Ein neues Einsatzgebiet der Peptide bietet die in den vergangenen Jahren stark
forcierte Biotechnologie. Die Vielfalt der in der Natur vorkommenden spezifischen
Wechselwirkungen zu anderen Biomolekiilen macht sie zu idealen potentiellen Li-
ganden fiir die Verwendung in der Chromatographie. Aktuelle Forschungsergeb-
nisse zeigen bereits heute, dak sie die klassischen Proteinliganden aus der Affini-
tatschromatographie effektiv ersetzen konnen. Bisher lag der Schwerpunkt dabei
in erster Linie auf der Modifikation bestehender Liganden, mit dem Ziel, sie sta-
biler zu machen und eine 6konomisch preiswertere Herstellung zu realisieren. Als
Beispiel sind die sogenannten Affibodies zu nennen, bei denen es sich um auf den
funktionellen Bereich reduzierte Protein A Molekiile handelt [NorD ET AL., 2000].

Fiir die medizinische und biotechnische Nutzung von Peptiden ist neben der Struk-
tur die detaillierte Kenntnis der biologischen Funktion und Wirksamkeit erforder-
lich. Durch Modifikation und Austausch oder Deletion von Aminosdurebausteinen
lassen sich die Wirkstoffe gezielt fiir ihre Anwendung optimieren. Derartige Unter-
suchungen konnen jedoch nur durchgefiihrt werden, wenn das betreffende Peptid
in ausreichender Menge zur Verfiigung steht. Da sich das natiirliche Vorkommen
haufig nur im Nanogrammbereich bewegt, muft auf andere Quellen zuriickgegrif-
fen werden. Eine echte Alternative bietet neben der gentechnischen Herstellung
die Chemosynthese von Peptidanaloga, die gleichzeitig ein grofes Spektrum von
Modifikationsméoglichkeiten erdffnet.
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Heute ermoglicht die automatisierte Festphasen-Sythese eine verhdltnisméfig ein-
fache und schnelle Produktion unzihliger Peptidstrukturen. Von besonderer Be-
deutung sind die daraus entwickelten Verfahren der multiplen Synthese, bei der es
sich um die gleichzeitige Synthese einer Vielzahl von Peptidsequenzen unterschied-
licher Lange und beliebiger Aminosiurezusammensetzung handelt. Durch die lo-
kale Trennung auf einem festen Trager lassen sich vielfiltige Peptidbibliotheken
erstellen, die dann in Screening-Tests fiir die Entwicklung pharmazeutisch nutzba-
rer Substanzen oder zur gezielten Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen
Biomolekiilen eingesetzt werden konnen. Peptidbibliotheken dieser Art sind somit
auch fiir Bindungsstudien zur Selektion und Optimierung von potentiellen Affini-
tatsliganden fiir die chromatographische Aufarbeitung biotechnisch hergestellter
Produkte geeignet.

1.3.2.1 Struktureller Aufbau von Peptiden

Peptide und Proteine sind Oligo- und Polymere der Aminoséuren, die iiber Amid-
bindungen (Peptidbindungen) miteinander verkniipft sind. Abbildung 1.7 veran-
schaulicht die Bildung eines Dipeptids, bei der die a-Carboxylgruppe einer Amino-
sdure unter Abspaltung eines Wassermolekiils mit der a-Aminogruppe einer zwei-

ten Aminosdure reagiert.

Aminoséure 1 Aminoséure 2 Dipeptid
Ri o R, R, O R,
z 0 N z 0
HN-C-¢. + THN-C-C  —~—= "H;N-C-CN-CC + HO
i © oo bl oo

Peptidbindung

Abbildung 1.7: Bildung eines Dipeptids aus zwei Aminosiuren

Die Grenze zwischen diesem einfachen Peptid und den Proteinen wird in neueren
Veroffentlichungen mit 50 und in &lteren mit 100 Aminoséurebausteinen angege-
ben. Bei einer Kettenldnge von weniger als 10 bis 15 Aminosduren spricht man von
Oligopeptiden (griech. oligos = wenige). Das Molekulargewicht einer Aminoséure
betragt etwa 110 Dalten (d), so daf Polypeptidketten mit einer Masse von bis zu
5500 d (11000 d) noch der Klasse der Peptide zugerechnet werden konnen, wobei
die Abgrenzung zum Protein jedoch nicht immer klar definiert ist.

Die natiirlich vorkommenden Verbindungen setzen sich in der Regel aus verschiede-
nen Kombinationen von 19 a-Aminoséduren und der Iminoséure Prolin zusammen.
Diese unterscheiden sich in ihren Seitengruppen R voneinander, die die biochemi-
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sche Wirkung des Gesamtmolekiils bestimmen. Da die Enden der Aminosduren
zwei unterschiedliche funktionelle Gruppen aufweisen, ist die Primérstruktur einer
Polypeptidkette durch eine definierte Ausrichtung gekennzeichnet. Vereinbarungs-
gemif betrachtet man das Aminoende (N-Terminus) als Beginn der Kette, was
auch fiir die Schreibweise im Ein- oder Drei-Buchstaben-Code gilt.

Der Abstand zwischen dem C- und dem N-Atom einer Peptidbindung (0,132 nm)
ist gegeniiber einer normalen C-N-Einfachbindung (0,149 nm) verkiirzt. Aufgrund
der Delokalisierung der m-Elektronen des benachbarten Sauerstoffs weist sie teil-
weise die Charakteristik einer Doppelbindung (0,127 nm) auf, was die Rotati-
onsfreiheit stark einschrinkt. Es existieren zwei Isomere, die cis- und die trans-
Peptidbindung, wobei letztere durch die energetisch giinstigere Anordnung mit
einem Anteil von etwa 99,95 % stark iiberwiegt. Eine Ausnahme bildet die Imino-
sdure Prolin. Da die Energie der trans-Xaa-Pro-Bindung etwas erhoht ist, bildet
die cis-Orientierung hier einen Anteil von 6,5 %. Die enzymkatalysierte cis/trans-
[somerisierung von Peptidbindungen am N-Terminus eines Prolinbausteins ist fiir
die biochemische Funktion vieler Peptide und Proteine von grofer Bedeutung. Des
weiteren verursacht das Ringsystem der Iminosdure einen Knick in der anson-
sten regelméfig strukturierten Peptidkette und verhindert die Ausbildung einer
a-Helix.

Neben den dominierenden linearen Verbindungen kommen auch zyklische Peptide
vor, die formal durch die Kniipfung einer Peptidbindung zwischen dem N- und
dem C-Terminus einer Kette entstehen. Man unterscheidet bei der Charakterisie-
rung von Peptiden und Proteinen zwischen der Primér-, der Sekundér- und der
Tertidrstruktur.

Die Primérstruktur gibt lediglich Auskunft {iber die Anzahl und Reihenfolge der
Einzelbausteine, die sich durch Aminosidureanalysen nach Totalhydrolyse und suk-
zessive Sequenzanalysen im stufenweisen EDMAN-Abbau aufkldren lassen.

Der partielle Doppelbindungscharakter der Peptidbindungen bedingt eine pla-
nare Anordnung des Molekiils. Durch die periodische Ausbildung von Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen dem Sauerstoff- und dem Stickstoffatom zweier
Peptidbindungen tritt jedoch héufig eine verhéltnisméfig stabile dreidimensiona-
le Konformation auf, die als Sekundérstruktur bezeichnet wird. Dabei handelt es
sich in erster Linie um die Formierung einer gleichméfigen a-Helix oder Faltblatt-
struktur. Jedoch zdhlen auch Elemente wie 3-Schleifen, die durch eine H-Briicke
zwischen den endstidndigen Peptidgruppen von vier aufeinanderfolgenden Amino-
sdureresten stabilisiert werden, und sonstige nach dem gleichen Prinzip gebildete
Riickfaltungsstrukturen dazu.
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Die Tertidrstruktur bzw. endgiiltige Raumstruktur einer Peptidkette wird neben
den Wasserstoffbriicken zwischen den Atomen der Peptidbindungen noch durch
weitere Bindungen und Wechselwirkungen festgelegt. Diese beruhen auf den In-
teraktionen zwischen den Seitenketten der trifunktionellen Aminosdurebausteine.
Hierzu gehoren die Disulfidbindungen, die durch Oxidation der SH-Gruppen zwei-
er Cysteinreste sowohl intra- als auch intermolekular auftreten kénnen und sich
durch die Zugabe von Thiolreagenzien, wie Mercaptoethanol oder Dithioerythrit
(DTE) reduktiv spalten lassen.

Neben den kovalenten Disulfidbindungen sind jedoch auch die Wasserstoftbriicken
zwischen geeigneten Drittfunktionen sowie die elektrostatischen Wechselwirkun-
gen zwischen sauren und basischen Aminosidureresten fiir die Konformation des
Molekiils von Bedeutung. Letztere basieren auf der vollstdndigen oder partiellen
[onisierung der Carboxyl- und Aminogruppen am C- und N-Terminus sowie der
Seitenkettenfunktionen von Aspartat, Glutamat, Arginin, Lysin und Histidin. Die
elektrostatischen Wechselwirkungen von geladenen Funktionen sind stark von den
duferen Bedingungen wie dem pH-Wert, der Salzkonzentration und der Dielektri-
zitdtskonstante des Mediums abhingig.

Eine eher untergeordnete Rolle spielen die Van-der-Waals-Bindungen, bei denen
es sich um eine unspezifische Anziehungskraft handelt, die aufgrund einer zeitwei-
sen Asymmetrie der Elektronenverteilung in einem Abstand von 0,3 bis 0,4 nm
zwischen zwei Atomen auftritt. Demgegeniiber geht ein weiterer wichtiger Beitrag
zur Stabilisierung der Molekiilkonformation von den hydrophoben Interaktionen
zwischen den aliphatischen und aromatischen Seitenketten der Aminosiduren aus.
Diese Form der Wechselwirkung tritt nur im wékrigen Milieu auf, da sie nicht
auf der Affinitdt der unpolaren Gruppen zueinander sondern auf der energetisch
giinstigeren Anordnung der umgebenden Wassermolekiile beruht. Diese sind be-
strebt, moglichst viele Wasserstoffbriickenbindungen einzugehen, die in der stren-
gen Anordnung um vereinzelte hydrophobe Bereiche stark dezimiert werden. Der
Freiheitsgrad (Entropie) der Wasserdipole nimmt bei Aggregation solcher Regio-
nen zu, so daf bei der Betrachtung eines Gesamtsystems die Zusammenlagerung
unpolarer Funktionen immer favorisiert wird. Aus diesem Grund findet man in der
globuldren Konformation lingerer Polypeptidketten die Aminosduren mit alipha-
tischen oder aromatischen Seitenketten meist assoziiert im Inneren des Molekiils
VOr.

Das Zusammenwirken aller beschriebenen Bindungen und Wechselwirkungen be-
stimmt letztendlich die Konformation und somit auch die biochemische Funktion
einer Peptidkette.
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1.3.2.2 Festphasenpeptidsynthese

Bis Anfang der sechziger Jahre wurden Peptide ausschlieflich in Losung syntheti-
siert. Diese konventionelle Methode fiihrte zwar zu beachtlichen Erfolgen, wie der
Herstellung von Ribonuclease A oder der Synthese von Insulin, jedoch war sie mit
einem hohen Arbeitsaufwand und einigen Komplikationen verbunden. Das grofite
Problem bestand in der schlechten Loslichkeit ldngerer Peptidketten, die zu un-
vollstdndigen Kupplungsreaktionen und starken Einbufen in der Ausbeute fiihrte.
Der Durchbruch fiir eine weitverbreitete Herstellung synthetischer Peptide wurde
erst 1963 von MERRIFIELD mit der Entwicklung der Festphasen-Peptidsynthese
(Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS) erreicht, fiir die er 1984 den Nobelpreis
fiir Chemie erhielt [MERRIFIELD & STEWART, 1965; MERRIFIELD, 1969].

Der Grundgedanke der Festphasen-Synthesestrategie besteht in dem sukzessiven
Aufbau einer Polypeptidkette an einem leicht filtrierbaren polymeren Triger, wo-
durch die Auswaschung von Nebenprodukten bzw. iiberschiissigen Reagenzien und
die Isolierung der Zielsequenz stark vereinfacht werden. Abbildung 1.8 gibt das
Prinzip der MERRIFIELD-Synthese wieder, die noch heute die Basis der meisten
praktizierten Techniken bildet.

Nach Einfiihrung einer geeigneten Ankergruppierung am polymeren Trigermate-
rial (1) wird die erste Aminoséure iiber einen C-terminalen Aktivierungsmechanis-
mus am Harz verankert (2). Der Einsatz N®-geschiitzter Aminoséuren verhindert
dabei eine multiple Aneinanderreihung der Einzelbausteine. Zur Vermeidung an-
derer Neben- oder Fehlreaktionen werden die reaktiven Funktionen der Seitenket-
ten zusétzlich durch semipermanente Schutzgruppen abgeschirmt. Nach selektiver
Deblockierung der a-Aminofunktionen (3) kann dann die Kupplung der zweiten
Aminoséure erfolgen. Die zyklische Wiederholung der Reaktionsschritte (2) und (3)
fiihrt durch den schrittweisen Aufbau vom C- zum N-Terminus zu der gewiinschten
Peptidsequenz (4). Den Abschlufs der Festphasensynthese bildet die Spaltung der
kovalenten Bindung zwischen der C-terminalen Aminosdure und der Ankergrup-
pierung am Polymer. Je nach Wahl des Reagenz lafst sich dabei eine simultane
Entfernung der semipermanenten Schutzgruppen vornehmen (5), so daf das fertige
Peptid nur noch durch einfache Filtration vom unloslichen Tréger abgetrennt wer-
den muf. Durch eine anschliefende HPLC-Reinigung (High Performance Liquid
Chromatography) kénnen mogliche Nebenprodukte abgereichert und die Zielse-
quenz in Reindarstellung erhalten werden.

Uber die Qualitiit der Synthese entscheidet jede einzelne Kupplungs- und De-
blockierungsreaktion. Fiir einen quantitativen Umsatz miissen die Aminosaurede-
rivate in grofem Uberschuf eingesetzt werden. Sollte sich nach einer Aminosiure-
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Abbildung 1.8: Schema der MERRIFIELD’schen Festphasen-Peptidsynthese

kupplung durch geeignete Reaktionskontrollen dennoch ein grofserer Anteil freier
N®-Aminofunktionen nachweisen lassen, so besteht die Moglichkeit, diese durch
Acetylierung mit Essigsdureanhydrid oder N-Acetylimidazol fiir eine Fortsetzung
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der Synthese in spéteren Zyklen zu blockieren (Reaktionsschritt nicht dargestellt).
Ein Capping-Schritt dieser Art erleichtert die Abtrennung solcher Rumpfsequen-
zen bei der Endproduktreinigung.

Trotz zahlreicher Optimierungsansitze fiir die chemische Peptidsynthese lassen
sich Nebenreaktionen oder Schidigungen des Produkts nie vollstindig ausschlie-
fsen. Die Vielzahl der existierenden Strategien zeigt, daf es keine einheitliche Me-
thode der Wahl gibt, sondern fiir jede Zielsequenz ein geeignetes Konzept ent-
wickelt werden mufs. Dies betrifft im wesentlichen die Auswahl der Trigerma-
terialien und Linkersysteme sowie der anzuwendenden Schutzgruppentaktik, die
gleichermafen iiber die Kupplungsqualitit, die notwendigen Synthesebedingun-
gen und einzusetzenden Reagenzien entscheiden. Im folgenden werden die wichtig-
sten Reaktionsmechanismen der Festphasensynthese vorgestellt, wobei der Schwer-
punkt auf den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Materialien und Methoden
liegt.

Aktivierungsmethoden

Da die Verkniipfung zwischen einer Carboxy- und einer Aminogruppe bei Raum-
temperatur nicht spontan ablauft, miissen geeignete Aktivierungsmethoden einge-
setzt werden, die die Ausbildung einer Amidbindung unter milden Reaktionsbe-
dingungen ermoglichen. In der Praxis erfolgt dies an der Carboxyfunktion einer
Aminoséure, iiber die dann nach dem in Abbildung 1.9 dargestellten Prinzip die
Peptidbindung gekniipft wird.

O_
Ol H l(l)l 'l_| I
4
R—C_  + N-R, ———— R1—(|:—ITI—R2 R{—C—N—R, + HX
X H X H

X = Aktivierungsgruppe

Abbildung 1.9: Kniipfung einer Peptidbindung durch Aktivierung der Carboxyfunktion

Durch Einfiihrung eines elektronenziehenden Substituenten X wird die Elektronen-
dichte am Carbonyl-C-Atom so stark herabgesetzt, daf ein nucleophiler Angriff der
Aminokomponente méglich wird und eine intermedisre Verbindung entsteht. Der
Ubergangszustand zerfillt dann unter Dissoziation der X-Gruppe, wodurch die
Verbindung zwischen der Carboxy- und der Aminogruppe in Form einer Amidbin-
dung stabilisiert wird.

Da jede Peptidsynthese unterschiedliche Anforderungen an das Aktivierungsrea-
genz X stellt, konnte sich keine universell geeignete Methode etablieren. Bisher



30 KAPITEL 1. EINLEITUNG

wurden mehr als 150 verschiedene Varianten beschrieben, deren Vor- und Nachtei-
le fiir jede spezielle Zielsetzung erneut bilanziert werden miissen. Von praktischer
Bedeutung sind die klassischen Verfahren der Carbodiimid-, Azid-, Anhydrid- und
Aktivester-Methode, deren detaillierte Beschreibung jedoch den Rahmen der vor-
liegenden Arbeit iiberschreiten wiirde.

Fiir eine Vielzahl von Peptidsynthesen wird heute mit Carbodiimiden gearbeitet.
Um Nebenreaktionen wie Racemisierungen zu unterdriicken, werden dem Kupp-
lungsansatz dabei hdufig spezielle Additive wie das HOBt zugesetzt, die die hoch-
reaktiven Zwischenprodukte in weniger problematische Aktivester iiberfiihren, die
dann den eigentlichen Reaktionspartner fiir die Aminofunktionen darstellen. Un-
ter diesen Umstédnden dient das Carbodiimid nur der Voraktivierung und ist selbst
kein Bestandteil der entstehenden reaktiven Verbindung.

Die Phosphonium- oder Uroniumsalze des HOBt (BOP, PyBOP bzw. HBTU,
TBTU) konnen auch als einzelnes Aktivierungsreagenz eingesetzt werden. Abbil-
dung 1.10 gibt das Reaktionsschema der Carboxy-Aktivierung mittels TBTU wie-
der, nach dem auch die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Peptidsynthesen

erfolgten.
(CHs)2N Q
+ N(CH3), N(CH3)-
(CHa)N; (CHa)N~ “N(CH),
N, +2 DIPEA QN 1R
—_—— Y
N SN N o e '
N //C_R s N
- i N
B, O O \ @[ N
o} ,
N P
TBTU AS O—C\

Aktivester R

Abbildung 1.10: Carboxy-Aktivierung mittels TBTU

Fiir die Bildung des Aktivesters ist eine Deprotonierung der Carboxygruppe der
Aminosédure notwendig. Aus diesem Grund setzt man das Kupplungsreagenz TBTU
in Kombination mit zwei Aquivalenten einer tertiéiren Base (DIPEA) ein, was einen
vollstandigen Umsatz gewdhrleistet.

Schutzgruppenstrategien

Um in der Peptidsynthese ein einheitliches Endprodukt zu erhalten, miissen Mehr-
fachkupplungen und sonstige Nebenreaktionen ausgeschlossen werden. Dies kann
mit, einer Vielzahl verschiedener Schutzgruppenstrategien verhindert werden, die
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durch gezielte Abschirmung und selektive Deblockierung nur bestimmte Verkniip-
fungsreaktionen zulassen.

Neben der N*-Aminogruppe miissen auch die reaktiven Drittfunktionen in den
Seitenketten der Aminosduren spezifisch maskiert werden. Dazu werden Schutz-
gruppen eingesetzt, die sich unter den Spaltbedingungen zur Deblockierung der
N®-Aminofunktionen fiir die Kupplung der néchsten Aminoséure stabil verhalten.
In der Festphasen-Peptidsynthese haben sich Boc/Bzl- und Fmoc /! Bu-Schutz-
gruppenstrategien durchgesetzt.

In der Boc/Bzl-Schutzgruppentaktik werden die N*-Aminofunktionen durch die
saurelabile tert.-Butylcarbonylgruppe und die Seitenketten durch Maskierungs-
gruppen auf Benzylbasis blockiert. Letztere zeichnen sich durch eine wesentlich ho-
here Saurestabilitdt aus, so daf die Selektivitat der Abspaltungsreaktionen durch
eine abgestufte Acidolyse gewéhrleistet werden kann.

Bei der Fmoc /' Bu-Taktik [FieLps & NoBLE, 1989]handelt es sich um ein zweidimen-
sionales orthogonales Schutzgruppenschema. Die Abspaltung der temporaren und
semipermanenten Schutzgruppen verlduft iiber vollstindig unterschiedliche che-
mische Mechanismen. Die N*-Blockierung erfolgt mit der basenlabilen Fluorenyl-
9-methoxycarbonylgruppe (Fmoc-Gruppe), die sich durch die in Abbildung 1.11
dargestellte Reaktion mittels Piperidin eliminieren 1aft.

Fmoc-geschitzte Aminosaure _Dibenzofulven _ Dibenzofulven-Piperidin-Addukt

U S SN S U e

20" )

H
(0]
af st
N HZN)YOH i N_ |
() : g
Piperidin

Abbildung 1.11: Schema der Fmoc-Deblockierung an einer N®-Aminofunktion

Demgegeniiber basiert der Seitenkettenschutz auf tert.-Butyl-Gruppierungen (‘Bu),
die am Ende der Synthese durch eine Acidolyse mit Trifluoressigsdure abgespalten
werden. Das Gesamtkonzept der von ATHERTON und SHEPPARD beschriebenen
orthogonalen Fmoc/'Bu-Schutzgruppentaktik ist in Abbildung 1.12 am Beispiel
der Festphasensynthese eines Tripeptids aus Aspartat, Glycin und Tyrosin wieder-
gegeben [ATHERTON, SHEPPARD; 1989, 261].

Nach der zweidimensionalen Strategie erfolgt die Ablosung des Peptids vom Syn-
theseharz unter den gleichen Bedingungen wie die Deblockierung der Seitenketten
und wird demnach in einem einstufigen Reaktionsschritt durchgefiihrt. Demge-
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Abbildung 1.12: Konzept der orthogonalen Fmoc/! Bu-Schutzgruppentaktik nach SHEPPARD

geniiber sind auch orthogonale Schutzkonzepte nach dreidimensionalem Schema
entwickelt worden, bei denen sowohl die Entfernung der temporéren und semiper-
manenten Gruppen als auch die Abspaltung vom Trigermaterial nach unterschied-
lichen Mechanismen verlauft [Barany, MeRRIFIELD; 1963, 257]. Auf diese Weise kann
die Reihenfolge der Spaltungen beliebig ausgewihlt und beispielsweise die Herstel-
lung voll oder partiell geschiitzter Peptidketten realisiert werden.

Durch die Vielfalt der existierenden Schutzgruppen und Kupplungsmethoden 1aft
sich fiir nahezu jede Anwendung eine geeignete Synthesestrategie entwickeln, die
durch optimale Modifikationen theoretisch auch sehr spezifische Zielsetzungen er-
laubt.

Trigermaterialien und Linkersysteme

Ein Tragermaterial fiir die Festphasensynthese muf hohen Anforderungen gerecht
werden. Es sollte chemisch inert, leicht filtrierbar und vollsténdig unléslich in den
verwendeten Losungsmitteln wie beispielsweise DMF, DCM oder TFA sein. Hau-
fig ergeben sich Probleme durch eine unzureichende mechanische Stabilitit, ge-
ringe Beladungskapazititen oder ein ungiinstiges Quell- und Diffusionsverhalten,
das insbesondere infolge von Aggregationserscheinungen bei lingeren Peptidketten
auftritt.

Fiir die Festphasensynthese haben sich vorwiegend Harze aus Polystyrol mit ei-
nem Divinylbenzolanteil (DVB) von 1-2 % etabliert. Sie quellen in den géngigen
Losungsmitteln auf das bis zu fiinf- oder sechsfache ihres Trockenvolumens an
und weisen eine gute Solvatisierung auf. Neben diesen mikroporésen Materialien,
wurden auch makroporose Matrices entwickelt, die aus stiarker vernetzten Copo-
lymerisaten bestehen und iiber eine starre Struktur mit grofer innerer Oberfliche
verfiigen.
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Neben den weitverbreiteten Trigern aus Polystyrol werden auch Harze aus ande-
ren Basalmaterialien eingesetzt. Dazu gehéren unter anderem hydrophilere Ma-
trices, die von den gebrauchlichen Losungsmitteln besser solvatisierbar sind und
eine peptiddhnlichere Polaritit aufweisen, die viele Syntheseoperationen begiin-
stigt. Zudem wurden einige Versuche mit biokompatiblen Materialien wie Cellulo-
se, Chitin oder Agarose unternommen, die sich besonders gut fiir die Verwendung
in biologischen Nachweis- und Bindungsstudien eignen.

Die wichtigste Voraussetzung fiir den erfolgreichen Einsatz eines Syntheseharzes
ist die Verfiigbarkeit einer tauglichen Ankergruppierung fiir die Ankniipfung der
ersten Aminosiure. Um ein 16sliches Endprodukt erhalten zu konnen, miissen diese
Linker unter solchen Bedingungen spaltbar sein, die die Stabilitit der Zielsequenz
nicht beeinflussen. Abbildung 1.13 gibt eine Ubersicht iiber einige ausgewihlte Lin-
kersysteme, die in der Festphasen-Peptidsynthese vorwiegend eingesetzt werden.
Das klassische MERRIFIELD-Harz auf Polystyrol/DVB-Basis wurde durch Chlor-
methylierung funktionalisiert. Heute arbeitet man in der Boc-Strategie jedoch hiu-
fig mit bifunktionellen Linkern, die einerseits die Verkniipfung mit einer unter mil-
den Bedingungen abspaltbaren Schutzgruppe erlauben und andererseits die struk-
turellen Voraussetzungen fiir die Verankerung am Tragermaterial mit sich bringen.
Ein Beispiel hierfiir ist das Phenylacetamidomethylester-System (PAM).

In der Fmoc-Strategie hat sich vor allem das Wang-Harz durchgesetzt. Es besteht

Cl
Merrifield-Harz; HF
Cl (0]
Q ° PAM-Harz; HF
HN

Fmoc-Strategie:

HO :
O
Wang-Harz, 95 % TFA

HO

;</ »—o
SASRIN™.-Harz, 0,5 - 1,0 % TFA
HaCO

Abbildung 1.13: Auswahl einiger Linkersysteme fiir die Festphasen-Peptidsynthese

Boc-Strategie:
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aus 1 % DVB-vernetztem Polystyren und ist mit p-Hydroxybenzyl-Linkern ausge-
stattet. Die Spaltung erfolgt mit 95 %iger TFA und wird in der Regel gleichzeitig
mit der Entfernung der semipermanenten Schutzgruppen vorgenommen. Eine Al-
ternative bietet unter anderem das SASRINT™_Harz, das durch eine zusitzliche
o-Methoxygruppe bereits mit 0,5 bis 1,0 %iger TFA gespalten werden kann. Es
bietet sich demnach fiir Anwendungen an, bei denen der Seitenkettenschutz der
gelosten Peptidkette erhalten bleiben soll.

Neben den hier vorgestellten Linkersystemen, existieren noch zahlreiche weite-
re Ankergruppierungen, deren Spaltungsmechanismen teilweise auf vollig anderen
Prinzipien beruhen. Hierzu gehoren beispielsweise Strukturen, die sich acidolytisch
stabil verhalten, jedoch in Anwesenheit von Basen oder auch durch Licht bestimm-
ter Wellenldnge gespalten werden konnen.

Fiir spezifische Anwendungen in der Biologie oder Biotechnologie ist eine Ablosung
vom Triagermaterial nicht notwendig oder sogar unzweckmaéfig. In solchen Féllen
greift man auf stabilere Ankerstrukturen zuriick, die den kompletten Synthesepro-
zels unversehrt iiberstehen. Prinzipiell reicht hierfiir eine einfache Aminofunktio-
nalisierung der Harze fiir die Kupplung der ersten Aminoséiure aus.

1.3.2.3 Erzeugung kombinatorischer Peptidbibliotheken

Fiir viele pharmakologische und biologische Forschungszwecke bedarf es einer grofsen
Vielfalt heterogener Teststrukturen. Dazu zdhlen in erster Linie die sogenannten
High-Throughput-Screening-Verfahren im Bereich der medizinischen Wirkstoffent-
wicklung sowie Testsysteme zur Strukturaufklarung oder Untersuchung molekula-
rer Wechselwirkungen. Einen wichtigen Beitrag liefert die kombinatorische Chemie,
durch die mit verhéltnisméfig geringem Aufwand die parallele Herstellung zahl-
reicher unterschiedlicher Verbindungen ermoglicht wird [HouGHTEN ET AL., 1991].
Durch spezielle Methoden der multiplen oder parallelen Peptidsynthese lassen sich
sehr vielfiltige Bibliotheken erstellen, die in ihrer Diversitdt und Zusammensetzung
dem jeweiligen Verwendungszweck gezielt angepafst werden konnen. In Kombina-
tion mit geeigneten biochemischen und biologischen Testverfahren bieten solche
synthetischen Peptidbibliotheken eine wertvolle Alternative zur Beantwortung un-
terschiedlicher wissenschaftlicher Fragestellungen.

Die Herstellung von Peptidbibliotheken erfolgt grundlegend nach den Prinzipi-
en der in Abschnitt 1.3.2.2 beschriebenen Festphasensynthese. Die Nutzbarkeit
als Bioassays erfordert jedoch die Entwicklung spezieller Konzepte und apparati-
ver Systeme. Fiir die separierte Synthese der Einzelstrukturen wurden zahlreiche
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Verfahren etabliert, die sich im verwendeten Trigermaterial, in der Anzahl der
generierbaren Strukturvarianten und in der Menge der erhaltenen Peptidprodukte
voneinander unterscheiden. Beispiele sind die sogenannte Teebeutel-Methode und
die parallele Peptidsynthese an Polyethylenstibchen (Pin-Methode). Abbildung
1.14 gibt die prinzipiellen Vorgehensweisen wieder.

Deblockierung
Waschschritte

oooooooooooo “
[T 234 5 6 7 8 91011128

Waschschritte

— 4

Abbildung 1.14: Peptidsynthese nach der Teebeutel- (A) und der Pin-Methode (B)

Bei der Teebeutel-Methode werden Einzelportionen herkémmlicher Synthesehar-
ze in Polypropylennetze eingeschweifst und nach unterschiedlichen Schemata in
den Kupplungslésungen reiner Aminosauren inkubiert. Die Wasch- und Deblockie-
rungsschritte konnen in einem gemeinsamen Ansatz erfolgen. Von Nachteil ist der
relativ hohe Arbeitsaufwand, da beispielsweise das Sortieren der Beutel nur manu-
ell durchgefiihrt werden kann. Demgegeniiber 14t sich die Synthese nach der Pin-
Methode unter Einsatz einer geeigneten Apparatur komplett automatisieren. Der
Aufbau der Peptide erfolgt hier an einer starren Anordnung aminfunktionalisier-
ter Polyethylenstabchen, die in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte eingetaucht
werden. Durch die systematische Befiillung der einzelnen Reaktionskammern mit
unterschiedlichen Aminosdurelosungen, 14t sich an jedem Stdbchen ein beliebi-
ges Peptid synthetisieren. Anschliefend ermdglicht die gewdhlte Pinanordnung im
Format konventioneller ELISA-Platten den direkten Einsatz in Bindungsstudien
oder sonstigen Nachweisverfahren.
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Eine Alternative zu den genannten Methoden bietet die Spot-Synthese. Als poly-
merer Trager wird hierbei gewohnliches Cellulosepapier (Whatman540) verwendet,
das sich durch eine besonders gute Kompatibilitdt mit biologischen Testverfahren
auszeichnet. Durch eine spezielle Tiipfeltechnik kann auf einer einzelnen Membran
eine Vielzahl von Peptidsequenzen unterschiedlicher Linge und beliebiger Ami-
nosauresequenz gleichzeitig und separiert voneinander synthetisiert werden. Die
fertigen Papiere lassen sich dann dhnlich wie die geblotteten Membranen eines
Westernblots behandeln und in Bindungsstudien einsetzen.

Abbildung 1.15 veranschaulicht die Prozefschritte der Spot-Synthese. Grundsétz-
lich wird zunéchst eine Startaminosiure (hdufig 5-Alanin) C-terminal durch Ester-
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bindung mit den Hydroxygruppen der Cellulose an der Membran verankert (1).
Dies geschieht in ortsgerichteten Tiipfelreaktionen, in denen kleine Aliquote des
Kupplungsreagenz nur an definierten Stellen des Papiers aufgebracht werden, so
dak ein Spot-Raster fiir die anschliefende Synthese entsteht. Nach Blockierung
der freien OH-Funktionen des Trigers (2) mit Acetanhydrid oder N-Ethyldiiso-
propylamin und Abspaltung der Aminoschutzgruppen am Linker (3) beginnt der
schrittweise Aufbau der gewiinschten Peptide (4). Dabei arbeitet man in den fiir
die Festphasensynthese gingigen Zyklen aus Aminosidurekupplungen, Deblockie-
rungen und Waschschritten.

Die Kupplungslosungen werden punktuell entlang der Spot-Rasterung aufgetragen.
Durch Einhaltung eines vordefinierten Pipettierschemas lassen sich somit in jedem
Reaktionskreis individuelle Sequenzen synthetisieren. Alle anderen Arbeitsschritte
erfolgen durch Eintauchen der kompletten Membranen in die entsprechenden Lo6-
sungsmittelbdder. Nach abschliefender Abspaltung der Seitenschutzgruppen liegt
eine fertige Peptidbibliothek vor, die in diversen Bindungsstudien eingesetzt wer-
den kann und wegen ihrer guten Regenerierbarkeit mehrfach verwendbar ist (s.
Tab. 2.2, S. 44). Unter Einsatz eines spaltbaren Linkers wire zudem nach Aus-
stanzen der Einzelspots eine separate Ablosung der Peptide moglich.

Durch Miniaturisierung und Zuhilfenahme eines Pipettierroboters lassen sich mit
der Spot-Synthese zahlreiche unterschiedliche Sequenzen auf kleinstem Raum und
mit sehr geringem Materialaufwand herstellen. Durch die Weiterentwicklung der
Triagermaterialien kénnen mittlerweile bis zu 40.000 separierte Spots auf das For-
mat einer handelsiiblichen CD aus oberflichenmodifiziertem Polypropylen erzeugt
werden. Fiir dieses Format ist zudem ein apparatives System entwickelt worden,
mit dem auch Arbeitsschritte wie das Waschen und Deblockieren vollautomatisch
durchfiihrbar sind.

Trotz der Optimierungen der Spot-Synthese hinsichtlich des Raum- und Materi-
albedarfs bietet sich fiir bestimmte Anwendungen wie beispielsweise die unspezifi-
sche Suche eines bindenden Epitops statt der Herstellung genauestens definierter
Einzelsequenzen hiufig eher die Synthese von Aminosduremischungen an. In der
sogenannten X-Strategie werden neben den reinen Bausteinen auch Gemische (X)
eingesetzt, so dak sich ein Spot aus der Gesamtheit der Strukturen einer Peptidfa-
milie zusammensetzt. Diese zeichnen sich dadurch aus, daf sie in Abhéngigkeit von
der Zusammensetzung der X-Gemische neben den iibereinstimmenden Bereichen
auch variable Aminosiurebelegungen aufweisen. In der Simultansynthese werden
dazu dann Raster zur Erzeugung der Teilbibliotheken angelegt.
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Die X-Strategie wird in verschiedenen Formen eingesetzt. Fiir die Suche eines geeig-
neten Affinitdtskandidaten ABCDEF aus einer Hexapeptidbibliothek, die auf Basis
der 20 natiirlich vorkommenden Aminosiuren schon eine Groke von 20° = 64 Mio.
Einzelsubstanzen aufweist, bietet sich ein zweipositionales Suchschema an (s. Ab-
schnitt 2.1.1.1, S. 40 ff). Dabei synthetisiert man zunéachst 400 Peptidfamilien mit
der Sequenzcharakteristik XX12XX, wobei 1 und 2 definierte, fiir jeden Spot kon-
stante Aminosduren und X ein Gemisch der 20 natiirlich vorkommenden ist. Die
daraus resultierende aktivste Gruppe dient dann als Ausgangspunkt fiir die néch-
ste Synthese mit der Belegung X1CD2X, in der C und D fiir alle Spots gleich sind
und aus den zuvor ermittelten Aminosduren bestehen. Nach einem letzten Selekti-
onsschritt 1IBCDE2 l&ft sich der geeignetste Bindungspartner somit aus insgesamt
nur 1.200 Spots ermitteln. Die Spot-Synthese bietet daher in Kombination mit
einer X-Strategie eine schnelle Methode fiir die unspezifische Suche hochaffiner
Bindungspartner, die sich dann beispielsweise als Inhibitoren oder chromatogra-
phische Affinitatsliganden einsetzen lassen.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Herstellung der Peptid-Affinitatsmatrix

Die Entwicklung einer Peptid-Affinitdtsmatrix fiir den Einsatz in der Fliefbet-
tadsorption wurde exemplarisch anhand eines Modellproteins durchgefiihrt. Dabei
handelte es sich um einen monoklonalen Antikorper (mAK), auf dessen Spezifika-
tion und Herstellungsweise in Kapitel 2.2 niher eingegangen wird. Die Herstellung
des Chromatographiematerials gliederte sich in die Suche nach einem geeigneten
Peptidliganden und dessen Kupplung an die Basalmatrix. In den folgenden Ab-
schnitten werden die dafiir eingesetzten Methoden und Materialien vorgestellt.

2.1.1 Suche eines geeigneten Peptidliganden

Die Suche nach einem geeigneten Peptid-Affinitatsliganden fiir die chromatogra-
phische Aufreinigung des mAK erfolgte in dieser Arbeit durch Bindungsstudien
mit Peptidbibliotheken. Dabei handelte es sich um gerasterte Teilbibliotheken, die
durch Spot-Synthese auf Cellulosemembranen hergestellt wurden. Die theoreti-
schen Grundlagen dieser Methode sind in Abschnitt 1.3.2.3 der Einleitung zusam-
mengefafst.

Die Peptidbibliotheken wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Ronald Frank
(AG Molekulare Erkennung, Gesellschaft fiir biotechnologische Forschung mbH,
GBF, Braunschweig) mit einem speziell auf die Spot-Synthese Technik abgestimm-
ten Peptidsynthese-Automaten hergestellt.

In den folgenden Abschnitten werden das kombinatorische Prinzip der verwendeten
Peptidbibliotheken und die Arbeitsvorschrift fiir die dazugehorigen Bindungstests
mit dem Zielmolekiil vorgestellt.
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2.1.1.1 Kombinatorik der Peptidbibliotheken

Die Auswahl eines potentiellen Affinitdtsliganden fiir den mAk konzentrierte sich
auf die Untersuchung von Hexapeptidbibliotheken. Unter Beriicksichtigung der
bestehenden 20 proteinogenen Aminosiuren gibt es demnach 64 Mio. Sequenzva-
rianten, die als Kandidaten getestet werden muftten. Um den Arbeits- und Materi-
alaufwand zu minimieren, wurde jedoch eine spezielle Kombinatorik angewendet,
mit der die Selektionierung der optimalen Bindungssequenz fiir den Antikérper
durch die Synthese von lediglich 1.200 Peptidspots realisiert werden konnte.

Die Auswahl erfolgte in drei Selektionszyklen, die sich jeweils aus der Synthese von
400 Peptidspots und dem zugehorigen immunologisch /enzymatischen Bindungs-
test mit dem Zielprotein zusammensetzten. Die Kombinatorik basierte auf einem
dualen Scanmodus, in dem der optimale Aufbau des potentiellen Peptidkandidaten
ABCDEF sukzessive fiir jeweils zwei der sechs Sequenzpositionen ermittelt wurde.
Abbildung 2.1 gibt das Selektionierungsschema wieder.

1. Selektionszyklus: 2. Selektionszyklus: 3. Selektionszyklus: —» Ergebnis:

XX12XX X1CD2X 1BCDE2 ABCDEF
\
X 0 ©) ® WA A
X X ) @ PR /A
B X B g B X B s
c N C \ N c \
¢ G oc ¢ e ¢ 1 G oc
b D p b D o b 2 o
N\ \ AN \
2 (2) @ E B} E /E E E
/ 7 /

(X : Alle 20 proteinogenen AS  (1)(2) : Fixe AS-Belegung A, B, C, D, E, F : Finale AS-Belegung
Abbildung 2.1: Kombinatorik der Spot-Synthese fiir die Bindungsstudien.

Im ersten Zyklus wurden Hexapeptide vom Typ XX12XX hergestellt, die nur in der
dritten und vierten Position eine fixe Aminosdurebelegung aufwiesen. Dabei waren
samtliche Kombinationen der proteinogenen Aminosiuren durch jeweils einen Spot
beriicksichtigt (202 =400). Die Verteilung im Spot-Raster ist aus Abbildung 2.2 er-
sichtlich. Fiir die X-Positionen wurde jeweils eine Mischung aller 20 Aminosduren
eingesetzt, so dak sich jeder Spot aus einer Peptidfamilie zusammensetzte, deren
Gemeinsamkeit die Aminosdurekombination in den beiden mittleren Positionen
war. Da die Synthese der X-Positionen beziiglich der eingesetzten Menge der ein-
zelnen Aminosauren auf die unterschiedlichen Kupplungseigenschaften abgestimmt
war, enthielt die erste Membran somit alle 64 Mio. Hexapeptid-Varianten. Aus
einem Bindungstest mit dem monoklonalen Antikérper wurde der Spot mit der
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Abbildung 2.2: Belegungsschema der Aminoséiurepositionen 1 und 2 bei der Spot-Synthese.

besten Wechselwirkung zum Zielprotein ermittelt. Die dazugehorige 1,2-Belegung
diente dann als Ausgangsinformation fiir die Synthese der nichsten Membran. Sie
wurde im zweiten Selektionszyklus fiir alle Spots iibernommen und als fixer Be-
standteil der endgiiltigen Sequenz des Affinititsliganden festgelegt. Die Belegung
der restlichen Positionen erfolgte nach der gleichen kombinatorischen Systematik
wie auf der ersten Membran. Im Unterschied dazu wurden die spotspezifischen
1- und 2-Aminosduren nun in der zweiten und fiinften Position der Hexapeptide
eingebaut, wodurch das Syntheseschema X1CD2X entstand. Nach erneutem Bin-
dungstest stand somit die beste Viererkombination zur Bindung des mAk fest. Im
dritten Selektionszyklus wurden dann nur noch die flankierenden Aminosauren des
Peptidliganden ermittelt (1IBCDE2) und die Suche nach der hochaffinen Sequenz
ABCDEF fiir die Bindung des Antikorpers abgeschlossen.

2.1.1.2 Bindungstest

Fiir die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen den Peptiden einer Spot-
Membran und einem Zielprotein bestehen verschiedene Detektionsmethoden. Der
Bindungsnachweis kann einerseits direkt iiber das Protein erfolgen, das dazu ra-
dioaktiv oder mit einem Floureszenzfarbstoff markiert wird.

Im indirekten Verfahren greift man dagegen auf immunologisch /enzymatische Test-
systeme zuriick, die in ELISA und Western Blots gebrauchlich sind. Um Fehlinter-
pretationen der Ergebnisse zu vermeiden, muf dabei jedoch zunéchst eine Fremd-
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bindung zwischen den eingesetzten Antikorpern und den Peptiden ausgeschlossen
werden. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche stand ein indirektes
Testsystem zur Verfiigung, das diesen Anforderungen entsprach. Tabelle 2.1 gibt
die Vorgehensweise und die Zusammensetzung der Reagenzien wieder. Die Menge
der eingesetzten Losungen wurde der Grofe der Papiere (ca. 8 x 11 cm) angepalit,
so dak eine vollstindige Bedeckung wahrend der Inkubation stets gewihrleistet
war.

Im ersten Schritt des Bindungstests wurden die Membranen zur Minimierung der
Fremdadsorption mit einem Albumin- und Saccharose-reichen Blockingpuffer ab-
gesittigt. Anschliefend erfolgte die Inkubation mit dem Zielprotein. Dazu wur-
de eine affinitétschromatographisch gereinigte (rProtein A; Amersham Pharmacia
Biotech, Schweden) und aufkonzentrierte Losung des monoklonalen Antikorpers
eingesetzt. Es folgte die Konjugation mit einem Ziege-Anti-Maus Immunglobulin,
das mit alkalischer Phosphatase gekuppelt war. Die Produktbindung konnte dann
indirekt durch den Umsatz eines Substrats an dem Enzymkonjugat nachgewiesen
werden.

Die Verwendung eines Chemilumineszenz-Substrats (Bio-Rad 170-5012) ermég-
lichte eine besonders sensitive Detektion. Bei Dephosphorylierung durch alkalische
Phosphatase entsteht ein intermediéres, metastabiles Anion, das beim Zerfall Licht
der Wellenldnge A = 466 nm emittiert. Nach Belichtung und Entwicklung eines
Rontgenfilms konnte die Intensitét der Bindung zwischen dem Zielprotein und den
Peptidspots somit anhand der unterschiedlichen Schwirzung des Films abgeschétzt
werden.

Einen unempfindlicheren Nachweis als die Chemilumineszenz bot der Einsatz ei-
nes MTT /BCIP-Substrats. BCIP wird nach Dephosphorylierung oxidativ in einen
blauen Indigofarbstoff iiberfithrt (vgl. Abb. 2.9, S. 73). Als Oxidationsmittel dient
dabei MTT, das ebenfalls zu einem blauen Farbstoff abreagiert und somit die An-
farbung verstirkt. Beide Produkte sind wasserunloslich, so daf sie am Ort ihrer
Entstehung polymerisieren und einen Niederschlag bilden. Die vorhandenen Wech-
selwirkungen zwischen dem mAK und den Peptiden liefen sich somit an der re-
sultierenden Blaufarbung der Spots ablesen. Die angeféirbten Membranen wurden
digitalisiert und mit einer EDV-gestiitzten Software densitometrisch analysiert.
Dadurch konnte die Intensitdt der mAk-Bindung zur Erleichterung der Sequenz-
auswahl fiir die Ligandenausstattung quantifiziert werden.

Nach den Bindungsstudien wurden die Spot-Membranen durch die in Tabelle 2.2
beschriebene Prozedur regeneriert, so daf sie fiir weitere Tests eingesetzt werden
konnten.
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Tabelle 2.1: Arbeitsvorschrift fiir die mAk-Bindungstests mit den Spot-Membranen

Arbeitsschritte

1. Benetzung Membran mit EtOH anfeuchten
2. Waschen 3 x mit 10 ml TBS waschen je 10 min  Schiittler
3. Blockierung  Inkubation mit 10 ml Blockingpuffer i. N. Schiittler
4. Waschen 1 x mit 10 ml T-TBS waschen 10 min Schiittler
5. mAk-Auftrag ;3 /iL(l) Irnn?lltgl((;lc()klrrrllgg Elé; raﬂi. gereinigt) 120 min  Schiittler
6. Waschen 3 x mit 10 ml T-TBS waschen je 10 min  Schiittler
7. Konjugation 20 pl Ziege-Anti-Maus IgG, AP-konjugiert

(0,6 mg/ml, Dianova 115-055-071) 90 min Schiittler

ad 10 ml Blockingpuffer
8. Waschen 2 x mit 10 ml T-TBS waschen je 10 min  Schiittler

9a. Chemilumineszenz
e Membran abtropfen, mit Filterpapier abtupfen
e 3 ml Chemilumineszenz-Substratlosung (Bio-Rad 170-5012) auf Membran verteilen
e Transfer der Membran auf Glasplatte, in Frischhaltefolie einwickeln
e Rontgenfilm auflegen (Dunkelkammer), 1-10 min Belichtung, Entwicklung
e 2 x mit 10 ml PBS waschen, in PBS/0,05 % NaNj3 lagern oder weiter mit 9b.

9b. MTT/BCIP
e 2 x mit CBS waschen
e 150 ul MTT/BCIP-Férbelosung ad 10 ml CBS, schwenken, Inkubation bis 30 min
e 2 x mit 10 ml PBS waschen, in PBS/0,05 % NaNj3 lagern bis zur Regeneration

Loésungen
TBS: 6,1 g Tris-Base (50 mM) PBS: 0,96 g NapgHPO4 x 2H,0
8,0 g NaCl 8,0 g NaCl
0,2 g KCI 0,2 g KCI1
ad 1 Liter Milli-Q, pH 7,0 0,24 g KH>POy4

T-TBS: TBS + 0,05 % Tween20 ad 1 Liter Milli-Q, pH 7,0

CBS: 10,5 g C¢HgO7 x HoO (50 mM)  Blockingpuffer: 0,3 g BSA
8,0 g NaCl 0,5 g Saccharose (5 %)
0,2 g KCI ad 10 ml T-TBS, pH 7,0
ad 1 Liter Milli-Q, pH 7,0

MTT/BCIP-Férbelosung: 50 pul 1 M MgCl,
2,4 mg BCIP in 40 ul DMF
3,0 mg MTT in 60 ul 70 % DMF/30 % H20O
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Tabelle 2.2: Regeneration der Spot-Membranen

Arbeitsschritte

e 2 x mit Wasser waschen je 10 min RT Schiittler
e 1 x mit DMF waschen 10 min RT Schiittler
e 1 x mit DMF waschen bis Farbe entfernt RT Ultraschallbad
e 1 x mit DMF waschen 10 min RT Schiittler
e 3 x mit Wasser waschen je 10 min RT Schiittler
¢ 3 x mit Losung A waschen je b min RT Schiittler

je b min 40°C  Ultraschallbad
e 3 x mit Losung B waschen je 10 min RT Schiittler
e 3 x mit EtOH waschen je 10 min RT Schiittler

e Membran trocknen, bei -20°C lagern

Loésungen
Losung A: 8 M Urea Losung B: 10 % Essigsiure
1 % SDS 50 % EtOH
0,5 % Mercaptoethanol 40 % H>0

pH 7,0 mit HAc

2.1.2 Peptidkupplung an die Basalmatrix

Fiir die Fixierung der Peptidliganden an das Chromatographiematerial wurden ver-
schiedene Kupplungsstrategien entwickelt, die die gleiche Sequenzausrichtung wie
in der Spot-Synthese ermoglichten. Dazu waren spezielle Modifikationen der Basal-
matrix und der eingesetzten Peptide notwendig, die in den folgenden Abschnitten
vorgestellt werden. Die Entwicklung der Methoden erfolgte im Miniaturmafstab
mit 1 ml-Fertigsdulen. Fiir die Herstellung der Fliekbettmatrix wurde dann das

effizienteste Prozefiverfahren iibernommen.

2.1.2.1 Die Basalmatrices

Die ersten chromatographischen Experimente im gepackten Modus wurden mit
1 ml-Fertigsiulen vom Typ HiTrap’™ NHS-aktivierte Sepharose’™ High Perfor-
mance (Amersham Pharmacia Biotech, Schweden) durchgefiihrt. Fiir die geplanten
Versuche im Fliefbett stellte Amersham Pharmacia Biotech 100 ml des Prototyp-
materials Streamline’-NHS zur Verfiigung. Die beiden Gele unterschieden sich
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Tabelle 2.3: Charakteristik der Basalmatrices

HiTrap™ EBA-Prototyp
Gel Volumen 1 ml 70 ml
Sdulendurchmesser 0,7 cm 2,5 cm
NHS-Substitution 10 pmol/ml Gel 34 pmol/ml Gel
Spacer Hexamer Hexamer
Partikelstruktur quervernetzte quervernetzte

4 %ige Agarose 6 %ige Agarose

Partikeldurchmesser 34 pm 100 - 300 pm
Druckstabilitdt < 0,3 MPa, 3 bar k. A.
pH Stabilitit" 3-12 k. A.

LpH Stabilitit in Abhiingigkeit vom gekuppelten Liganden

in erster Linie in ihrem strukturellen Aufbau voneinander. Tabelle 2.3 stellt die
charakteristischen Merkmale zusammen. Aus den mikroskopischen Aufnahmen in
Abbildung 2.3 wird ersichtlich, daf die Partikel der Fliekbettmatrix mit etwa 100
bis 300 pm wesentlich grofer und heterogener sind als die des HiTrap?-Materials

EBA-Prototyp

Abbildung 2.3: Mikroskopische Darstellung der Basalmatrices. A: HiTrap”™ NHS-aktivierte
Sepharose; B: NHS-aktivierter EBA-Prototyp; 100-fache Vergroferung
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(34 pm). Zudem sind sie durch die Einstreuung von Quarzkernen spezifisch be-
schwert, um den Auftrieb im expandierten Modus einzuschrinken. Ein weiterer
Unterschied besteht im Grad der Quervernetzung der Harze. Im Gegensatz zur
Sepharose”™ High Performance setzt sich der Prototyp aus 6 statt 4 %iger Aga-
rose zusammen und hat somit eine geringere Porenweite, wodurch die Zuging-
lichkeit der Liganden erschwert wird. Um diesen Effekt auszugleichen, wurde das
Streamline’™-Material vom Hersteller mit einer groferen Anzahl von Kupplungs-
liganden substituiert (34 respektive 10 pmol NHS/ml Gel).

@]
Spacer NHS
B
®—O—CHy,—CH-CH,—NH—(CH,)5s-CO-O—N + R—NH,
s |
OH
O
N-Hydroxysuccinimid (NHS) Ester Derivat NH,-Ligand
i @]
B
© O_CH2_ICH_CHZ_NH_(CH2)5_%_N H—R + HO—N
= OH 0
O
Ligandenkupplung tiber Amidbindung freies NHS

Abbildung 2.4: Ligandenkupplung an NHS-aktivierte Sepharose

Die Ligandenkupplung verlduft fiir beide Matrices iiber eine NHS-Aktivierung. Ab-
bildung 2.4 veranschaulicht das Reaktionsschema. Durch Veresterung von epoxy-
gekuppelter 6-Aminohexanséiure (Spacer) mit N-Hydroxysuccinimid (NHS) ist die
Agarose mit Aktivestern ausgestattet, die im wéfkrigen Milieu bei pH 6 - 9 spontan
und effizient mit Aminogruppen reagiert. Auf diese Weise lassen sich proteinogene
Affinitatsliganden iiber ihren N-Terminus oder vorhandene Lysin- und Argininre-
ste unter Formierung einer Amidbindung stabil an dem Material verankern. Um
die NHS-Aktivierung bis zur Verwendung aufrecht zu erhalten, werden die Basal-
matrices in 100 % Isopropanol geliefert.

Mit den HiTrap?™-Siulen wurden verschiedene Strategien zur Herstellung der
Peptidmatrix entwickelt. Die Methoden und notwendigen Modifikationen der Se-
pharose’™ werden in den folgenden Abschnitten beschrieben. Nach abschlieender
Beurteilung hinsichtlich Material- und Zeitaufwand, Stabilitit sowie Effizienz der
chromatographischen Aufarbeitung wurde der erfolgreichste Prozefs fiir die Ferti-

gung der Fliefsbettmatrix iibernommen.
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2.1.2.2 Direkte Kupplung des Peptidliganden an NHS-Sepharose’™

Um ein vorgefertigtes Peptid in gleicher Ausrichtung wie in der Spot-Synthese an
der Matrix fixieren zu konnen, mufte eine speziell modifizierte Sequenz eingesetzt
werden, die ausschliefslich eine C-terminale Kupplung erlaubte. Dies wurde durch
Einfithrung eines Lysinrests am C-Terminus und gleichzeitige Abschirmung aller
weiteren NHs-Funktionen durch Fmoc-Schutzgruppen realisiert. Die Verkniipfung
erfolgte somit gezielt iiber die freie e-Aminogruppe in der Seitenkette des Lysins.
Auf die genaueren Uberlegungen und Hintergriinde, die zur Entwicklung der Kupp-
lungsstrategie filhrten, wird an entsprechender Stelle im Ergebnisteil eingegangen.
Eine Auflistung der einzelnen Arbeitsschritte und verwendeten Losungen ist in
Tabelle 2.4 zusammengestellt.

Die Herstellung des geschiitzten Hexapeptids erfolgte mit einem Syntheseautoma-
ten und wurde in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Norbert Sewald bewerkstelligt
(Organische Chemie III, Fakultét fiir Chemie, Universitiat Bielefeld). Nach Abrei-
cherung von Fehlsequenzen durch semipriparative HPLC (Séule: Vydac™ 218 TP
1022 Efficiency, Protein/Peptide C18, 2,2x25 cm, Phenomenex) und Lyophilisie-
rung standen 6,5 mg (5,4 pmol) der Sequenz fiir die Kupplung an eine HiTrap’™
Saule zur Verfiigung.

Das vorgefertigte Peptid wurde fiir die Kupplung in einem basischen Puffer ge-
16st und analog der Standardvorschrift des Herstellers an der NHS-aktivierten
Sepharose’™ fixiert [AMERSHAM PHARMACIA BioTECH, 2000]. Vor der abschliefenden
Absittigung freigebliebener Reaktionsstellen mit Ethanolamin erfolgte jedoch zu-
nichst eine Behandlung mit Piperidin, in der die Fmoc-Schutzgruppen abgespalten
und die vollstdndige Sequenz der Hexapeptide freigelegt wurden.

Das hier beschriebene Verfahren zur direkten Kupplung eines Peptids an die Chro-
matographiematrix diente neben der Verkniipfung des Fmoc(Fmoc)-geschiitzten
Struktur noch zur Herstellung einer reversen Peptid-Affinitdtsmatrix. Dabei sollte
untersucht werden, ob die Ausrichtung des Liganden tatséichlich einen Einflufs auf
die chromatographische Leistung hatte. Zu diesem Zweck wurde auf eine Modifi-
kation des urspriinglichen Hexapeptidkandidaten verzichtet und fiir die Kupplung
ein Lyophilisat der ungeschiitzten Originalsequenz eingesetzt. Durch den Verzicht
auf das C-terminale Lysin ergab sich eine Aminosidurezusammensetzung, die nur
am N-Terminus kupplungsfihige NH,-Gruppen aufwies, so daf die Ligandenver-
kniipfung in genau umgekehrter Ausrichtung erfolgte.

Die Herstellung der reversen Peptid-Affinitdtsmatrix fand mit Ausnahme des fiinf-
ten Arbeitsschritts ebenfalls nach der in Tabelle 2.4 beschriebenen Vorschrift statt.
Fiir die Kupplung wurden 6,1 mg (7,9 pmol) der lyophilisierten Sequenz eingesetzt.
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Tabelle 2.4: Arbeitsvorschrift fiir die Kupplung Fmoc-geschiitzter Peptidliganden

Arbeitsschritte

1. Festphasensynthese des Fmoc(Fmoc)-geschiitzten Peptidliganden
2. Reinigung des Peptids mittels priaparativer HPLC
3. Lyophilisierung des Peptids

4. Peptidkupplung
e 1 ml NHS-HiTrap™™ | beidseitiger Spritzenaufsatz
e Spiilen mit 6 ml 1 mM HCI, eiskalt
e Beladung mit Kupplungsreagenz (6,5 mg Peptid in 2 ml Puffer A)
e 60 min Inkubation, gelegentlich hin- und herspiilen
e Spiilen mit 10 ml Puffer A

5. Fmoc-Abspaltung
e Anschluf der Séule an P1-Pumpe (Amersham Pharmacia Biotech)
e Spiilen mit 20 ml Milli-Q, 0,5 ml/min
e Spiilen mit 20 ml DMF, 0,5 ml/min
e 30 min Inkubation mit 20 % Piperidin in DMF, 0,5 ml/min
e Spiilen mit 20 ml DMF, 0,5 ml/min
e Spiilen mit 20 ml Milli-Q, 0,5 ml/min

6. Absittigung/Waschen der Matrix
e Anschluf in ein SMART?™ System (Amersham Pharmacia Biotech)
e Alternierendes Waschen mit Puffer C und D, je 3x6 ml, 0,4 ml/min
e Spiilen mit 10 ml Milli-Q, 1 ml/min
e Lagerung in 20 % EtOH

Loésungen

Puffer A: 0,2 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,3
Puffer B: 0,5 M Ethanolamin, 0,5 M NaCl, pH 8,3
Puffer C: 0,1 M Acetat, 0,5 M NaCl, pH 4,0

2.1.2.3 Kupplung aktivierter Peptidliganden an NHS-Sepharose’™

Mit der zweiten Herstellungsmethode wurde der Ligand {iber eine Thiol-Disulfid
Austauschreaktion an das HiTrap?™-Material gekuppelt. Voraussetzung dafiir war
die Einfiihrung von Thiolfunktionen an der NHS-aktivierten Sepharose’™ und
am Peptid. Letzteres wurde durch den Austausch der letzten Aminosdure am C-
Terminus gegen ein Cystein realisiert, wodurch spéter eine gerichtete Kupplung an
die Basalmatrix gewéhrleistet war.
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Nach der Synthese und HPLC-Reinigung erfolgte eine chemische Aktivierung des
Peptids durch Verkniipfung des Cysteinrests mit einer Thiopyridylgruppe. Die Ar-
beitsschritte bis zur Lyophilisierung der aktivierten Sequenz wurden in der Ar-
beitsgruppe von Herrn Prof. Norbert Sewald durchgefiihrt. Fiir die Herstellung
der Affinitdtsmatrix standen etwa 15 mg (13 pmol) des modifizierten Liganden
zur Verfiigung.

Die Kupplung des Peptids an die NHS-aktivierte Sepharose’™ gliederte sich in
die Einfiihrung von Thiolfunktionen an das Chromatographiematerial, die Bin-
dung des Liganden und die Abséttigung der Matrix. Die Durchfiihrung erfolgte
mit einem SMARTTM_System (Amersham Pharmacia Biotech). Die einzelnen Ar-
beitsschritte sind in Tabelle 2.5 dargestellt.

Tabelle 2.5: Kupplung aktivierter Peptidliganden an modifizierte NHS-Sepharose” ™

1. Cystamin-Kupplung an NHS-aktivierte Sepharose”

0,1 M Cystamin in 0,2 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,5: 25 ul/min, 19 ml, i.N.

2. Reduktion des Cystamins
0,1 M DTE in Milli-Q: 150 gl/min, 19 ml, ca. 2 h

3. Kupplung des aktivierten Peptidliganden
ca. 15 mg aktiviertes Peptid in 2 ml MeOH 16sen, ad 4 ml 10 mM Na-Citrat, pH 3,0:
15 pl/min, 3,5 ml, ca. 4 h (vorher/nachher Spiilen mit je 5 ml 10 mM Na-Citrat, pH 3,0)

4. Absittigung freier Thiole
20 mM PDEA in 50 mM Na-Acetat, 1 M NaCl, pH 4,3: 15 ul/min, 3,5 ml, ca. 4 h
(vorher /nachher Spiilen mit je 5 ml 50 mM Na-Acetat, 1 M NaCl, pH 4,3)

5. Waschen mit alternierendem pH
0,1 M NaHCOs, 0,5 M NaCl, pH 8,3 und 2 % Essigsdure, pH 2,7: 500 pl/min, je 2 x 5 ml

Die Funktionalisierung der Basalmatrix fand mit Cystamin statt, das nach der
Kupplung mit DTE (Dithioerythrit) reduziert wurde. Die freigewordenen Sulfhy-
drylgruppen fungierten dann als Fixierungspunkte fiir das Thiopyridyl-aktivierte
Peptid, das sich unter Ausbildung einer Disulfidbindung iiber seinen Cystein-

rest an der modifizierten NHS-Sepharose’™

anlagerte. Im Anschluff wurden die
iberschiissigen SH-Gruppen mit der Thiol-reaktiven Substanz PDEA abgesattigt.
Nach Auswaschung ungebundener Komponenten stand dann eine gebrauchsfertige
Peptid-Affinitdtsmatrix zur Verfiigung, die in chromatographischen Studien einge-

setzt werden konnte.
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Im Unterschied zu den anderen Herstellungsverfahren basierte die Kupplung in die-
sem Fall statt auf einer Amid- auf einer Disulfidbindung. Somit war das Material
im Hinblick auf Redoxprozesse nur als bedingt stabil einzustufen.

2.1.2.4 Direkte Synthese der Peptidliganden an NHS-Sepharose’

Im dritten Herstellungsverfahren fiir die Affinitdtsmatrix wurde der Peptidligand
nach dem Prinzip der MERRIFIELD “schen Festphasensynthese direkt an das Chro-
matographiematerial synthetisiert. Eine detaillierte Zusammenfassung des Prozes-
ses ist in Tabelle 2.6 wiedergegeben.

Vor dem sukzessiven Peptidaufbau wurde die NHS-Sepharose”™ durch die Kupp-
lung von 1,3-Diaminopropan mit Aminofunktionen ausgestattet, die dann als Start-
punkte fiir die Synthese fungierten. Die Synthese erfolgte nach Fmoc/'Bu-Strategie,
in der die N*-Funktionen durch eine Fmoc-Gruppe und die Seitenketten trifunk-
tioneller Aminosduren durch sdurelabile Gruppen auf tert.-Butylbasis geschiitzt
wurden. Die Kettenverlingerung verlief in Reaktionszyklen, die sich aus der Kupp-
lung der einzelnen Aminosduren und ihrer anschliefenden Deblockierung zusam-
mensetzten.

Als Kupplungsreagenzien wurden TBTU und DIPEA eingesetzt. Die selektive
Fmoc-Abspaltung am N¢ erfolgte mit 20 % Piperidin in DMF. Auf eine Absétti-
gung nicht-reagierter Aminofunktionen durch Acetylierung mit Essigsdureanhydrid
und ein abschliefendes Endcapping wurde verzichtet. Nach acidolytischer Abspal-
tung der Seitenschutzgruppen mit 95 % Trifluoressigsdure stand eine gebrauchs-
fertige Affinitdtsmatrix fiir den Einsatz in der Chromatographie zur Verfiigung.
Die Methode der direkten Peptidsynthese wurde fiir zwei HiTrap? »-Siulen und die
flielsbettchromatographische Prototypmatrix angewendet. Die Aminosaure-Kupp-
lungen an das HiTrap?*-Material erfolgten durch beidseitige Spritzenaufsitze,
mit denen das Reagenz wihrend der 1- bis 2-stiindigen Inkubation gelegentlich
hin- und hergesogen werden konnte. Fiir alle anderen Vorgéinge wurde die Sdule
an eine P1-Pumpe (Amersham Pharmacia Biotech) angeschlossen.

Bei der Herstellung der grofsvolumigeren Prototypmatrix erfolgten die Kupplungs-
schritte sowie die finale Abspaltung der Seitenschutzgruppen in einem 1 L-Glas-
kolben. Eine homogene Inkubation konnte dabei durch die Einspannung in einen
Uberkopfschiittler realisiert werden. Fiir die Fmoc-Deblockierungen und sonstigen
Waschoperationen wurde das Material in ein Glasrohr (d = 4 cm) iiberfiihrt, das
an einem Ende zur Riickhaltung des Gels mit einer Glasfritte abgeschlossen war.
Der Anschlufs an eine Peristaltikpumpe (Watson Marlow 501 U) ermoglichte einen
kontrollierten Volumenstrom. In beiden Versuchsaufbauten wurden die Pumpen
gesteuerten Prozesse iiber einen integrierten UV-Monitor verfolgt, wodurch sich
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Tabelle 2.6: Peptidsynthese an modifizierte NHS-Sepharose”™

I) Einfithrung von Aminofunktionen

= 5 % 1,3-Diaminopropan in Milli-Q, pH 8,3 mit HAc

= 10 ml langsam auftragen 3 h Inkubation 4°C
= 10 ml langsam auftragen ii. N. Inkubation 4°C
= Spiilen mit Milli-Q ca. 30 SV 150 cm/h

IT) Peptidsynthese

ITa) Aminosiure-Kupplung
0,3 M Fmoc-AS-Derivat, 0,3 M TBTU,

~ 0,6 M DIPEA in DMF 25V 1-2h

=  Spiilen mit DMF ca. 15 SV 150 cm/h
ITb) Fmoc-Abspaltung

= 20 % Piperidin in DMF ca. 10 SV 150 cm/h

=  Spiilen mit DMF ca. 15 SV 150 cm/h

III) Capping freier Aminofunktionen

= 5 % Acetanhydrid, 1 % DIPEA in DMF ca. 15 SV 75 cm/h
= Spiilen mit DMF ca. 15 SV 150 cm/h
IV) Abspaltung der Seitenschutzgruppen
= Spiilen mit DCM ca. 10 SV 150 cm/h
=  Trocknen des Gels mit Druckluft
95 % TFA, 2,5 % H-O0,
2 h
= 2,5 % Triisobutylsilan 5V 5
=  Spiilen mit Essigsiure p. a. ca. 15 SV 150 cm/h
= Spiilen mit 50 % Essigséure ca. 15 SV 150 cm/h
=  Spiilen mit Milli-Q ca. 15 SV 150 cm/h
Quantitative Bestimmung der Aminofunktionen
= 10 mg/ml Bromphenolblau in DMF ca. 10 SV 1 ml/min
=  Spiilen mit EtOH ca. 25 SV 0,05 ml/min
= Eluieren mit 1 % DIPEA in DMF ca. 10 SV 1 ml/min
= Spiilen mit DMF ca. 30 SV 1 ml/min
= Photometrische Quantifizierung des BPB im Eluat bei 602 nm (e = 106590)
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die Dauer der Deblockierungs- und Waschprozesse genau anpassen und der Lo-
sungsmittelverbrauch minimieren lief.

Zur Kontrolle der Peptidsynthese wurde jeweils vor und nach der Fmoc-Deblockie-
rung eine quantitative Bestimmung der freien Aminofunktionen mit Bromphenol-
blau (BPB) durchgefiihrt. Der Farbstoff bindet equimolar an NHs-Gruppen und
kann nach der Elution mit 1 % DIPEA in DMF (Blindwert) photometrisch bei
A = 602 nm aus dem Lambert-Beerschen Gesetz (Gl. 2.1) nach Umwandlung und
Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors (Vges/Vp) aus Gleichung 2.2 bestimmt
werden. Alternativ 14t sich die Menge der gekuppelten Aminosduren auch durch
die Quantifizierung der abgespaltenen Fmoc-Gruppen in der Piperidin-Fraktion
abschétzen. Die Analyse erfolgt photometrisch bei A = 290 nm und wird ebenfalls
nach Gleichung 2.2 ausgewertet. Als Blindwert wird eine frische Losung von 20 %
Piperidin in DMF eingesetzt.

E = c-e-d (2.1)
c = % : %{P (2.2)
mit: E Extinktion -]
c Konzentration des Absorbens [mol-L ]
€ molarer Extinktionskoeffizient [L-mol~!-cm™!]
eppp  bei A=602nm 106590 L-mol~*-cm™!
€Fmoc ~ bei A=290nm 4950 L-mol~"-cm™"
d Schichtdicke der Kiivette (1 cm) [cm)]
Vies Volumen des Mefansatzes [ml]
Vp Volumen der Probe [ml]

2.2 Produktgewinnung

In den folgenden Abschnitten wird das Modellprotein, fiir das die Peptid-Affinitéts-
matrix entwickelt wurde, und dessen zellkulturtechnischer Herstellungsprozefs vor-
gestellt. Obwohl die Zellkultivierung in dieser Arbeit nur eine untergeordnete Rolle
spielt, sind gewisse Informationen iiber die Beschaffenheit der Ausgangssuspensio-
nen fiir die Aufarbeitung in der Fliefsbettchromatographie und die Untersuchung
von Biomasse/Matrix-Interaktionen von grofer Bedeutung. Hierzu gehort im we-
sentlichen die Kenntnis iiber die Dichte und den Viabilitiatszustand der Biomasse,
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die durch die Prozebfiihrung und die Eigenschaften des gewédhlten Bioreaktors
beeinflultt werden, sowie das fiir alle Aufreinigungsverfahren notwendige Wissen
iiber die Zusammensetzung des Kulturmediums in Bezug auf die Anwesenheit und
Menge von Fremdproteinen oder sonstiger Substanzen, die fiir die Isolierung des
Produkts abgereichert werden miissen.

2.2.1 Produkt, Zellinie und Kulturmedium

Bei der Suche nach einem Modellprotein fiir die Entwicklung der Peptid-Affini-
tatsmatrix fiel die Wahl auf einen monoklonalen Antikorper vom Typ IgGq, der
gegen den Blutgerinnungsfaktor VIII gerichtet ist. Zur Unterscheidung von an-
deren Antikorpern wird er in dieser Arbeit auch als Anti-FVIII bezeichnet. Das
Immunglobulin wurde im Rahmen einer Industriekooperation aus der Kultivierung
eines Maus/Maus-Hybridoms gewonnen, zu dessen Herkunft aus Griinden der Ver-
traulichkeit keine weiteren Angaben gemacht werden konnen.

Zum Kultivierungsbeginn wurden die in Kryorohrchen iiber fliissigem Stickstoff
bei -196 °C gelagerten Zellen nach Standardmethoden aufgetaut [Libpr, 2000].
Das Kulturmedium basierte auf einer 1:1 Mischung der kommerziell erhéltlichen
Trockensubstratmischungen DMEM (Dulbecco’s Modified Fagle’s Medium) und
Ham’s F12 (Gibco BRL, Eggenstein). Diese Mediumgrundlage enthélt Aminosiu-
ren, Vitamine, Glucose und Nukleotidvorstufen sowie einen Phenolrot-Zusatz, der
eine optische Kontrolle des pH-Werts ermoglicht.

Die Kultivierung erfolgte unter serumfreien Bedingungen [BUNTEMEYER ET AL., 1991;
JAGER ET AL., 1988]. Erginzt wurden jedoch einige essentielle Aminosduren, die Pro-
teinsupplemente Rinderinsulin (BI, 10 mg/L), Humantransferrin (HT, 10 mg/L)
und humanes Serumalbumin (HSA, 500 mg/L) sowie geringe Mengen an Ethano-
lamin (100 pmol/L). Die pulverférmigen Mediumbestandteile wurden in Reinst-
wasser (Milli-Q, Millipore) gelost und sterilfiltriert.

2.2.2 Kultivierungssystem und Prozefsfiihrung

Fiir die Kultivierung wurden die Hybridomzellen schrittweise aus Gewebekulturfla-
schen (Nunc) mit Arbeitsvolumina von 10 bis 90 ml in einen SuperSpinner (Braun
Biotech International, Melsungen) iiberfiihrt. Der SuperSpinner ist ein Kultivie-
rungssystem, das mit keiner eigenen Regeleinheit ausgestattet ist [LEHMANN ET AL.,
1992; HEIDEMANN ET AL., 1994]. Er besteht aus einer 1-Liter-Duranflasche mit drei
verschlieftbaren Eingéngen. Die seitlichen dienen dem Medienwechsel und der Ern-
te, wihrend durch die zentrale Offnung die Begasungsschliuche eingeleitet werden.
Der mittlere Schraubverschluf ist mit einer Aufhdngung fiir einen Taumelriihrer
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ausgestattet. Zum Schutz vor bakteriellen Kontaminationen wird die Luft iiber
einen Sterilfilter eingeleitet und das Abgas durch eine Waschflasche mit 0,2 M Na-
tronlauge aus dem Fermenter entlassen.

Der SuperSpinner wird zur Temperierung in einem Brutschrank bei 37 °C betrie-
ben und iiber eine Membranpumpe mit wasserdampfgesittigter und 5 % CO,-
konditionierter Luft versorgt. Der Gastransfer verlduft {iber eine zwei Meter lange,
hydrophobe Polypropylen-Hohlfasermembran (Accurel; Enka, Wuppertal), die um
die Riihrvorrichtung gewickelt wird [LEaMaNN ET AL., 1987]. Das blasenfreie Be-
gasungssystem gewahrleistet eine hohe Integritdt der scherempfindlichen Zellen
[ABU-REESCH & KARGI, 1989; NEEDHAM ET AL., 1991] und kann durch den Betrieb
auf einem Magnetriihrer gleichzeitig zur schonenden Homogenisierung der Kultur
genutzt werden.

Samtliche Kultivierungen wurden im wiederholten satzweisen Betrieb durchge-
fithrt [MuTtTzaLy, 1993]. Bei dieser Art der Prozeffiihrung handelt es sich um ein
abgeschlossenes System, in das nach Inokulation und Auffiillen des Fermenters
mit Medium nicht weiter eingegriffen wird. Nach einer kurzen Adaptationszeit
(lag-Phase) vermehren sich die Zellen mit exponentieller Wachstumsgeschwindig-
keit (log-Phase), bis das Nahrstoffangebot verbraucht ist. Um das Absterben der
Kultur zu verhindern, wird der Reaktor zu diesem Zeitpunkt auf etwa 10 % des
Volumens abgeerntet und mit frischer Nahrlosung aufgefiillt. Auf diese Weise stand
in Intervallen von ca. drei Tagen eine definierte Menge produkthaltiger Zellsuspen-
sion zur Verfiigung, die fiir die chromatographische Aufarbeitung mit den Peptid-
Affinitdtsmatrices eingesetzt werden konnte. Im wiederholten satzweisen Betrieb
wurden mit dem SuperSpinner Zelldichten von bis zu 3-10° Zellen/ml erreicht.
Zum Zeitpunkt der Ernte lag der Produkttiter zwischen 20 und 80 mg/L.

2.3 Chromatographie

Die chromatographischen Experimente stehen im Vordergrund der vorliegenden
Arbeit. Im folgenden werden die benutzten Systeme sowie die Prozeffithrung fiir
die Aufreinigung des monoklonalen Antikorpers und die Regeneration der Sdulen
vorgestellt. Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Charakterisierung der Matrices
hinsichtlich der Bindungskapazitit, der Fliissigphasendispersion und des Expansi-
onsverhaltens des flielsbettchromatographischen Prototypmaterials.
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2.3.1 Chromatographieanlagen

Fiir die Durchfiihrung der chromatographischen Experimente standen zwei ver-
schiedene Anlagen zur Verfiigung (Amersham Pharmacia Biotech). Die ersten
Bindungs- und Charakterisierungsstudien fanden mit einem SMART?™ System
statt. Fiir den anschlieRenden FlieRbettprozeR wurde ein GradiFrac’™ System mit
einer Streamline’ ™25 Siule verwendet.

2.3.1.1 Das SMART”"M System

Das SMART?™ System der Firma Amersham Pharmacia Biotech ist ein vollinte-
griertes, mikropraparatives HPLC-System (High Performance Liquid Chromato-
graphy), das fiir die Analyse und Aufarbeitung biologischen Materials im Nano-
gramm bis Mikrogramm Mafstab konzipiert ist.

Es ist mit zwei 20 ml Prézisionskolbenpumpen ausgestattet, die pulsfrei arbeiten
und bei einer Fliefgeschwindigkeit zwischen 10 pl/min und 2 ml/min mit hoher
Genauigkeit reproduzierbare Gradienten formieren. Die Proben werden iiber In-
jektionsschleifen appliziert. Durch den Einsatz spezieller, miniaturisierter Saulen
konnen extrem geringe Produktmengen aufgetrennt und mit Hilfe eines empfindli-
chen Detektors (pPeak Monitor) bis in den ng-Bereich nachgewiesen werden. Die
integrierte Separationseinheit ermdglicht die getrennte Sammlung von bis zu 5 pl
kleinen Fraktionen. Das System wird iiber eine PC-gestiitzte Software (SMART?M
Manager) angesteuert und kontrolliert. Es lassen sich beliebige Methoden program-
mieren und die Ergebnisse in Form von Chromatogrammen mit allen notwendigen
Daten aufzeichnen und archivieren.

Das SMART?™ System wurde aufgrund seiner Mafstabsauslegung, der hohen Pri-
zision und des geringen Totvolumens fiir die Experimente mit den 1 ml Festbett-
sdulen eingesetzt. Der Einbau erfolgte {iber einen speziellen Sdulenadapter, der
zum Lieferumfang der Chromatographieanlage gehort. Fiir grofsvolumigere Pro-
ben wurde statt der Injektionsschleifen ein 50 ml-Superloop (Amersham Pharma-
cia Biotech) angeschlossen. Alternativ dazu lief sich die Beladung auch iiber die
Systempumpen durchfiihren.

Neben den Versuchen zur Aufarbeitung und Charakterisierung der Peptid-Affini-
tiatsmatrices wurde das SMART?™ System auch fiir analytische Zwecke genutzt.
Dabei handelte es sich in erster Linie um die analytische Auftrennung der Chro-
matographiefraktionen aus der Aufreinigung des monoklonalen Antikorpers. Zum
Einsatz kam dafiir eine systemkompatible Gelfiltrationssidule. Ndhere Angaben zur
Vorgehensweise werden in Abschnitt 2.4.2 auf Seite 69 gemacht.
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2.3.1.2 Das GradiFrac™ System mit Streamline’”25 Siule

Das GradiFrac™™ System ist auf die Verarbeitung zellhaltiger Suspensionen in der
Fliekbettadsorption ausgelegt. Im Gegensatz zu herkommlichen FPLC-Anlagen
(Fast Performance Liquid Chromatography) laft sich nicht jede Funktion auto-
matisch steuern, so daf beispielsweise die Stromungsrichtung iiber manuelle Ventile
eingestellt werden mufs.

Das System war mit einer Streamline?25 Siule (1=1m, d =25mm) ausgestat-
tet, die mit 70 ml der Prototypmatrix befiillt wurde. Die resultierende Hohe des
sedimentierten Gelbetts betrug etwa 14,3 cm. Die Sdulen vom Fabrikationstyp
Streamline’™ sind alle aus einem 100 cm langen Glasrohr oder Edelstahlmantel
gebaut. Eine Maflstabvergroferung erfolgt lediglich iiber den Durchmesser. Die
Saulenhohe 14t sich mit einem hydraulisch verstellbaren Adapter regulieren, so
dafs sie in Abhéngigkeit von der Fliekgeschwindigkeit der jeweiligen Gelexpansion
angepalkt werden kann. Zur Optimierung der Anstrémverhéltnisse sind die Sdulen
an beiden Enden mit einer radial gelochten Verteilerplatte ausgestattet. Aufge-
steckte Netze aus einem feinporigen Drahtgitter verhindern die Ausschwemmung
der Matrix und unterstiitzen zusétzlich den gleichméfigen Flufs.

Abbildung 2.5 gibt den schematischen Aufbau des GradiFrac?™-Systems wieder.
Die Ventilstellungen sind entsprechend der Verhaltnisse bei der Expansion des
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des GradiFrac'™ Systems
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Gelbetts eingezeichnet. Der Fluk wurde von einer P50-Kolbenpumpe (Amersham
Pharmacia Biotech) mit einem Volumenstrom von bis zu 50 ml/min angetrieben.
Uber die vorgeschalteten 2-Wege-Ventile (Solenoid, PSV-100) CONC%Bund VAL-
VE active liefs sich wihrend der Chromatographieldufe der Wechsel zwischen den
Puffern und der Probe steuern. Die Handventile 1 bis 3 dienten der manuellen
Einstellung der Flufrichtung. Aufserdem ermdoglichten sie den Betrieb im Bypass,
wodurch die Sdule zur Befiillung der Schlduche oder Systemspiilung nicht ausge-
baut zu werden brauchte. Uber Ventil 4 wurde die mobile Phase aus der Anlage
entlassen oder alternativ auf einen programmierbaren Fraktionssammler geleitet.
Der Chromatographieverlauf konnte iiber einen integrierten UV-Monitor (UV-1,
Amersham Pharmacia Biotech) verfolgt und kontrolliert werden. Fiir die Doku-
mentation zeichnete ein angeschlossener Schreiber das Signal bei A = 280 nm
kontinuierlich auf.

Wihrend der Applikation wurde die Zellsuspension mit einem Magnetriihrer ho-
mogen gehalten. Die Riihrvorrichtung hing frei im Vorlagegefaft und gewéhrleistete
eine reibungsarme Durchmischung. Die Offnung des Ansaugschlauchs fiir die Probe
war mit dem Riihrer kombiniert. Der Eintritt verlief {iber ein aufgespanntes Stiick
eines Nylonstrumpfs (Porengrofe ca. 0,2 mm), wodurch grofere Zellaggregate zu-
riickgehalten bzw. zerkleinert wurden, und sich die Gefahr einer Verblockung der
Anlage verringern liefs.

2.3.2 Prozefifilhrung in der Chromatographie

Die chromatographische Aufarbeitung des monoklonalen Antikorpers Anti-FVIII
gliederte sich in die klassischen Schritte der Equilibrierung, des Probenauftrags,
der Auswaschung ungebundener Komponenten und der Elution des Produkts. Ab-
schliefend erfolgte eine Regeneration der Matrix, die in Abschnitt 2.3.2.3 néher
beschrieben wird.

Samtliche Chromatographieldufe wurden unter den in Tabelle 2.7 aufgefiihrten
Betriebsparametern durchgefiihrt. Die Einstellungen und Bedingungen gelten so-
wohl fiir den Festbett- als auch fiir den Fliefshettmodus. Abweichungen von diesem
Schema oder Anderungen des Puffersystems sowie die Menge der aufgetragenen
Probe sind im Ergebnis- und Diskussionsteil gesondert dokumentiert.

Nach Equilibrierung der Matrix auf die physiko-chemischen Arbeitsbedingungen
wurden die Sdulen mit der jeweiligen Produkt-Losung beladen. Die anschliefende
Auswaschung ungebundener Substanzen erfolgte in der Regel mit dem gleichen
Puffer wie die Equilibrierung (Puffer A). Der Spiilprozefs wurde mindestens solan-
ge fortgesetzt, bis das UV-Signal wieder eine konstante Basislinie erreichte. Zur
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Tabelle 2.7: Betriebsparameter und Puffersystem der Chromatographie

Chromatographie
1. Equilibrierung Puffer A 10 S&ulenvolumina 300 cm/h
2. Probenauftrag  Zellkultur, Uberstand, Konzentrat 300 cm/h
3. Waschen Puffer A 5 Sdulenvolumina 300 cm/h
4. Elution Puffer B 1 S&ulenvolumen 100 cm/h
Puffersystem
Puffer A: PBS, pH 7,0

0,96 g NaoHPO4 x 2 H20O
0,24 g KH,PO,

0,2 g KCI

8,0 g NaCl

ad 1 Liter Milli-Q, pH 7,0

Puffer B: 2 % Essigsaure, pH 2,7
(keine pH-Einstellung)

Puffer C: 1 M Tris, pH 9,0

12,11 g Tris

ad 100 ml Milli-Q, pH 9,0

(Vorlage fiir Elution, 1/4 Vol.-Anteil)
Zellkultur /Uberstand: keine Konditionierung

Konzentrat: Einstellung auf pH 7,0

Minimierung des Volumens fand die Elution mit einer niedrigeren Fliefsgeschwin-
digkeit statt. Sie wurde einstufig durch den direkten Wechsel auf 100 % Puffer B
durchgefiihrt. Die Stabilisierung des Produkts gewéhrleistete eine basische Puffer-
vorlage, die den pH-Wert der Eluatfraktion sofort neutralisierte. Zugesetzt wurde
der Puffer C mit einem Anteil von 25 % des Endvolumens.

2.3.2.1 Aufarbeitung in der Festbettchromatographie

Die Chromatographie im Festbettmodus erfolgte mit einem SMART?™ System.
Neben den Peptid-Affinitdtsmatrices die auf Basis der 1 ml Fertigsdulen vom Typ
HiTrap”™ hergestellt wurden, kam fiir vergleichende Studien eine HR5/5-Siule
(1 =5 cm, d = 5 mm, Amersham Pharmacia Biotech) zum Einsatz, die mit ei-
nem Milliliter des Fliekbettmaterials befiillt war. Die Chromatographieprozesse
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0.00 LOAD {Start: Equilibrierung mit A}
0.00 MIXER WASH 0 {Mixer mit 0 % B Waschen}
0.00 CONC_B 0 {Konzentration B: 0 %}
0.00 FILL A, 1, 20, 15000 {Befiillen Pumpe A mit 20 ml A}
0.00 FILL B, 1, 20, 15000 {Befiillen Pumpe B mit 20 ml B}
0.00 TRIPLE WAVELENGTH 280, 254, 220 {UV-Detektor: 280,254,220 nm}
0.00 FLOW 1924 {Fluf: 1924 pl/min; 300 cm/h}
9.00 AUTOZERO {UV-Detektor Autozero}
10.00 INJECT {Wechsel auf 50 ml-Superloop}
10.80 LARGE TUBE A {Fraktionierung in GefaB A}
19.00 FILL A, 1, 20, 15000 {Befiillen Pumpe A mit 20 ml A}
25.80 LARGE_TUBE B {Fraktionierung in GefaB B}
38.00 FILL A, 1, 20, 15000 {Befiillen Pumpe A mit 20 ml A}
40.80 LARGE_TUBE C {Fraktionierung in GefaB C}
55.00 FILL A, 1, 20, 15000 {Befiillen Pumpe A mit 20 ml A}
55.00 LOAD {Start: Waschschritt mit A}
55.80 LARGE_TUBE Z {Fraktionierung in GefaB 7}
60.00 CONC_B 0 {Start: Elution}
60.00 CONC_B 100 {Konzentration B: 100 %}
60.00 FLOW 641 {FluB: 641 pl/min; 100 cm/h}
60.70 NEEDLE POSITION UP {Start: Eluatfraktionierung}
60.70 GOTO_TUBE 1 {Beginn in Tube 1}
60.70 FRACTION SIZE 300 {FraktionsgroBe: 300 pl}
62.80 FRAC_STOP {Ende der Fraktionierung
62.80 FLOW 1924 {Fluf: 1924 pl/min; 300 cm/h}
65.00 CONC B 100 {Sptlen mit A}
65.00 CONC_B 0 {Konzentration B: 0 %}
70.00 CONC_B 0 {Ende der Methode}

Abbildung 2.6: Ausdruck einer Programm-Methode fiir das SMART?TM System. In diesem
Beispiel werden 45 ml Probe mit einer HiTrap” ™ -Siule aufgearbeitet. Die Beladung erfolgt iiber
einen 50 ml-Superloop.

verliefen mit Ausnahme geringer Modifikationen alle nach dem in Abbildung 2.6
dargestellten Programm.

Vor den Laufen wurden siamtliche Fliissigkeiten filtriert (Porenweite 0,2 ym) und
die Puffer entgast. Als Ausgangslosungen dienten Uberstinde aus SuperSpinner
Kultivierungen sowie ein affinitétschromatographisch iiber rProtein A (Amersham
Pharmacia Biotech) gereinigtes Produktkonzentrat. Je nach Grofe des Proben-
volumens erfolgte die Beladung mit kleinen Teflonschleifen, einem externen 50
ml-Superloop oder direkt iiber die Pumpe A des Systems. Das Programm wurde
dementsprechend verindert und die Fraktionsgrofen angepafst.

Neben den Chromatographieldufen mit dem monoklonalen Antikérper Anti-FVIII
wurden nach dem gleichen Prinzip weitere Immunglobuline und Reinsubstanzl6-
sungen verschiedener Proteine aufgearbeitet. Diese Versuche dienten zur Unter-
suchung der Bindungsselektivitit der Matrices. Auch die in Abschnitt 2.3.3.1 be-
schriebene Erstellung von Durchbruchskurven fand unter dhnlichen Bedingungen
statt. Dabei wurde jedoch der Durchlauf wiahrend des Probenauftrags stérker frak-
tioniert oder in regelméifigen Abstéinden eine Aliquot-Entnahme vorgenommen.
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2.3.2.2 Aufarbeitung in der Flieffbettchromatographie

Fiir die Peptid-Affinitdtschromatographie im Flielbett wurde das unter Abschnitt
2.3.1.2 beschriebene GradiFrac”™ System mit integrierter Streamline” 25 Siule
verwendet. Die Prozeffiihrung erfolgte nach dem in Abschnitt 1.3.1.2 der Einlei-
tung beschriebenen Prinzip. Nach Equilibrierung und Erreichen einer stabilen Ex-
pansion wurde direkt ohne Unterbrechung der Anstréomung auf die Beladung mit
der zellhaltigen Produktlosung umgeschaltet und fiir den anschlieffenden Wasch-
schritt wieder auf Puffer A. Die Elution fand nach Sedimentation der Matrix in
umgekehrter Flufsrichtung statt. Durch die Absenkung des oberen Siulenadapters
auf die Geloberfliche konnte das Elutionsvolumen minimiert und das Produkt op-
timal ankonzentriert werden.

Fiir die Aufarbeitung des Antikérpers wurden jeweils 600 bis 1800 Milliliter zellhal-
tige Kultursuspension aufgetragen, die als Ernte aus einem SuperSpinner hervor-
gingen. Eine vorausgehende Konditionierung der Proben war bei der Verwendung
der Peptid-Affinitdtsmatrix nicht notwendig. Die separate Sammlung der einzelnen
Chromatographiefraktionen fand in allen Versuchen durch den manuellen Wechsel
der Auffanggefiffe am Austrittsschlauch des Systems statt. Die Begrenzung der
Volumina erfolgte UV-kontrolliert unter Beriicksichtigung des Totvolumens.

Die einzelnen Laufe wurden hinsichtlich ihres Reinigungserfolgs mittels ELISA und
SDS-Gelelekrophorese beurteilt. Neben der Abreicherung von Medienbestandtei-
len und Zellinhaltsstoffen lag ein weiterer Schwerpunkt auf der Untersuchung von
Biomasse/Matrix-Interaktionen und verfahrensbedingter Zellschiddigung. Die ana-
lytischen Methoden sind im Abschnitt 2.4 ab Seite 66 zusammengefafst.

2.3.2.3 Regeneration der Matrices

Nach der Priifung und Beurteilung unterschiedlicher CIP-Prozeduren (Cleaning In
Place) wurde die Sduberung der Chromatographiematrices standardisiert nach ei-
ner einfachen und effektiven Regenerationsmethode mit 0,5 M Natronlauge durch-
gefiihrt. Diese lehnte sich an einen Prozefs an, der sich sonst nur fiir die Behandlung
chemisch dufserst stabiler Matrices wie beispielsweise der lonenaustauscher eignet.
Tabelle 2.8 listet die einzelnen Arbeitsschritte der Prozedur auf.

Die Regenerationslosung wurde bei niedriger Fliefsgeschwindigkeit fiir eine Kon-
taktzeit von 120 Minuten iiber die Séule gepumpt. Anschliefsend erfolgte eine Ree-
quilibrierung fiir den nichsten Chromatographielauf. Fiir lingere Lagerzeiten wur-
den die Matrices in 20 % Ethanol iiberfiihrt.

Die Festbettsdulen wurden nur nach jedem fiinften bis zehnten Experiment so-
wie vor einer ldngeren Nutzungspause durch die beschriebene Langzeitbehandlung
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Tabelle 2.8: Regeneration der Peptid-Affinitéitsmatrices

Arbeitsschritt Losung Fluf Kontaktzeit
1. Regeneration' 0,5 M NaOH 50 cm/h 120 min
2. Reequilibrierung PBS, pH 7,0 300 cm/h 20 min

IRegeneration im FlieRbett im expandierten Modus

regeneriert. Jedoch fand standardgeméf nach jedem Lauf eine verkiirzte CIP-
Prozedur statt, in der die Matrices iiber eine Injektionsschleife des Smart?™ Sy-
stems mit 3,5 ml der NaOH bei 500 pl/min gespiilt wurden. Fiir die Fliekbettma-
trix erfolgte hingegen bereits nach jedem Gebrauch eine griindliche Regeneration
im expandierten Modus. Dabei wurde in einzelnen Féllen der Verbrauch an Na-
tronlauge durch Rezyklisierung der Regenerationslosung reduziert.

Die Kontrolle der Regenerationsleistung fand im Fliekbett durch Vergleich der Ex-
pansionsprofile vor einem Aufarbeitungslauf und nach der abschlieffenden CIP-
Prozedur statt (s. Abschnitt 2.3.3.3). Im Festbett wurde die Beseitigung von
Riickstdnden durch die Chromatographie eines Ratte-Antikorpers getestet, der die
k-leichte Kette von Maus-Antikérpern spezifisch bindet (Maus-Ratte Hybridom
HB58, ATCC American Tissue Culture Collection). Da dieser an eventuell vor-
handenen Anti-FVIII Riickstdnden zuriickgehalten wird, konnte er zum indirek-
ten Nachweis einer Kontamination der Matrix eingesetzt werden. Der Test fand
analog zur Produktaufarbeitung (vgl. Abschnitt 2.3.2) direkt vor und nach der
CIP-Prozedur mit jeweils 15 ml eines HB58-Konzentrats (ca. 200 mg/L) statt. Die
anschliefende Western-Blot Analyse der Chromatographiefraktionen (s. Abschnitt
2.4.4) gab Aufschluf iiber den Verbleib des HB58 und erméglichte die Abschitzung
des Regenerationserfolgs.

Neben der Abreicherung von Kontaminationen mufste die Gewéhrleistung der Sta-
bilitdt des Peptidliganden gegeniiber der Natronlauge untersucht werden. Die Kon-
trolle erfolgte durch Vergleich der Durchbruchskurven eines Anti-FVIII Konzen-
trats vor und nach der Regeneration. Die Erstellung von Durchbruchsprofilen wird
unter Abschnitt 2.3.3.1 beschrieben. An der Verdnderung der dynamischen Bin-
dungskapazitit fiir das Produkt liefs sich eine eventuelle Schédigung des Peptids ab-
lesen. Zusétzlich wurde das Standzeitverhalten der Matrices durch eine 24-stiindige
Behandlung mit 0,5 bzw. 1,0 M Natronlauge simuliert und ebenfalls durch den
Vergleich der Durchbruchskurven beurteilt.



62 KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

2.3.3 Charakterisierung der Matrices

Zusatzlich zu den Aufarbeitungsexperimenten wurden die Peptid-Affinitdtsmatrices
noch hinreichend charakterisiert. Dabei stand die Ermittlung der Bindungskapa-
zitédt, das Verweilzeitverhalten der unterschiedlichen Basalmatrices und das Flui-
disierungsverhalten des EBA-Prototypen im Vordergrund.

2.3.3.1 Ermittlung der dynamischen Bindungskapazitéit

Zur Bestimmung der Kapazitit der Peptid-Affinitdtsmatrices fiir den Anti-FVIII
Antikorper wurden verschiedene Durchbruchsstudien nach der frontalen Adsorp-
tionsanalyse durchgefiihrt. Die notwendige Produktmenge stellten in erster Linie
ein affinitdtschromatographisch gereinigtes Antikérperkonzentrat sowie partikel-
freie Kulturiibersténde bereit.

Nach Equilibrierung wurden die Séulen bei unterschiedlichen Fliefsgeschwindigkei-
ten mit der jeweiligen Antikorperlosung beladen. Wahrend des Auftrags fand in
regelméfiigen Abstédnden eine Probenentnahme aus dem Durchlauf statt, die an-
schlieflend im ELISA vermessen wurde (s. Abschnitt 2.4.1). Bei Verarbeitung der
Konzentrate konnte der Produktdurchbruch zusétzlich iiber den Verlauf der opti-
schen Dichte bei 280 nm verfolgt werden. Die Ausgangsprobe enthielt in diesem
Fall lediglich den reinen Antikorper, so daf keine Kontaminationen das UV-Signal
iiberlagerten.

Nach Auswertung der ELISA-Ergebnisse wurde der IgG-Gehalt der Durchlaufpro-
ben prozentual auf die Konzentration in der urspriinglichen Losung bezogen und
gegen die zum jeweiligen Zeitpunkt aufgetragene Antikorpermenge pro Milliliter
Gel aufgetragen. Die dynamische Kapazitidt der Matrices lieft sich dann graphisch
ermitteln. Sie wird per Definiton bei einem Produktdurchbruch von 10 % der Aus-
gangskonzentration am zugehorigen x-Wert abgelesen.

2.3.3.2 Charakterisierung des Verweilzeitverhaltens

Die Adsorptionsleistung sdulenchromatographischer Prozesse hingt neben der An-
zahl, Verteilung und Giite der Liganden sowie der Zusammensetzung des Puffer-
systems im wesentlichen vom Stromungsverhalten der Fliissigphase ab. Eine idea-
le Pfropfenstromung kann durch Inhomogenitidten verhindert werden, die durch
Wandeffekte sowie eine ungeeignete Form, Grofe oder Packung der Matrixparti-
kel hervorgerufen werden. Da sich die Basismaterialien der HiTrap?™ Sdulen und
des EBA-Prototypen diesbeziiglich stark voneinander unterschieden, muften ihre
Stromungsprofile charakterisiert und miteinander verglichen werden, um mogliche
Differenzen in der chromatographischen Leistung diskutieren zu konnen.
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Die axiale Dispersion der Fliissigphase 14t sich durch Untersuchungen des Verweil-
zeitverhaltens eines Spurstoffs ermitteln. Experimentell wird dies durch den Auf-
trag eines Sprung- oder Dirac-Impulses am Sauleneingang und der Auswertung der
Verweilzeitverteilung der Substanz am Sdulenausgang realisiert. Im folgenden wer-
den die wesentlichen mathematischen Grundlagen zur Auswertung einer solchen
Antwortfunktion erldutert. Es sei angemerkt, daf die Verhéltnisse im einzelnen
wesentlich komplexer sind und detailliertere Informationen aus der entsprechen-
den Literatur hervorgehen [CumieL, 1991; FITZER & FRITZ, 1982; LEVENSPIEL, 1972].

Unter der Annahme, dafs sich das Eingangssignal wie ein idealer Dirac-Impuls ver-
hilt, kann die aus einem Spurstoffexperiment hervorgehende Verweilzeitverteilung
nach der Momentenmethode ausgewertet werden.
Als experimentelles Ergebnis erhélt man eine Kurve, die die Konzentration des
Stoffs (c) als Funktion der Zeit (t) widerspiegelt:

c= f(t) (2.3)

Fiir vergleichende Betrachtungen wird die c-Funktion beziiglich ihres Integrals
normiert. Die resultierende dimensionslose E-Funktion (2.4) bzw. normierte Ver-
weilzeitverteilung gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der ein Spurstoffmolekiil die
Saule zum Zeitpunkt t verlafst.

c

E =
[e-dt
0

(2.4)

Das erste Moment der normierten Antwortfunktion (E) liefert die mittlere Ver-

weilzeit (t) als Erwartungswert:

o0

- /t . Edt (2.5)

0

Das zweite zentrale Moment entspricht der Varianz (07) und beschreibt die Peak-

breite:
(0@

o} = /(t —1)?Edt (2.6)

0
Fiir geschlossene Systeme, in denen keine Riickvermischung jenseits der Saulen-
grenzen stattfindet, ist das Antwortsignal gegeniiber dem Eingangsimpuls unter
optimalen Stromungsbedingungen lediglich um die Raumzeit bzw. hydrodynami-
sche Verweilzeit (7) verschoben. Bei rein konvektivem Stofftransport entspricht
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sie der mittleren Verweilzeit (t) eines Spurstoffmolekiils im System. Die normierte
Varianz (03) wird dann wie folgt durch zwei Terme beschrieben:

0'2 O'2
oy =5 ="t (2.7)

Die Quantifizierung von Riickvermischungseffekten kann in Anlehnung an das Di-
spersionsmodell erfolgen. Dieses Modell geht von statistisch verteilten und linear
vom Konzentrationsgradienten abhéngigen Mischungsvorgidngen aus. Diese lassen
sich unter nichtadsorbierenden Bedingungen aus folgendem Zusammenhang bilan-

zieren: 5 e 5
1
e _ > 9 9 (2.8)
00 Bo 072 o0z
mit: ¢ dimensionslose Konzentration

-]
© dimensionslose Zeit [-]
Z  dimensionsloser Weg -]
Bo Bodensteinzahl -]

Die Bodensteinzahl (Bo) beschreibt als dimensionslose Kennzahl das Verhéltnis
von konvektivem zu dispersivem Stofftransport. Sie hingt wesentlich vom axialen
Dispersionskoeffizienten (D,,) ab und ist durch Gleichung 2.9 definiert. Sowohl
Bo als auch D,, sind wichtige Merkmale zur Charakterisierung von Riickvermi-
schungseffekten. Fiir ideale Stromungsrohre gilt: Bo — oo und D,; — 0.

Bo = Y4- Ls (2.9)
Doy
mit: Bo Bodensteinzahl -]
D,, axialer Dispersionskoeffizient [m? - s~
uz effektive Lineargeschwindigkeit (uz = %) [m s 1]
Lg Saulenlénge [m]

Fiir ein geschlossenes System existiert keine analytische Losung der Gleichung
2.8. Jedoch besteht zwischen der Bodensteinzahl (Bo) und der aus Formel 2.7
hervorgehenden normierten Varianz (02) der in Gleichung 2.10 dargestellte Zu-
sammenhang, aus dem sich die Bodensteinzahl (Bo) mit Hilfe spezieller Compu-
terprogramme iterativ bestimmen laft.

2 2
of = Bo B [1 — exp(—DBo)] (2.10)

Neben dem Dispersionsmodell konnen die Effekte der Riickvermischung auch durch
das Zellenmodell beschrieben werden. Das Modell geht immer von einem geschlos-
senen System aus und segmentiert die Sdule in eine Kaskade identischer, idealer
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Riihrkessel, in denen einzeln betrachtet eine vollstdndige Durchmischung stattfin-
det. Die Kenngrofe ist hierbei die Anzahl der gestaffelten Kessel, die als theoreti-
sche Bodenzahl N bezeichnet wird. Sie 14fst sich nach Gleichung 2.11 ebenfalls aus
der normierten Varianz (03) der E-Funktion berechnen.

N = (2.11)

1
7
Da die theoretische Bodenzahl N von der Lange der Sdule abhéngig ist, sollte sie fiir
den Vergleich unterschiedlicher Sdulen auf eine feste Léngeneinheit (N/m) bezogen
werden. Alternativ dazu kann die aussagekriftigere Hohe der fiktiven Einzelkessel
HETP (Height Fquivalent of Theoretical Plates) berechnet werden:

Lg
HETP = N (2.12)
Die Charakterisierung des Verweilzeitverhaltens wurde fiir eine HiTrap?™ und ei-
ne HR5/5-Sdule, die einen Milliliter der Prototypmatrix enthielt, durchgefiihrt.
Die Spurstoffexperimente fanden bei verschiedenen Anstrémungsgeschwindigkei-
ten im SMARTTM System statt. Als Fliissigphase diente ein auf pH 7,0 eingestell-
ter PBS-Puffer, der fiir die Herstellung der Spurstoffiésung zu 5 % mit Aceton
versetzt wurde. Die Applikation des Dirac-Impulses erfolgte {iber eine 10 ul Injek-
tionsschleife. Als Antwortfunktion wurde das UV-Signal des Durchlaufs gegen das
fortlaufende Volumen aufgezeichnet und fiir die Bestimmung der Kenngréfen in
eine c-Funktion auf Basis der Zeit umgewandelt. An Hand der Daten liefsen sich
dann die Bodensteinzahl Bo und die Anzahl der theoretischen Béden N mit Hilfe
eines von Herrn Dr. Frank-Udo Huneke geschriebenen Computerprogramms nach
der Momentenmethode berechnen. Das Programm 16st die Gleichungen 2.5 und
2.6 durch numerische Integration nach Simpson und die Gleichung 2.10 iterativ

nach der Methode von Newton [HUNEKE, 1995].

2.3.3.3 Aufnahme von Expansionsprofilen im Fliefibett

Die Erstellung einer Fluidisierungscharakteristik fiir die Prototypmatrix diente der
Ermittlung der optimalen Fliefigeschwindigkeit fiir die Aufreinigungsexperimente
und zur Uberpriifung des Regenerationserfolgs. Als Fliissigphase wurde der Equi-
librierungspuffer aus der Aufarbeitung (PBS, pH 7,0) verwendet. Die Einstellung
der Adapterhohe betrug 95 cm und wurde wihrend der gesamten Versuchsrei-
he nicht verdndert. Die Anstromung erfolgte mit Fliefgeschwindigkeiten zwischen
50 und 600 cm/h, was einem Volumenstrom von 4,1 bis 49,1 ml/min entsprach.
Zum Ablesen der jeweiligen Expansionshéhe wurde solange equilibriert, bis die
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Fluidisierung des Gels konstant blieb (ca. 20 min). Wahrenddessen erfolgte eine
makroskopische Beurteilung der Stabilitit des Fliefbetts.

Durch den Bezug der Expansionshéhe H auf die Hohe des sedimentierten Gels Hy
konnte der Expansionsgrad in Abhéngigkeit von der Anstromgeschwindigkeit auf-
genommen werden. Die graphische Darstellung liefs einen linearen Zusammenhang
erkennen, in dessen Grenzen der Arbeitsbereich fiir die Chromatographie festgelegt
wurde. Die Wiederholung der Versuchsreihe im direkten Anschluf an ein Aufarbei-
tungsexperiment ermoglichte eine Abschitzung der Auswirkungen der Biomasse-
passage auf das Fluidisierungsverhalten und gab Auskunft iber mégliche Adhési-
onsriickstdnde auf der Matrix. Desweiteren konnte die Leistung der CIP-Prozedur
durch den Vergleich mit einem nach der Regeneration erstellten Expansionsprofil
beurteilt werden.

2.4 Analytik

2.4.1 Produktquantifizierung mittels ELISA

Fiir den Nachweis und die Quantifizierung geloster Biomolekiile konnen verschie-
dene Arten von Immunoassays durchgefiihrt werden. Der Detektionsmechanismus
dieser Methoden basiert auf spezifischen Antigen/Antikérper-Wechselwirkungen,
die eine hohe Selektivitit des Tests gewihrleisten.

In homogenen Systemen befindet sich die Antikorpersonde und ein nachzuwei-
sendes Hapten in Losung. Die Bindung wird iiber eine resultierende Verdnderung
der Enzymaktivitit des entsprechenden Hapten/Enzym-Konjugats quantifiziert.
Im Gegensatz dazu wird in heterogenen Systemen das Antigen an eine feste Phase
(Kunststoff, vorbehandeltes Glas) gebunden. Der Nachweis erfolgt {iber die Bin-
dung eines spezifischen Antikorpers, der enzym- (ELISA, enzyme linked immuno
sorbent assay) oder radioaktiv markiert (RIA, radio immuno assay) ist. Dabei
wird der markierte Antikorper entweder direkt gegen das Antigen (direkter Im-
muntest) oder als Zweitantikorper gegen die Spezies eines zuvor gebundenen anti-
gensperzifischen Erstantikorpers (indirekter Immuntest) eingesetzt.

Ein weiteres heterogenes System ist der sogenannte Sandwich-Test, bei dem das
Antigen zwischen einer tragergebundenen und einer freien, markierten Antikorper-
schicht fixiert wird.

Im ELISA wird die hohe Spezifitit einer Antigen/Antikorper-Reaktion mit der
Empfindlichkeit eines enzymatischen Tests verkniipft. Die Bindung wird indirekt
dadurch sichtbar gemacht, daf die gekuppelten Enzyme ein farbloses Chromogen
in ein farbiges Reaktionsprodukt umwandeln, das photometrisch bestimmt werden
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kann. Setzt man zur Detektion konstante Antikorper- und Substratmengen ein, so
kann die Antigenkonzentration in einer unbekannten Probe iiber Standardeichkur-
ven ermittelt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA zur Bestimmung der Pro-
duktkonzentrationen in den Kultur- und Aufarbeitungsproben genutzt. Der Pro-
benantikorper fungierte dabei als Antigen, das iiber Anti-Spezies-Immunglobuline
in den Immunoassay eingebettet wurde (s. Abb. 2.7). Tabelle 2.9 fafst die Arbeits-
vorschrift zusammen und listet die notwendigen Losungen auf.

ABTS H,0,
farblos
4+ Csz Csz
pH 4, 5
H O
ABTS
(griin)
N+

C2H5 Csz
— 5) Substratzugabe: ABTS, H,0,
4) Konjugation: Ziege-Anti-Maus-IgG,
Peroxidase-konjugiert
3) Probenauftrag: Proben-Maus-IgG
und Standard-Maus-IgG
BSA BSA 2) Abséttigung: BSA
Mikrotiterplatte 1) Beschichtung: Ziege-Anti-Maus-IgG

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung des Sandwich-ELISAs

Im ersten Schritt wurde die als feste Phase dienende 96-well-Mikrotiterplatte (Nunc-
Immuno-Plate MaxiSorp, Nunc, Wiesbaden) mit einem Ziege-Anti-Maus-IgG ge-
gen den Probenantikdrper beschichtet. Nach Abséttigung der freigebliebenen un-
spezifischen Bindungsstellen mit Albumin wurden die vorverdiinnten Proben und
ein Ak-Standard mit bekannter Konzentration nach dem in Abbildung 2.8 darge-
stellten Schema in einer Vorlage von PBS-Blau aufgetragen und jeweils im Verhélt-
nis 1:2 mit einer Mehrkanalpipette auf der Platte weiterverdiinnt. Die anschlie-
fsende Konjugation erfolgte mit einem Peroxidase-gekuppelten Ziege-Anti-Maus-
-IgG. Als Substrat der Meerrettichperoxidase (HRP) dienten Wasserstoffperoxid
und ABTS (2,2’-Azino-di(3-Ethylbenzthiazolin)-6-Sulfonsdure-Diammoniumsalz).
Dabei fungiert ABTS als Elektronendonator fiir die Peroxidase katalysierte Reduk-
tion von HyO4 zu H,O. Die Oxidation des ABTS laft das stabile Radikalkation
ABTS™"- entstehen, dessen Adsorptionsmaxima bei A — 415, 650, 728 und 815 nm
liegen [ScoTT ET AL., 1993|.
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Tabelle 2.9: ELISA Arbeitsvorschrift

Arbeitsschritte

1. Beschichtung 10 ml Beschichtungspuffer

+ 25 ul Ziege-Anti-Maus IgG 100 pil/well - 4°C . N.

2. Absdttigung 22,5 ml Phosphatpuffer

+ 2,5 ml fotales Kilberserum FCS 250 pul/well - RT 30 min

3. Probenauftrag  Probe-/Standardverdiinnungen in
PBS-Gelb (PBS-Blau Vorlage)

4. Konjugation 5 ml T-PBS + 5 ml FCS
+ 6 pl Ziege-Anti-Maus IgG, 100 pl/well RT 60 min
Peroxidase-konjugiert

5. Substratzugabe 10 ml Substratpuffer + 10 mg ABTS
+1 ul H202

100 pl/well RT 60 min

100 pl/well RT 15 min

Loésungen

Beschichtungspuffer: 4,29 g Na,CO3 x 10 H,O
2,93 g NaHCOg4
ad 1 Liter Milli-Q, pH 9,4

Phosphatpuffer: 13,7 g Na,HPO4 x 2 HyO
9,3 g NaH2P04 X 2 HQO
ad 1 Liter Milli-Q, pH 7,0

PBS: 0,96 g NapHPO4 x 2 H,O
0,24 g KHyPOy
0,2 g KCl
8,0 g NaCl
ad 1 Liter Milli-Q, pH 7,2
T-PBS: PBS + 0,5 ml/1 Tween 20
PBS-Gelb: PBS + 0,1 g/1 Tartrazin (Serva 35754)
PBS-Blau: T-PBS + 0,1 g/l Alphazurine A (Ega 19814-5)
+1,8 g/1 Rinderserumalbumin BSA
Substratpuffer: 0,94 g NaBO3 x 4 H,O

Citrat-1-Hydrat
21,47 g NapHPO,4 x 12 HyO
ad 1 Liter Milli-Q, pH 4,5
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der Probenauftragung im ELISA

Nach einer Inkubationszeit von ca. 15 Minuten im Dunkeln wurde die fortgeschrit-
tene Reaktion bei einer Wellenldnge A von 405 nm ohne Referenz in einem ELISA-
Photometer (ELx 808, Bio-Tek, Neufahrn) gemessen. Uber einen angeschlossenen
PC mit entsprechender Software (MikroWin 3.0, Mikrotek Laborsysteme GmbH,
Overath) wurde aus den aufgetragenen Standardverdiinnungen eine Eichkurve er-
mittelt, mit der {iber einen Extinktionsvergleich eine automatische Berechnung der
unbekannten Antikérperkonzentration in den Proben erfolgte.

Mit Hilfe des ELISAs liefen sich die folgenden Bewertungskriterien fiir die Aufrei-
nigung des Antikorpers in der Chromatographie ermitteln:

Probe [mg] - (Durchlauf [mg] + Waschen [mg])

Bindungsrate [%] = 100 %
Probe [mg]
Eluat [mg]
Wiederfindungsrate [%] = - 100 %
Probe [mg] - (Durchlauf [mg] + Waschen [mg])
Eluat [mg]
Ausbeute (%] = ——— 100 %
Probe [mg]

2.4.2 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration wurde als eine Methode zur Untersuchung und Beur-
teilung des Reinigungserfolgs in der Peptid-Affinitdtschromatographie eingesetzt.
Zum Einsatz kam eine mikropriparative Superdex’ 200 PC 3.2/30 Séule (Amers-
ham Pharmacia Biotech), die fiir den Betrieb im SMART?™ System konzipiert ist.
Die Saulenparameter sind in Tabelle 2.10 zusammengefaft.

Die Saulenabmessungen und die Fiillung mit besonders kleinen Gelpartikeln ge-
wihrleisten laut Herstellerangaben eine theoretische Bodenzahl (N) von grofer
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Tabelle 2.10: Sdulencharakteristik der Superdex?? 200 PC 3.2/30

Sdulenabmessungen d = 3,2 mm; 1 = 300 mm
Gel Volumen 2,4 ml
Basalmatriz Dextran, quervernetzte Agarose
Partikeldurchmesser 13-15 pm
Porengréfe 100-120 A
Bodenzahl N > 30.000 m~!
Separationsbereich 10-600 kDa
Ausschlufigrenze 1.300 Da
Probenvolumen < 50 pl
Volumenstrom < 100 pl/min

pH Stabilitat 3-12 (1- 14 fir Regeneration)
Arbeitsdruck 1,5 MPa

als 30.000/m, wodurch eine hochauflésende Trennung von Biomolekiilen ermdog-
licht wird. Der optimale Separationsbereich ist fiir globuldre Proteine mit 10 bis
600 kDa angegeben.

Die Analyse der einzelnen Fraktionen aus der Peptid-Affinitdtschromatographie
verlief programmgesteuert iiber die System-Software SMART?™ Manager. Nach
Equilibrierung der Sdule mit 10 ml PBS, pH 7,0 wurden jeweils 10 ul der Proben
tiber eine Injektionsschleife appliziert. Der Volumenstrom betrug 40 pl/min. Die
Separation erfolgte in insgesamt 3 ml Puffer und wurde durch kontinuierliche Auf-
zeichnung des UV-Signals bei A = 280 nm in einem Chromatogramm dokumentiert.
Der Vergleich der aufgetrennten Proben aus Kulturiiberstand und Eluat ermdg-
lichte abschliefsend eine Abschétzung des in der Peptid-Affinitdtschromatographie
erzielten Reinigungserfolgs.

2.4.3 SDS-PAGE und Silberfarbung

Die SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine hochauflésende
Separationstechnik zur Analyse von Proteinen. In der nativen PAGE werden die
Proteine hinsichtlich ihrer Ladung, Gréfte und Konformation voneinander getrennt.
Im Gegensatz dazu erfolgt die Auftrennung in der SDS-PAGE ausschlieflich nach
unterschiedlichen Molekiilgrofen [Gorc & WEesTERMEIER, 1998]. Durch die Zugabe
von Sodiumdodecylsulfat (SDS) zum Probenansatz werden die Eigenladungen des
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Proteins iiberdeckt und nichtkovalente Wechselwirkungen aufgehoben. Das stark
anionische Detergenz bindet in einem konstanten Massenverhéltnis (1,4 gSDS pro
1 gProtein) an die Molekiile. Durch die Anlagerung an hydrophobe Regionen wer-
den die Proteine entfaltet und erhalten eine einheitliche negative Ladungsdichte
auf ihrer Oberfliche, so dalt die Gesamtladung der Komplexe der Proteinmas-
se proportional ist. Die elektrophoretische Separation wird somit unabhéngig von
der urspriinglichen Konformation und Nettoladung der Proteine. Eine vollstiandige
Auffaltung erreicht man durch zusétzliche Behandlung der Proben mit reduzieren-
den Agenzien, wie [-Mercaptoethanol, das die Disulfidbriicken spaltet und das
Protein in seine Polypeptiduntereinheiten teilt. Unter diesen Bedingungen besteht
eine Linearitidt zwischen dem Logarithmus des Molekulargewichts log MW und der
relativen Beweglichkeit Ry im elektrischen Feld. Uber mitgefiihrte Markerproteine
bekannter Grofe lassen sich die Molekiilmassen der Probenproteine bestimmen.
Fiir die SDS-PAGE werden Polyacrylamidgele verwendet, deren Porengrofse sich
durch Anderung der Totalacrylamidkonzentration 7'bzw. des Quervernetzeranteils
Cy (NN-Methyl-bisacrylamid) variieren ldfst, so daf sie auf die Molekiilgrofen der
zu analysierenden Probe abgestimmt werden konnen. Der Molekularsiebeffekt der
Gele kann zuséatzlich durch die Einstellung eines Porengrofsengradienten gesteigert
werden. Eine Optimierung beziiglich Auflésung und Bandenschérfe erreicht man
durch eine diskontinuierliche Gelelektrophorese, in der die Probenmolekiile vor dem
Eintritt in das eigentliche Trenngel zunéchst durch einen Isotachophoreseschritt in
einem grobporigen Sammelgel in schmalen Zonen konzentriert werden.

Die diskontinuierliche SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde in erster Li-
nie zur Abschiatzung des Reinigungserfolges bei der Antikorperaufarbeitung in der
Chromatographie eingesetzt. Die Trennung fand unter nichtreduzierenden Bedin-
gungen statt, so daf keine exakte Bestimmung des Molekulargewichts moglich war.
Eine ungefihre Zuordnung erfolgte iiber ein reduziertes Standardproteingemisch
mit Molekiilmassen zwischen 14 und 96 kDa (LMW-Calibration Kit 14-96, Amers-
ham Pharmacia Biotech). Fiir die Elektrophorese standen ein PhastSystem”?
(Amersham Pharmacia Biotech) sowie Fertiggele vom Typ PhastGel” " Gradient 8-
25 und entsprechende SDS-haltige Pufferstreifen zur Verfiigung. Die Proteinproben
wurden im Verhéltnis von 1:3 bis 1:10 mit nicht-reduzierendem Puffer (0,063 M
Tris/HCl, 1 mM EDTA, 2 % SDS, 0,1 % Bromphenolblau, pH 8,0) versetzt und
in einem speziellen Applikator auf das Gel aufgetragen. Nach der Elektrophorese
wurde das Gel in die Férbeeinheit des PhastSystems” ™ {iberfiihrt und zur Detekti-
on der Proteinbanden mit einer Silberfairbung behandelt [HEukEsHOVEN & DERNICK,
1988]. Sowohl die elektrophoretische Trennung als auch die anschliefende Farbung
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Tabelle 2.11: SDS-PAGE und Heukeshoven-Silberfirbung im PhastSystem”™

Elektrophorese
1 Elektrophorese 150V 6,0mA 1,8W 15°C 90 Vh
2 Aufrechterhaltung der Trennung 50V 0,1mA 05W 15°C 0 Vh
= Probenapplikation unter 1: 1 - 10 Vh

Silberfirbung
Loésungen Farbungsschema
1 Fixierer I. 120 ml Methanol + 280 ml . R
20 % Trichloressigsdure TCA (80 ml) Zulauf — Ablauf ¢ [min]  T[*C]
2 Fizierer II: 30 % Ethanol, 10 % Essig- 1. 1 0 0,5 25
séure, 60 % H>O (160 ml) 2. 2 0 0,4 50
3 Konditionierer: 30 ml Ethanol + 10 ml 3. 2 0 4,0 50
4 M Na-Acetat + 0,5 ml Essigséure 4. 3 0 7,0 40
10 ml 5 % Glutardialdehyd + 0,2 g Na- 5. 5 0 3,0 50
Thiosulfat, ad 100 ml mit H,O (80 ml) 6. 5 0 3,0 50
4 Silberabfall: 250 ml-Schottflasche 7. 5 0 3,0 50
5 Wasser: Milli-Q Wasser (560 ml) 8. 5 0 4,0 50
6 Versilberer: 50 ml 0,4 % Silbernitrat- 9. 5 0 4,0 50
16sung + 50 pl 37 % Formaldehyd, ad 10. 6 4 8,0 40
200 ml mit HyO (160 B ml) 11. 6 4 2,0 25
7  Entwickler: 200 ml 2,5 % Natrium- 12. 7 0 0,4 30
carbonat + 50 ul 37 % Formaldehyd 13. 7 0 4,0 50
(160 ml) 1. 8 0 2,0 50
8  Stoppbad: 50 mM Na-EDTA (80 ml) 15. 5 0 3,0 50
9 Konservierer: 10 % Glycerin (80 ml) 16. 9 0 4,0 50
0 Abfall: Waschbecken 17. 5 0 0,4 25

verliefen programmgesteuert unter den aus Tabelle 2.11 ersichtlichen Bedingungen.
Zur Auswertung wurden die Gele mit einem Scanner (GT-6000, Epson, Diisseldorf)
digitalisiert.

2.4.4 Western-Blot Analyse

Als Western-Blot bezeichnet man ein Verfahren, mit dem elektrophoretisch aufge-
trennte Proteine aus einem Gel auf eine Polymerschicht iibertragen und anschlie-
flend durch Immundetektion spezifisch nachgewiesen werden konnen. Generell wird
zwischen Elektro- und Kapillartransfer unterschieden. Beim Elektroblotting wird
das Gel mit der aufliegenden Trédgermembran iiber puffergetrinkte Filterpapiere
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zwischen zwei Elektroden eingespannt. Im elektrischen Feld wandern die Proteine
in Richtung Anode und adherieren an der Blotmembran. Demgegeniiber verlduft
der Proteintransfer im Kapillarblot iiber den kapillaren Sog in einem Feuchtig-
keitsgefille, das durch Auflage von Filterpapieren oder durch Verdunstungseffekte
an der Oberflache der Blotmembran erzeugt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methodik der Western-Blot Analyse zur
zweifelsfreien Unterscheidung des fiir die Matrix-Regenerationstests verwendeten
Antikorpers HB-58 vom Produktantikorper Anti-F'VIII eingesetzt. Tabelle 2.12
fakt die Arbeitsvorschrift zusammen.

Die Auftrennung der Chromatographiefraktionen erfolgte nach der in Abschnitt
2.4.3 beschriebenen SDS-PAGE. Anschliefend wurde ein Kapillarblot durchge-
fithrt. Die Tragermembran bestand aus Nitrocellulose (Porengrofe 0,45 pm, Schlei-
cher & Schuell), die eine gute Zugéinglichkeit der geblotteten Proteine fiir die nach-
folgende Antikorperbindung gewihrleistet.

Der Proteintransfer fand im PhastSystem?™ statt. Durch Temperierung des Gels
auf 70°C wurde die Verdunstung an der Blotmembran beschleunigt, so dafs der
Prozef bereits nach 15 Minuten abgebrochen werden konnte. Die anschliefende
Farbung des SDS-Gels erfolgte nach der in Tabelle 2.11 beschriebenen Methode.

Fiir die Immundetektion wurde die Nitrocellulose zunédchst mit einem albumin-
reichen Blockingpuffer abgesattigt. Der Nachweis des HB-58 verlief {iber ein di-
rektes Biotin/Avidin-System. Dabei setzt man biotinylierte Primérantikorper ein
und nutzt die hohe Affinitdt zu Avidin (Kp = 10°'* M) fiir die Einfiihrung ei-
nes Indikators aus. Um eine Kreuzreaktion mit dem murinen Produktantikérper
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Abbildung 2.9: Reaktionsschema des Phosphatase katalysierten Umsatzes von NBT /BCIP
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Tabelle 2.12: Arbeitsvorschrift fiir den HB-58 Western-Blot
Western-Blot
I. Elektrophorese PhastSystem”™ | PhastGel”™ Gradient 8-25 (s. Kap. 2.4.3)

II. Kapillarblot

- Nitrocellulose (3,8 x 4,3cm) ca. 15 min in Milli-Q legen
- Pufferstreifenhalter aus Elektrophoresekammer entfernen
- Nitrocellulose luftblasenfrei auf PhastGel legen

- 15 min bei 70 °C blotten

II1. Silberfdarbung

Féarbung des PhastGels (s. Kap. 2.4.3)

IV. Immundetektion

1.
2.
3.

Absattigung
Waschen
Ak-Auftrag

. Waschen
. AP-Konjugat

Spezifischer Nachweis des HB-58 auf der Nitrocellulose

10 ml Blockingpuffer 60 min Schiittler
10 ml Waschpuffer 2 x 10 min  Schiittler
100 pl Anti-FVIIIL, biotinyliert (s.u.)
ad 10 ml Reaktionspuffer

10 ml Waschpuffer 3x 10 min  Schiittler
1ul SA-AP (Gatc A500.10)
ad 10 ml Reaktionspuffer

60 min Schiittler

60 min Schiittler

6. Waschen 10 ml Waschpuffer 3 x 10 min  Schiittler
10 ml Substratpuffer 1 x 5 min Schiittler
7. Firbung 200 pl NBT/BCIP-Stammlésung
(Boehringer Mannheim 1681 451) < 30 min  Schwenken
ad 10 ml Substratpuffer
8. Abstoppen Spiilen mit Milli-Q
9. Fixieren 10 ml 3 % Trichloressigsdure 10 min Schiittler
Biotinylierung
- 30l (ca. 2mg/ml) affinitétschrom. gereinigter Anti-FVIII + 60 ul PBS
- Dialyse! gegen 0,1 M NaHCO3, pH 8,2, RT, 60 min
- Dialysat + 40 ul Biotin-X-NHS (1 mg/ml in Milli-Q; Calbiochem 203189)
- Inkubation bei RT, 120 min, Schiittler
- 3 x Dialyse! gegen PBS, RT, je 30 min
Loésungen
PBS: 0,96 g Na,HPO4 x 2 H,O Waschpuffer: 3,0 g BSA
8,0 g NaCl 3,0 ml Tween20
0,2 g KC1 ad 1 Liter PBS, pH 7,0
0,24 g KHyPO4 .
. e Blockingpuffer: 0,27 g BSA
d 1 Liter Milli — H7,0
& iter Milli = Q, pHT, ad 10 ml Waschpuffer
Substratpuffer: 0,584 g NaCl

0,476 g MgCl,

Reaktionspuffer: 0,07 g BSA
ad 10 ml Waschpuffer

1,211 g Tris
ad 100 ml Milli-Q, pH 9,5

IDialyseeinheit: Slide-A-Lyzer’™ Mini Dialysis Units, MWCO 3,5 kDa; Pierce, Rockford, USA
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zu verhindern, wurde der Anti-FVIII selbst als Testsubstanz verwendet und vor-
ab nach dem ebenfalls in Tabelle 2.12 dargestellten Verfahren mit Biotin gekup-
pelt. Die Bindung an das Ratte-IgG erfolgte dann iiber die Spezifitit des HB-58,
der gegen die k—leichte Kette von Maus-Antikérpern gerichtet war [YELTON ET
AL., 1981]. Als Indikatorsystem wurden alkalische Phosphatase und das Substrat
NBT/BCIP eingesetzt. Durch die aus Abbildung 2.9 ersichtliche enzymkatalysierte
Redox-Reaktion entstand ein blauer Niederschlag, der die Anwesenheit des HB-58
Antikorpers sichtbar machte.

2.4.5 Casyl: Aufnahme von Partikelgrofienverteilungen

Mit dem CASY1-System (Schirfe, Reutlingen) 14kt sich neben dem Lebend- und
Totzelltiter einer Kultursuspension zuséitzlich der Zelldebrisanteil quantifizieren.
Das System analysiert Partikelgrofenverteilungen nach dem Widerstandsmefprin-
zip kombiniert mit dem Verfahren der Pulsflichenanalyse [ScuirrE, 1988]. Beim
Durchtritt eines einzelnen suspendierten Partikels durch eine Rubinmefipore dn-
dert sich der elektrische Widerstand in Abhéngigkeit vom verdringten Elektrolyt-
volumen. Diese Widerstandsdnderung wird mit einer Frequenz von 1 MHz abge-
tastet. Das zeitliche Integral iiber dem Widerstand (Pulsfliche) ist proportional
zum Volumen des passierenden Partikels, das von einem integrierten PC mit der
entsprechenden Software unter Annahme kugelférmiger Gestalt des Teilchens in
einen definierten Durchmesser umgerechnet wird. Je nach Kapillarengréfie mift
das CASY-System Partikelgrofienverteilungen zwischen 1,4 und 90 pm, die sich
nach Glauner in drei Bereiche unterscheiden lassen [GLauner, 1991]. Partikel mit
einem Durchmesser zwischen 1,4 und 6 pum werden als Zellbruchstiicke (Debris)
gewertet, wiahrend fiir lebende Zellen ein Durchmesser groffer 10 ym angenommen
wird. Den Bereich zwischen diesen beiden Grofenklassen (6-10 pm) ordnet man
den toten Zellen zu, da bei beschidigter Zellmembran das Cytosol mit der Elek-
trolytlosung in leitender Verbindung steht, und lediglich der kleinere Zellkern iiber
eine Widerstandsanderung identifiziert wird.

Das Casy-System wurde zur Analyse der Klarung und der Zellschddigung in der
Fliefshettchromatographie eingesetzt. Die Messungen erfolgten mit einer Kapillare,
die eine Porenweite von 150 um aufwies und einen Partikelgrofenbereich von 3,4
bis 90 pum abdeckt. Um gewéhrleisten zu kénnen, dafs die Partikel die Mefpore
einzeln passierten, wurden die Proben je nach Ausgangskonzentration mit einem
physiologischen Puffer (Casyton) im Verhéltnis von 1:100 bis 1:500 vorverdiinnt.
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2.4.6 Quantitative DNA-Bestimmung

In Abhéngigkeit von der gewiinschten Empfindlichkeit wird die quantitative DNA-
Analytik in der Praxis mit verschiedenen Methoden durchgefiihrt. Als Beispiele
sind die PCR (polymerase chain reaction) und das Southern Blotting gelelektro-
phoretisch getrennter DNA-Fragmente zu nennen [ALBERTS ET AL., 1990]. Beide Ver-
fahren sind &uflerst empfindlich (PCR-Nachweisgrenze: 1 DNA-Molekiil /Probe)
und dienen in erster Linie der qualitativen Analyse. Sie finden ihren Einsatz in
der pranatalen Diagnostik von Erbkrankheiten, beim Nachweis schwacher Virus-
infektionen und in der Gerichtsmedizin zur zweifelsfreien Herkunftsbestimmung
menschlicher Zellen. Ein weiteres Anwendungsgebiet liegt in der Endproduktkon-
trolle biotechnisch hergestellter Proteine, deren DNA-Gehalt fiir therapeutische
Zwecke nicht groker als 10 pg/Dosis sein darf [PeTrIcCIaNT, 1985]. Beide Methoden
sind fiir schnelle quantitative Routineuntersuchungen nicht geeignet. Weniger zeit-
und kostenintensiv ist die photometrische DNA-Bestimmung bei 260 nm [MANIATIS
ET AL., 1982]. Die Genauigkeit der Extinktionsmessung ist jedoch im starken Make
von der Zusammensetzung der zu untersuchenden Probe abhéngig, da Interferen-
zen mit anderen Komponenten (Proteine: \,,,, = 280 nm) auftreten konnen. Aus
diesem Grund ist hdufig im Voraus eine Isolierung der DNA erforderlich.

Eine alternative Moglichkeit zur Detektion von DNA bietet die Verwendung von
Fluoreszenzfarbstoffen (4,6-Diamidinophenylindol DAPI, Hoechst 33258) [Brunk
ET AL., 1979; KAPUSCINSKI & SkoczyLas, 1977], die in einem konstanten Massen-
verhéltnis an DNA binden. Jedes Fluorochrom hat eine spezifische Anregungs-
und Emissionswellenldnge, so daf es im Fluoreszenzspektrometer iiber monochro-
matisches Licht und entsprechende Filter selektiv quantifiziert werden kann. Die
DNA-Konzentration einer Probe verhilt sich proportional zur Emissionsintensitét
und kann somit iiber eine Standardeichgerade ermittelt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die fluorimetrische DNA-Analytik zur Bestim-
mung der DNA-Abreicherung wihrend der Produktaufreinigung eingesetzt. Zu-
sitzlich diente das Verfahren der Abschitzung des Ausmafes auftretender Zell-
schiadigungen, die durch den integrativen Fliefshettprozeft verursacht wurden. Es
wurde ein fluorimetrisches Verfahren mit dem Farbstoff PicoGreen™ (P-7581,
Molecular Probes, Eugene, USA) angewandt, das Frau Dr. J. Wittler und Herr
Dr. H. Tebbe am Institut etabliert und auf seine Eignung fiir die Untersuchung
von Zellkulturiiberstinden gepriift haben [WirTLER, 1996]. PicoGreen’™ ist ein
interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, mit dem doppelstringige DNA selektiv de-
tektiert werden kann. Er stand als Konzentrat in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost
zur Verfligung und wurde fiir den Gebrauch jeweils frisch im Verhéltnis 1:200 mit
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TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) verdiinnt. Fiir die Reaktionsan-
sitze wurden 500 ul Probe mit der gleichen Menge PicoGreen”™ Gebrauchslésung
versetzt und drei Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Messung der Fluoreszenzin-
tensitit erfolgte bei 520 nm mit einer Anregungswellenlinge von 480 nm in einem
Fluoreszenzspektrometer (Shimadzu RF551).

30

Fluoreszenzintensitat [-]

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
DNA-Konzentration [ng/ml]

Abbildung 2.10: Standardgerade zur Bestimmung der DNA-Konzentrationen. Fluoreszenz-
messung des interkalierenden Farbstoffs PicoGreen™ fiir definierte Standardlésungen aus
Kalbsthymus-DNA. (Gleichung der Trendlinie aus linearer Regression: y = 0,263 x)

Um Riickschliisse auf die DNA-Konzentration in den Proben ziehen zu koénnen,
erfolgte eine Kalibrierung mit einem Kalbsthymus-DNA-Standard (Lot 34H9544,
Sigma). Dazu wurden nach demselben Prinzip wie bei den Probenansétzen eine
Mefreihe mit DNA-Konzentrationen von 10 bis 1000 ng/ml durchgefiihrt und die
ermittelten Fluoreszenzintensitéten anschliefiend in einem Diagramm aufgetragen.
Durch Regression erhielt man die in Abbildung 2.10 dargestellte lineare Abhéin-
gigkeit, iiber die der unbekannte DNA-Gehalt in den Proben bestimmt werden
konnte. Um die Ubertragbarkeit der Kalibrierung auf die Probenmessungen sichern
zu konnen, und einen eventuellen Einfluf der Mediumbestandteile (Phenolrot, Al-
bumin) auf das Fluoreszenzverhalten zu kompensieren, wurden die notwendigen
Standardverdiinnungen mit Kulturmedium hergestellt.
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2.4.7 Bestimmung der LDH-Aktivitit

Die Lactatdehydrogenase (LDH) gehort zur Familie der NADH-abhéngigen Dehy-
drogenasen [BUDDECKE E., 1989]. Sie katalysiert in anaeroben Stoffwechselvorgingen
verschiedener Mikroorganismen die Umsetzung von Pyruvat in Lactat. Diese Reak-
tion findet auch in den Zellen hoherer Organismen statt, wenn der Sauerstoffgehalt
zum begrenzenden Faktor der aeroben Zellatmung wird. Die Reaktionsgleichung
ist in Abbildung 2.11 dargestellt.

o O H H (H) o O H CH)
\N N\
< “ N, . .+ _LDH <, ““NH,
G=0 w H HO—C—H Q
CH, N CH, N
R R
Pyruvat NADH L-Lactat NAD

Abbildung 2.11: Reaktionsgleichung des LDH-katalysierten Umsatzes von Pyruvat in Lactat

Das Enzym kommt im Cytosol sdmtlicher Séugetierzellen vor. Da die LDH nicht
aktiv sezerniert wird, gelangt sie nur nach Schidigung der Plasmamembran bzw.
Lyse der Zellen nach aufen. Aus diesem Grund kann die Ermittlung der LDH-
Konzentration in Zellkulturen zur Abschiatzung des Anteils geschidigter und ab-
gestorbener Zellen genutzt werden [WAGNER ET AL., 1992].

Die Menge eines Enzyms wird iiber seine katalytische Aktivitdt bestimmt, deren
Mefeinheit das Katal (kat) ist. Ein Katal entspricht der Enzymmenge, die unter
optimalen Bedingungen ein Mol Substrat pro Sekunde umsetzt. Gebrauchlicher
ist heute die Angabe in SI-Einheiten U. Dabei gilt der Zusammenhang: 1 kat =
6 x 107 U.

Die Bestimmung der LDH-Aktivitdt wurde zur Abschitzung der Zellschidigung
in der Fliekbettchromatographie eingesetzt. Der Test beruhte auf dem indirek-
ten Nachweis des Umsatzes von Pyruvat zu Lactat, der iiber den equivalenten
Verbrauch von NADH photometrisch verfolgt werden kann. Der Protonendonator
NADH hat ein Extinktionsmaximum bei einer Wellenldnge von A\ =340 nm, bei
der das oxidierte NAD™ nicht absorbiert. Da die LDH-Aktivitat mit der NADH-
Abnahme korreliert, 1dt sie sich aus dem linearen Extinktionsabfall bestimmen.
Fiir die Analysen wurden je nach zu erwartender Enzymaktivitiat 20 bis 200 ul
zellfreier Kulturiiberstand mit jeweils 100 pl einer Pyruvat- und einer NADH-
Gebrauchslosung (10 bzw. 2,7 mM in Reaktionspuffer) versetzt und in einer Glas-
kiivette mit Reaktionspuffer (30 mM Phosphatpuffer, pH 7,4) auf 1000 pl auf-
gefiillt. Die Messung erfolgte mit einem rechnergesteuerten Photometer (Uvikon
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933, Kontron, Neufahrn), das die Extinktionsabnahme bei 340 nm iiber einen Zeit-
raum von zwei Minuten mit 50 Werten pro Minute aufzeichnete. Aus der linearen
Regression berechnete die Software (Uvikon 1.51, Kontron, Neufahrn) die Extink-
tionsabnahme pro Zeiteinheit, aus der sich die Reaktionsgeschwindigkeit bzw. En-
zymaktivitit nach der vom Lambert-Beerschen Gesetz abgeleiteten Gleichung 2.13
berechnen lief (vgl. S. 52, Gl. 2.1, 2.2).

Ac  AFE Vies
At d-e-At Vp

(2.13)

mit: v Reaktionsgeschwindigkeit [mol-s~!.L~! = kat-L=t =6-107 U-L}]
Ac Konzentrationsdifferenz [mol-L 1]
AE Extinktionsdifferenz [-]
d Schichtdicke der Kiivette (1 cm) [cm]

At  Mefkdauer (60 s) [s]
e molarer Extinktionskoeffizient [L-mol~!-cm™!|
eyapg bel A=340nm 6300 L-mol !.cm~1
Vges Volumen des Mefansatzes [ml]
Vp  Volumen der Probe [ml]

2.4.8 Aminosaureanalytik

Die quantitative Bestimmung freier Aminosduren erfolgte iiber Umkehrphasen-
chromatographie (Reversed-Phase Chromatography, RPC) mit einem vollautoma-
tischen HPLC-System (High Performance Liquid Chromatography) [BUNTEMEYER,
1988]. Bei der Umkehrphasenchromatographie werden Substanzen aus einem pola-
ren, waifrigen Losungsmittel iiber hydrophobe Wechselwirkungen an einer unpola-
ren stationdren Phase zuriickgehalten. Dazu werden Tragermatrices eingesetzt, die
mit langen Kohlenwasserstoftketten substituiert sind. Die Elution erfolgt mit einem
unpolaren organischen Losungsmittel, das mit den adsorbierten Molekiilen um die
Bindungsstellen konkurriert. Auflésungsvermogen und Trennkapazitit lassen sich
dabei durch Verdnderungen des Losungsmittelsystems und des Elutionsgradienten
fiir die jeweiligen Analyten optimieren.

Bei der Reversed-Phase Aminosidureanalytik werden die polaren Aminoséuren in
einer integrierten Vorsaulenderivatisierung durch die Kupplung mit einem aro-
matischen Rest hydrophober und lassen sich ideal an Reversed-Phase-Materialien
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trennen. Zudem erhoht der chromo- oder fluorogene Charakter der entstehenden
Derivate die Nachweisempfindlichkeit der Analyse, wodurch Detektionsgrenzen von
bis zu 50 fmol erreicht werden. Die aufgetrennten Aminosduren werden in einem
UV- oder Fluoreszenzdetektor detektiert und als Chromatogramm auf Basis einer
Zeitachse dargestellt. Das Integral der einzelnen Peakflichen ist proportional zur
Menge der separierten Derivate. Uber den Vergleich mit Standardchromatogram-
men, in denen definierte Mengen aller Aminosduren aufgetrennt sind, lassen sich
die Peaks zuordnen und die Aminosidurekonzentrationen einer unbekannten Probe
quantifizieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Aminosidureanalytik mit einer RP-Cig-Séule
(Kromasil Cyg, 150 x 4 mm, Partikeldurchmesser: 5 um, Eka Nobel) durchgefiihrt.
Die Derivatisierung und Chromatographie verliefen programmgesteuert mit einem
vollautomatischen HPLC-System (BioTek, Neufahrn).

Tabelle 2.13 fafst die Arbeitsvorschrift zusammen und listet die verwendeten Losun-
gen auf. Da hochmolekulare Substanzen die Analyse erschweren und insbesondere

Tabelle 2.13: HPLC-Aminosdureanalytik Arbeitsvorschrift

Arbeitsschritte

1. Proteinfillung 50 pl Probe +

50 pl Proteinfallungsreagenz Zentr.  3min 15000 x g

2. Alkalisierung 50 pl Uberstand +

Z . i 1
100 4 Kalium-Boratpuffer entr. 3 min 15000 x g

3. Derivatisierung 20 pl Uberstand + . .
. Mix 3 min
70 pl Derivatisierungsreagenz
4. RP-HPLC 20 pl Injektion = Trennung iiber binires Puffersystem A, B

Loésungen

Natrium-Boratpuffer: 6,183 g Borsdure in 100 ml Milli-Q mit 10 M NaOH auf pH 10,4
Kalium-Boratpuffer: 6,183 g Borsdure in 100 ml Milli-Q mit 10 M KOH auf pH 10,4

Proteinfillungsreagenz: 300 uM d-Aminopentanoic Acid (AVA, interner AS-Std.)
in 10 % Perchlorsdure

Derivatisierungsreagenz: 25 mg OPA (ortho-Phthaldialdehyd) + 0,5 ml Methanol
+ 50 pl 3-Mercaptopropionsiure + 4,5 ml Natrium-Boratpuffer

Puffer A: 89 % 85 mM Acetat, pH 7,5, 1 % Tetrahydrofuran, 10 % MeOH
Puffer B: 15 % 85 mM Acetat, pH 5,2, 85 % MeOH
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Abbildung 2.12: Derivatisierung von Aminoséuren mit ortho-Phthaldialdehyd OPA

bei den stark hydrophoben Cig-Matrices zu irreversiblen Schiden fiihren konnen,
mufsten die Proben vorab mit Proteinfallungsreagenz behandelt und zentrifugiert
werden. Durch die anschliefsende Alkalisierung mit einem Boratpuffer wurden die
Uberstinde fiir die Derivatisierung konditioniert. Diese fand nach dem Prinzip
der Vorsdulenderivatisierung als automatisierter Teilschritt der HPLC direkt vor
der Chromatographie statt. Die Derivatisierung wurde mit OPA-Reagenz (ortho-
Phthaldialdehyd) durchgefiihrt. OPA reagiert ausschlieklich mit priméren Aminen
und bildet im Alkalischen mit Aminosduren und einer Thiolgruppe ein fluoreszie-
rendes 1-alkylthio-2-alkyl-substituiertes Isoindol (Abb. 2.12). Die auf diese Weise
in den zu vermessenden Proben entstandenen Aminosdurederivate wurden wih-
rend der nachfolgenden RP-Chromatographie auf der Sdule zuriickgehalten und
durch Gradientenelution mit einem bindren Puffersystem voneinander getrennt.
Ein integrierter Fluoreszenzdetektor (Anregung A = 340 nm, Emission A = 450 nm)
ermoglichte die Dokumentation der separierten Peaks. Eine EDV-gestiitzte Aus-
wertungssoftware (KromaSystem, BioTek) berechnete abschliefend die Aminoséu-
rekonzentrationen in den Proben durch Vergleich mit den Retentionszeiten und
Peakflichen von Standardldufen. Aus einem internen Standard (0-Aminopentanoic
Acid, AVA) wurde dabei ein Korrekturfaktor ermittelt, der mogliche Verdiinnungs-
fehler kompensierte.

Mit Hilfe der HPLC-Analytik liefen sich mit Ausnahme von Prolin (sekundére
Aminogruppe, Iminosiure) und Cystein (Quenching der Fluoreszenz) alle im Kul-
turmedium enthaltenen Aminosduren quantifizieren. Das Verfahren diente neben
der Dokumentation von Kultivierungsverldufen in erster Linie zur Ermittlung der
Abreicherung freier Aminosduren wihrend der Aufarbeitung.






Kapitel 3
Ergebnisse und Diskussion

Ziel der Arbeit war es, mit der Entwicklung einer Peptid-Affinitdtsmatrix ein geeig-
netes Chromatographiematerial fiir die Aufarbeitung von Proteinen in der Fliefs-
bettadsorption herzustellen. Dabei sollte die Methode prinzipiell auf jedes belie-
bige Zielprotein iibertragbar sein, was insbesondere bei der Suche eines brauchba-
ren Peptidliganden und dessen Kupplung an das basale Chromatographiematerial
beriicksichtigt werden mufste. Die Studien wurden anhand eines Modellproteins
durchgefiihrt. Es handelte sich dabei um einen monoklonalen Antikoérper (Anti-
FVIII), der aus Maus/Maus-Hybridomkulturen gewonnen wurde und gegen den
Blutgerinnungsfaktor VIII gerichtet war.

Fiir die Selektion einer hochaffinen Ligandenstruktur wurden Bindungsstudien mit
kombinatorischen Peptidbibliotheken auf Basis der Spot-Synthese durchgefiihrt.
Diese haben den Vorteil, dafs sie nahezu universell fiir alle Zielproteine eingesetzt
werden konnen und regenerierbar sind. Bei der Kupplung des Liganden an das
Chromatographiematerial wurden mehrere Strategien verfolgt. Als Basalmatrix
fungierte NHS-aktivierte Sepharose’™, die zu einem in 1 ml Fertigsiulen vom
Typ HiTrap’™ vorlag und zum anderen in Form eines speziell fiir den Einsatz
im Fliekbett modifizierten Prototyps von der Firma Amersham Pharmacia Bio-
tech zur Verfiigung gestellt wurde. Die verschiedenen Herstellungsmethoden geben
einen Einblick in die vielseitigen Moglichkeiten, einen Peptidliganden durch gezielte
Schutzgruppentaktik oder selektive Kupplungschemie in gewiinschter Ausrichtung
an einem aktivierten Tragergel zu fixieren.

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Untersuchungen lassen sich in vier aufein-
ander aufbauende Abschnitte gliedern. Im ersten Kapitel der Ergebnisdiskussion
stehen die Versuche zur Selektion eines geeigneten Peptidliganden fiir die Bindung
des Zielproteins im Mittelpunkt. Als zweites werden die unterschiedlichen Kupp-
lungsmethoden zur Herstellung der gebrauchsfertigen Chromatographiemateriali-
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en vorgestellt und miteinander verglichen. Im dritten Teil liegt der Schwerpunkt
auf den Charakterisierungs- und Aufarbeitungsexperimenten, die mit den 1 ml
Festbettsdulen durchgefiihrt wurden. Dabei steht die Beurteilung der Leistungsfa-
higkeit der Peptid-Affinitdtsmatrices im Vordergrund. Sie wird unter Beriicksich-
tigung verschiedener Kriterien diskutiert, die anhand von Chromatographieldufen
und weiterfilhrenden Studien untersucht wurden. Der letzte Abschnitt fakt die
Ergebnisse zum fliekbettchromatographischen Einsatz des Prototypmaterials zu-
sammen. Neben der Abschiatzung des Reinigungserfolgs liegt der Schwerpunkt hier
auf den Untersuchungen zum Biomasseverhalten im expandierten Gelbett. Die Er-
gebnisse werden mit denen anderer Fliekbettmatrices verglichen, die im Rahmen
des Projekts ebenfalls fiir die Reinigung des monoklonalen Antikérpers eingesetzt
wurden. Dabei handelt es sich um den Ionenaustauscher SP XL und das Affini-

M von Amersham Pharmacia

titsgel rProtein A aus der Produktreihe Streamline”
Biotech. Die Gegeniiberstellung ermdglichte eine abschliefsende Beurteilung der
Peptid-Affinitdtsmatrix und eine schlufsfolgernde Abschétzung des Leistungspo-

tentials dieses neuartigen Liganden fiir die Nutzung in der Fliefbettadsorption.

3.1 Selektion eines geeigneten Peptidliganden

Fiir die Entwicklung der Affinitdtsmatrix mufste zunéchst eine hochaffine Peptid-
struktur gefunden werden, die sich als potentieller Ligand fiir die chromatographi-
sche Aufreinigung des Zielproteins eignete. Die Selektion erfolgte durch Bindungs-
studien mit gerasterten Peptidbibliotheken, die in der Arbeitsgruppe von Herrn
Dr. Ronald Frank in der GBF (Gesellschaft fiir biotechnologische Forschung mbH,
Braunschweig) mittels Spot-Synthese auf Cellulosemembranen hergestellt wurden.
Die prinzipielle Vorgehensweise ist in Kapitel 1.3.2.3 zusammengefafst. Nachdem
der potentielle Ligand gefunden war, wurde die Bindung zu dem monoklonalen
Antikorper Anti-FVIII durch Mutationsanalysen der Sequenz charakterisiert.

Die Suche eines geeigneten Peptids beschrinkte sich zunédchst auf lineare Hexa-
peptide und hétte bei Miferfolg gegebenenfalls auf ldngere oder zyklische Struk-
turen ausgeweitet werden konnen. Die Auswahl verlief in drei Selektionszyklen,
in denen sukzessive je zwei der sechs Aminosduren des besten Bindungspartners
ermittelt wurden. Die einzelnen Analysen bauten aufeinander auf und setzten sich
jeweils aus der Synthese von 400 Peptidspots und dem dazugehorigen Bindungstest
mit dem monoklonalen Antikorper zusammen. Die Kandidaten wurden iiber einen
immunologisch-enzymatischen Nachweis durch einen mit alkalischer Phosphatase
gekuppelten Anti-Spezies-Antikorper und dem Substrat MTT/BCIP ermittelt. Bei
positiver Reaktion bildete sich ein blauer Niederschlag auf den Spots, der durch
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densitometrische Analyse Auskunft {iber die Intensitit der Wechselwirkungen zwi-
schen dem Zielprotein und den Peptiden gab.

Mit der angewendeten Methodik konnte das optimale Hexapeptid fiir die Bindung
des Anti-F'VIII in nur drei Schritten herausgefunden werden. Obwohl alle 64 Mil-
lionen Sequenzvarianten beriicksichtigt wurden, liefs sich der Arbeitsaufwand durch
die spezielle Kombinatorik in der Spot-Synthese auf die Untersuchung von insge-
samt lediglich 1.200 Peptidspots beschrianken. Die Ergebnisse der einzelnen Selek-
tionszyklen sind in den folgenden drei Abschnitten dargestellt. Anschliefsend wird
die Bindungscharakteristik anhand der untersuchten Sequenzmutanten vorgestellt
und das Peptid durch theoretische Betrachtungen analysiert.

3.1.1 Erster Selektionszyklus

Fiir den ersten Selektionszyklus stand eine komplette Hexapeptid-Bibliothek zur
Verfiigung, in der sdmtliche 64 Millionen Sequenzvarianten beriicksichtigt waren.
Sie lagen auf 400 Spots verteilt in Form von Peptidfamilien vor, die sich durch eine
charakteristische Aminoséure-Belegung in den Positionen 3 und 4 auszeichneten.
Diese waren bekannt und nach dem in Abbildung 2.2 auf Seite 41 dargestellten
Schema durch alle dualen Kombinationen der proteinogenen Aminosduren ver-
treten. Die tibrigen vier Positionen setzten sich in statistisch gleichen Anteilen
aus allen 20 Aminoséuren zusammen, so dafs das Cellulosepapier jedes strukturell
denkbare Hexapeptid enthielt.

Im ersten Selektionszyklus wurden fiir den Bindungstest mit dem monoklonalen
Antikorper Anti-FVIII zwei verschiedene Substrate eingesetzt. Dabei handelte es
sich um einen Chemilumineszenz-Farbstoff und MTT/BCIP, die in dieser Reihen-
folge nach dem Auftrag des Antikérper/Enzym-Konjugats mit der Spot-Membran
inkubiert wurden. Da sich die Testergebnisse der Substrate gegenseitig nicht beein-
flufsten, konnte auf eine Regeneration zwischen den beiden Anfarbungen verzichtet
werden. Stattdessen wurde die Membran nach dem ersten Schritt lediglich in einer
gepufferten Losung gewaschen. Eine vollstindige Regeneration nach der in Tabelle
2.2 auf Seite 44 beschriebenen Methode erfolgte erst nach Abschluf des gesamten
Bindungstests.

Die Behandlung mit dem Chemilumineszenz-Substrat ermoglichte einen sehr sen-
sitiven Nachweis der Anti-FVIII Bindung. Das Resultat wurde auf einem Ront-
genfilm festgehalten und fiir die Dokumentation digitalisiert. Abbildung 3.1 zeigt
eine Aufnahme, die mit einer Belichtungszeit von einer Minute entstanden ist.
Die Schwirzung des Rontgenfilms liefs einige Spots deutlich hervortreten. Beson-
ders intensive Wechselwirkungen zum Zielprotein bestanden mit einer Vielzahl der



86 KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

123456 7 8 910 11213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Ao S - L L

B e e

Ch - p I -.‘7

DS sssBanens sBed: »
E@Ssasnroee ®8 e

F 5 %8 - ¥
G > *

H . ® - * .
| e & -

J “ L
K - B >
L - »
M 4 L - ® ® W
N L L 5
o ® 5 R
P e L R B
Q . e &

Abbildung 3.1: Chemilumineszenz-Nachweis der Bindung im ersten Selektionszyklus

Peptidfamilien die in der dritten Position mit Glutamat oder Aspartat, also einer
sauren Aminosiure belegt waren (C16-E9). Ferner wurden, wie auch in der ober-
sten Kontrollreihe an Spot A9 und A15 zu sehen ist, rein basische Kombinationen
aus Lysin und Arginin angefiarbt (H19, H25, M14, M20). Bei diesen sowie den rein
sauren konnte jedoch davon ausgegangen werden, daf die Bindung des Anti-FVIII
nur auf unspezifischen ionischen Wechselwirkungen beruhte, so daf sie fiir die wei-
tere Auswertung nicht beriicksichtigt wurden. Auf diese Weise konzentrierte sich
die ndhere Betrachtung nur noch auf die Peptidfamilien C16, C20, D1 und D15, in
denen die Positionen 3 und 4 aus den fixen Aminosdurepaaren Asp-Ala, Asp-Phe,
Asp-Met und Glu-Phe bestanden.

Auffillig war die besonders hohe Chemilumineszenz-Aktivitat von Spot C20, der
Hexapeptide mit dem mittleren Sequenzpaar Aspartat und Phenylalanin enthielt.
Auch andere Spots mit &hnlicher Zusammensetzung, d.h. einer sauren und einer
aromatischen Aminosiure, waren teilweise sehr stark angefarbt. Als Beispiele sind
Glu-Phe, Asp-Trp/Tyr in D15, D9 und D10 oder auch die in umgekehrter Rei-
henfolge vorliegenden Kombinationen aus Phenylalanin, Tryptophan oder Tyrosin
mit jeweils Aspartat oder Glutamat in E8, E9, P13, P14, Q8 sowie Q9 zu nennen.
Das Ergebnis deutete darauf hin, dafs die mittleren Positionen des Peptidliganden
mit einer sauren und einer aromatischen Aminosaure belegt werden mufsten.

Im Vergleich zum Nachweisverfahren mit dem Chemilumineszenz-Substrat lieferte
die anschliefsende Inkubation mit MTT/BCIP ein wesentlich signifikanteres Resul-
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Abbildung 3.2: Nachweis der Anti-FVIII Bindung im ersten Selektionszyklus mit MTT /BCIP

tat. Abbildung 3.2 zeigt eine digitalisierte Aufnahme der Cellulosemembran. Mit
dem unempfindlicheren MTT /BCIP Substrat wurde lediglich ein Spot angefirbt.
Es handelte sich dabei um die bereits im ersten Test besonders stark hervortre-
tende Peptidfamilie C20. Somit stand fest, daft mit Aspartat und Phenylalanin in
den Positionen 3 und 4 eine maximale Bindung des Zielproteins erreicht werden
konnte. Diese Information wurde im zweiten Selektionszyklus verwertet, in dem
diese Aminosduren nicht mehr variiert sondern fiir alle weiteren Spot-Synthesen
als fix gesetzt wurden.

3.1.2 Zweiter Selektionszyklus

Die Spot-Synthese fiir den zweiten Selektionszyklus erfolgte nach dem gleichen
kombinatorischen Prinzip wie im ersten Test. Die mittleren Positionen waren nun
bekannt und wurden in allen 400 Spots durch Apartat und Phenylalanin be-
setzt. Die Aufklarung der optimalen Ligandenstruktur konzentrierte sich in die-
sem Schritt auf die umliegenden Positionen 2 und 5 des Hexapeptids. Sie wurden
wieder nach dem in Abbildung 2.2 auf Seite 41 dargestellten Schema durch alle
Variationspaare der 20 Aminosauren ersetzt. Der Einsatz komplexer Mischungen
beschrankte sich somit auf die Synthesepositionen 1 und 6.

Da die Sequenz der Peptide in diesem Fall schon zu einem Drittel auf die Bindung
des Zielproteins abgestimmt war, konnte mit stirkeren Wechselwirkungen zum
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Abbildung 3.3: Nachweis der Anti-FVIII Bindung im zweiten Selektionszyklus mit MTT /BCIP

Anti-FVIII gerechnet werden. Aus diesem Grund wurde auf den sensitiven Nach-
weis mit dem Chemilumineszenz-Substrat verzichtet und der Bindungstest direkt
mit MTT/BCIP durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.3 dargestellt.
Wie erwartet wurden wesentlich mehr Spots als im ersten Selektionszyklus an-
gefiarbt. Die intensivsten und meisten Wechselwirkungen lagen im Rasterbereich
zwischen den Spots C16 und E5 vor, in dem die zweite Position der Peptidfamilien
mit einer sauren Aminosdure belegt war. Gleiches galt umgekehrt fiir die fiinfte
Position und insbesondere fiir die Spots, in denen die Peptide an dieser Stelle As-
partat enthielten.

Zur Quantifizierung der Bindungsstirke zwischen dem Anti-FVIII und den ein-
zelnen Spots wurde die Cellulosemembran desitometrisch analysiert. Das Resul-
tat ist in Abbildung 3.4 wiedergegeben, in der die Farbintensititen der einzelnen
Spots in einem gerasterten Diagramm dargestellt sind. Die Aufteilung entspricht
nicht der Reihenfolge der Spots auf dem Cellulosepapier, sondern einer systema-
tischen Anordnung der Kombinationen, die sich aus der Gegeniiberstellung der
Aminosédure-Belegung in den Positionen 2 (0;) und 5 (02) ergaben. Zusitzlich er-
stellte die Software eine Liste, in der der Grad der Anfirbung in dimensionslosen
Einheiten (Dye Units) beziffert wurde. Der hochste Wert und folglich die stirkste
Bindung lag fiir Spot D13 vor, in dem Position 2 der Peptide mit Glutamat und
Position 5 mit Aspartat belegt waren.
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Abbildung 3.4: Densitometrische Analyse der Spotmembran im zweiten Selektionszyklus. Die
starkste Anfirbung lag fiir die Kombination ED (Glutamat, Aspartat) in den Positionen 2 (0;)
und 5 (02) des Peptids vor.

Nach den ersten beiden Selektionszyklen standen somit vier Aminoséduren des op-
timalen Bindungspartners fiir das Zielprotein fest. Obwohl die gefundene Sequenz
Glu-Asp-Phe-Asp im wesentlichen aus sauren Aminosauren bestand, und die Mog-
lichkeit gegeben war, dafs die Bindung nur auf unspezifischen Wechselwirkungen
beruhte, wurde auf Basis der bisherigen Ergebnisse ein dritter Selektionszyklus
durchgefiihrt. Grund dafiir war der Sequenzvergleich mit dem Antigen, gegen das
der monoklonale Antikérper Anti-FVIII gerichtet war. Da ein gut zugénglicher
Abschnitt im Blutgerinnungsfaktor VIII identisch mit der aufgedeckten Amino-
sdurekombination war, lag die Vermutung nahe, daf es sich dabei um ein Segment
des antigenen Epitops handeln konnte. Somit wére die Anti-FVIII Bindung im
Selektionstest von spezifischer Natur gewesen, so daf die vollstindige Aufkldrung
des Hexapeptids sinnvoll erschien.

3.1.3 Dritter Selektionszyklus

Im dritten Selektionszyklus wurde abschliefsend die Besetzung der flankierenden
Aminosaduren des Hexapeptids ermittelt. Die Spot-Synthese erfolgte erneut ana-
log zu den anderen Testschritten. Da jetzt nur noch die beiden dufseren Positionen
durch alle dualen Aminosidurekombinationen variiert wurden, und keine komplexen
Mischungen zum Einsatz kamen, setzten sich die Spots aus jeweils nur einer ein-
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Abbildung 3.5: Nachweis der Anti-FVIII Bindung im zweiten Selektionszyklus mit MTT/BCIP

zigen Peptidsequenz zusammen. Somit konnte aus diesem Bindungstest mit dem
monoklonalen Antikorper direkt der beste Kandidat fiir die Ligandenstruktur ab-
gelesen werden. Abbildung 3.5 zeigt die Cellulosemembran nach der MTT/BCIP
Inkubation. Obwohl etwa 50 % der Spots eine mehr oder weniger starke Anfarbung
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Abbildung 3.6: Densitometrische Analyse der Spotmembran im dritten Selektionszyklus. Alle
Peptide mit den Aminoséuren Lysin (K) oder Arginin (R) in der ersten Position (0;) wiesen eine
sehr intensive Anfirbung auf.
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aufwiesen, liefs sich das Ergebnis durch deutliche Auffilligkeiten interpretieren. Aus
dem Farbungsmuster traten die Bereiche H11 bis I5 und M6 bis M25 besonders
hervor. Samtliche Spots dieser Reihen zeichneten sich durch eine sehr intensive
Reaktion mit dem Anti-FVIII aus. Gemeinsames Charakteristikum der zugrunde-
liegenden Peptide war die Belegung mit einer basischen Aminoséiure in der ersten
Sequenzposition. Das in Abbildung 3.6 dargestellte Resultat der densitometrischen
Analyse veranschaulicht die Zusammenhénge noch prignanter. Demnach lag fiir
alle Peptide mit einem N-terminalen Lysin oder Arginin eine sehr starke Wechsel-
wirkung mit dem Zielprotein vor, wihrend die Besetzung der sechsten Aminoséure
nahezu keinen Einflufs auf die Intensitdt der Bindung hatte.

Anhand der bisherigen Ergebnisse konnte die Auswahl eines geeigneten Liganden
somit auf wenige Kandidaten beschrinkt werden. Die besten Bindungspartner fiir
die bevorstehende Chromatographie des monoklonalen Antikérpers waren durch
die 40 Hexapeptide gegeben, die sich aus einem Lysin oder Arginin in Position
1, gefolgt von der Sequenz Glutamat-Aspartat-Phenylalanin-Aspartat und einer
beliebigen Aminosidure am C-Terminus zusammensetzten. Die letzte Entscheidung
fiel durch den Vergleich mit der Sequenz des Blutgerinnungsfaktors VIII, die in
Abbildung 3.7 wiedergegeben ist und das Antigen des Immunglobulins darstellt.
Genau an einer Stelle bestand eine vollstindige Ubereinstimmung mit einem der
selektionierten Peptidkandidaten. Es handelte sich dabei um die schwarz unterleg-

1 MQIELSTCFF LCLLRFCFSA TRRYYLGAVE LSWDYMQSDL GELPVDARFP PRVPKSFPFN TSVVYKKTLF VEFTDHLFNI 80
81 AKPRPPWMGL LGPTIQAEVY DTVVITLKNM ASHPVSLHAV GVSYWKASEG AEYDDQTSQR EKEDDKVEPG GSHTYVWQVL 160
161 KENGPMASDP LCLTYSYLSH VDLVKDLNSG LIGALLVCRE GSLAKEKTQT LHKFILLFAV FDEGKSWHSE TKNSLMQDRD 240
241 AASARAWPKM HTVNGYVNRS LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL EGHTFLVRNH RQASLEISPI TFLTAQTLLM 320
321 DLGQFLLFCH ISSHQHDGME AYVKVDSCPE EPQLRMKNNE EAEDYDDDLT DSEMDVVRFD DDNSPSFIQI RSVAKKHPKT 400
401 WVHYIAAEEE DWDYAPLVLA PDDRSYKSQY LNNGPQRIGR KYKKVRFMAY TDETFKTREA IQHESGILGP LLYGEVGDTL 480
481 LIIFKNQASR PYNIYPHGIT DVRPLYSRRL PKGVKHLKDF PILPGEIFKY KWIVTVEDGP TKSDPRCLTR YYSSFVNMER 560
561 DLASGLIGPL LICYKESVDQ RGNQIMSDKR NVILFSVEFDE NRSWYLTENI QRFLPNPAGV QLEDPEFQAS NIMHSINGYV 640
641 FDSLQLSVCL HEVAYWYILS IGAQTDFLSV FFSGYTFKHK MVYEDTLTLF PFSGETVEFMS MENPGLWILG CHNSDFRNRG 720
721 MTALLKVSSC DKNTGDYYED SYEDISAYLL SKNNAIEPRS FSQONSRHPST RQKQFNATTI PENDIEKTDP WFAHRTPMPK 800
801 IQNVSSSDLL MLLRQSPTPH GLSLSDLQEA KYETFSDDPS PGAIDSNNSL SEMTHFRPQL HHSGDMVETP ESGLQLRLNE 880
881 KLGTTAATEL KKLDFKVSST SNNLISTIPS DNLAAGTDNT SSLGPPSMPV HYDSQLDTTL FGKKSSPLTE SGGPLSLSEE 960
961 NNDSKLLESG LMNSQESSWG KNVSSTESGR LFKGKRAHGP ALLTKDNALF KVSISLLKTN KTSNNSATNR KTHIDGPSLL 1040
1041 TIENSPSVWQN ILESDTEFKK VTPLIHDRML MDKNATALRL NHMSNKTTSS KNMEMVQQKK EGPIPPDAQN PDMSFFKMLF 1120
1121 LPESARWIQR THGKNSLNSG QGPSPKQLVS LGPEKSVEGQ NFLSEKNKVV VGKGEFTKDV GLKEMVFPSS RNLFLTNLDN 1200
1201 LHENNTHNQE KKIQEEIEKK ETLIQENVVL PQIHTVTGTK NFMKNLFLLS TRQNVEGSYD GAYAPVLQDF RSLNDSTNRT 1280
1281 KKHTAHFSKK GEEENLEGLG NQTKQIVEKY ACTTRISPNT SQQONFVTQRS KRALKQFRLP LEETELEKRI IVDDTSTQWS 1360
1361 KNMKHLTPST LTQIDYNEKE KGAITQSPLS DCLTRSHSIP QANRSPLPIA KVSSFPSIRP IYLTRVLFQD NSSHLPAASY 1440
1441 RKKDSGVQES SHFLQGAKKN NLSLAILTLE MTGDQREVGS LGTSATNSVT YKKVENTVLP KPDLPKTSGK VELLPKVHIY 1520
1521 QKDLFPTETS NGSPGHLDLV EGSLLQGTEG AIKWNEANRP GKVPFLRVAT ESSAKTPSKL LDPLAWDNHY GTQIPKEEWK 1600
1601 SQEKSPEKTA FKKKDTILSL NACESNHAIA AINEGQONKPE IEVTWAKQGR TERLCSQNPP VLKRHQREIT RTTLOSDQEE 1680
1681 IDYDDTISVE MI@YD EDENQSPRSF QKKTRHYFIA AVERLWDYGM SSSPHVLRNR AQSGSVPQFK KVVEFQEFTDG 1760
1761 SFTQPLYRGE LNEHLGLLGP YIRAEVEDNI MVTFRNQASR PYSFYSSLIS YEEDQRQGAE PRKNFVKPNE TKTYFWKVQH 1840
1841 HMAPTKDEFD CKAWAYFSDV DLEKDVHSGL IGPLLVCHTN TLNPAHGRQV TVQEFALFFT IFDETKSWYF TENMERNCRA 1920
1921 PCNIQMEDPT FKENYRFHAI NGYIMDTLPG LVMAQDQRIR WYLLSMGSNE NIHSIHFSGH VFTVRKKEEY KMALYNLYPG 2000
2001 VFETVEMLPS KAGIWRVECL IGEHLHAGMS TLFLVYSNKC QTPLGMASGH IRDFQITASG QYGQWAPKLA RLHYSGSINA 2080
2081 WSTKEPFSWI KVDLLAPMII HGIKTQGARQ KFSSLYISQF IIMYSLDGKK WQTYRGNSTG TLMVFFGNVD SSGIKHNIFN 2160
2161 PPIIARYIRL HPTHYSIRST LRMELMGCDL NSCSMPLGME SKAISDAQIT ASSYFTNMFA TWSPSKARLH LQGRSNAWRP 2240
2241 QVNNPKEWLQ VDFQKTMKVT GVTTQGVKSL LTSMYVKEFL ISSSQDGHQW TLFFQNGKVK VFQGNQDSFT PVVNSLDPPL 2320
2321 LTRYLRIHPQ SWVHQIALRM EVLGCEAQDL Y

Abbildung 3.7: Aminosiuresequenz des Blutgerinnungsfaktors VIII. Grau unterlegt: Bindungs-
doméne des von Willebrand Faktors; schwarz unterlegt: potentieller Ligandenkandidat.
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te Sequenz KEDFDI (Lys-Glu-Asp-Phe-Asp-Ile). Nach Literaturrecherchen stellte
sich heraus, daf dieser Abschnitt des Gerinnungsfaktors in der Bindungsdoméi-
ne des von Willebrand Faktors liegt, die sich zwischen den Aminosiduren 1.669
und 1.708 des Molekiils befindet und in der Abbildung grau unterlegt ist [Bouma,
1998; MAZURIER, 2001]. Die Region zeichnet sich somit unter nativen Bedingungen
durch eine gute Zugénglichkeit und eine hohe Reaktivitit aus, die sie wiederum zu
einem idealen Angriffspunkt fiir die Antikorperbildung in Immunreaktionen ma-
chen. Aus diesem Grund konnte mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen
werden, dak es sich bei der Sequenz KEDFDI zumindest um ein Teilstiick des an-
tigenen Epitops fiir den Anti-FVIII handelte. Diese Annahme wurde nachtriglich
von einem Mitarbeiter der Herstellerfirma bestitigt, was die Zuverlissigkeit der
Methode fiir die Selektionierung des Affinititsliganden bewies.

Obwohl aus der dritten Bindungsstudie eine Gruppe von 40 strukturverwandten
Hexapeptiden hervorging, die einen etwa gleichwertigen Chromatographieerfolg er-
warten liefen, fiel die Wahl des endgiiltigen Peptidliganden aufgrund der Analogie
zum Antigen auf die Sequenz Lys-Glu-Asp-Phe-Asp-Ile.

3.1.4 Untersuchung von Sequenzmutationen

Um die Bindung zwischen dem ermittelten Liganden KEDFDI und dem Zielprote-
in niaher zu charakterisieren, wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Ronald
Frank Untersuchungen mit Varianten der urspriinglichen Peptidsequenz durchge-
fiihrt. Die Herstellung der Mutanten erfolgte wieder mittels Spot-Synthese, und
auch die Bindungsstudien mit dem monoklonalen Antikérper glichen denen aus
den Selektionstests.

In der sogenannten Motivsuche werden systematisch einzelne Positionen der Origi-
nalsequenz durch eine Mischung aller 20 Aminoséiuren (X) ersetzt. Das Ziel besteht
darin, die fiir die Bindung des Proteins entscheidenden Aminosiduren zu ermitteln.
Ublicherweise arbeitet man dabei nach einem Syntheseschema, in dem zunichst
nur eine und dann schrittweise jeweils eine zuséitzliche X-Position eingefiigt wird,
bis keine Stelle der Struktur mehr mit einer reinen Aminoséure belegt ist. Dabei
werden sdmtliche Sequenzpositionen und alle sich daraus ergebenden Mdoglichkei-
ten der X-Verteilung beriicksichtigt und durch je einen Spot représentiert. Die
Auswertung erfolgt nach einem Bindungstest durch densitometrische Analyse und
Vergleich der Farbintensititen.

Abbildung 3.8 gibt das Ergebnis der Motivsuche fiir die Sequenz KEDFDI und den
Anti-FVIII wieder. Die Darstellung ist in sieben Blocke unterteilt, die die Resulta-
te systematisch nach der Anzahl der X-Positionen zusammenfassen. Die gestreiften
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Abbildung 3.8: Motivsuche: Beeinflussung der Bindungsintensitéit durch Einfiigen von X-
Positionen in die Originalsequenz

Quadrate zeigen die Stellen an, an denen die Originalsequenz durch das Amino-
sduregemisch ersetzt wurde. Demnach enthielt das im letzten Block reprisentierte
Peptid nur noch X-Positionen. Es diente bei der Auswertung der densitometrischen
Analyse als Blindwert, dem der Wert 1 zugeordnet wurde. Aus der Farbintensitét
der iibrigen Reihen 1dft sich somit die entsprechend erhohte Wechselwirkung zwi-
schen den einzelnen Mutanten und dem Zielprotein ablesen.

Die stiarkste Anfiarbung lag wie erwartet fiir die unverdnderte Sequenz KEDFDI
ohne X-Positionen vor. Die Bindungsintensitit war im Vergleich zu dem undefinier-
ten 6X-Peptidgemisch um den Faktor 180 erhoht. Die Darstellung in Abbildung
3.8 lakt deutlich erkennen, daf sich die Wechselwirkungen zum Anti-FVIII mit
zunehmender Anzahl der X-Positionen sukzessive verschlechterte. Wahrend die
Anfarbung in den 1X-Reihen noch relativ hoch war, nahm sie in den folgenden
Blécken immer weiter ab, bis fiir die Sequenzen ab vier X-Positionen keine signi-
fikante Bindung mehr vorlag.

Aus den ersten vier Blocken laft sich keine eindeutige Motivabhéngigkeit erken-
nen. Das Fehlen einer bestimmten Aminosiure fiihrte nicht zwangslaufig zu einer
vollstindigen Aufhebung des Bindungsvermdgens. Auffillig ist lediglich, daf das
C-terminale Isoleucin nahezu keinen Einflufs auf die Intensitdt der Wechselwir-
kungen hatte. Dies wird durch den Vergleich &hnlich strukturierter Mutations-
sequenzen in nebeneinander liegenden Blocken deutlich. Die Reihen mit gleichen
X-Kombinationen weisen unabhingig von einem zuséitzlichen Austausch des Iso-
leucins kaum Unterschiede in ihrer Anfirbung auf. Besonders anschaulich wird
dies in der Gegeniiberstellung der Originalsequenz mit der ersten Reihe im 1X-
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Block, in der ausschlieflich das Isoleucin durch ein Aminosduregemisch ersetzt
wurde. Die densitometrische Analyse ergab in beiden Féllen einen Farbungsgrad
von 180 Einheiten, so dafs fiir die KEDFDX-Sequenz keinerlei Beeinflussung der
Bindungsstirke festgestellt werden konnte. Im Gegensatz dazu fiihrte das Fehlen
der iibrigen Aminosiduren jeweils zu einer mehr oder weniger starken Einschrin-
kung der Wechselwirkungen. Aus den Ergebnissen lifst sich jedoch insbesondere
im Hinblick auf die Blécke 2X und 3X keine Wichtung einzelner Sequenzpositionen
oder -kombinationen vornehmen.

In einer zweiten Mutationsstudie wurde eine Austausch-Analyse durchgefiihrt. Im
Unterschied zur Motivsuche werden die einzelnen Positionen der Originalsequenz in
diesem Fall nicht durch Gemische sondern durch Reinformen anderer Aminoséuren
ersetzt. Der Austausch erfolgt jeweils nur an einer Stelle, wobei alle 20 proteino-
genen Aminosduren in separaten Spots beriicksichtigt werden. Ein anschliefender
Bindungstest gibt Auskunft {iber die Bedeutung der Besetzung einzelner Positio-
nen und lakt besser und schlechter geeignete Sequenzmutanten erkennen.
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Abbildung 3.9: Austausch-Analyse: Beeinflussung des Bindungsverhaltens durch gezielten Aus-
tausch einzelner Aminosduren der Originalsequenz

Abbildung 3.9 gibt das Ergebnis der densitometrischen Analyse aus den Austausch-
Experimenten mit der Ligandensequenz wieder. Deutlich zu erkennen ist, dafs ein
Grofsteil der vorgenommenen Mutationen keinen bzw. nur wenig Einfluf auf die
Bindung des Anti-F'VIII hatte. Die Anfarbung der einzelnen Felder unterscheidet
sich in vielen Fillen nur unwesentlich von der Originalsequenz, die durch die Sy-
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stematik des AS-Austauschs in jeder der sechs Spalten einmal vertreten ist.
Auffallend ist die geringe Variationsmoglichkeit der ersten und der dritten Ami-
nosaure, deren Belegung somit essentiell fiir die Bindung des Zielproteins war.
Der Austausch des N-terminalen Lysins fiihrte in fast allen Féllen zu einer dra-
stischen Abschwéchung der Wechselwirkungen. Die einzige Ausnahme bildete in
Ubereinstimmung mit den Resultaten aus dem dritten Selektionszyklus das eben-
falls basische Arginin. Es stellt aufgrund seiner dhnlich aufgebauten Seitenkette
einen gleichwertigen Ersatz fiir das Lysin dar.

Noch priagnanter sind die Ergebnisse der Mutationsanalyse mit dem ersten Aspar-
tat. Fast jeder Aminosdure-Austausch resultierte in einem vollstindigen Verlust
des Bindungsvermdgens. Wie beim Lysin konnte auch hier nur durch eine chemisch
verwandte Aminosiure (Glutamat) eine mit der Originalsequenz vergleichbar star-
ke Interaktion zum Anti-FVIII aufrecht erhalten werden.

Nicht erklarbar sind die intensiven Anférbungen der in dieser Position mit Cystein
oder Histidin besetzten Peptide. Da das Ergebnis auferdem im Widerspruch zu
den Resultaten aus dem ersten Selektionszyklus steht, in dem keine Bindung fiir
eine Cystein- oder Histidin-haltige Sequenz nachgewiesen wurde, wird es in diesem
Zusammenhang als Artefakt bewertet und nicht weiter beriicksichtigt.

Im Vergleich zu der ersten und dritten Position des Hexapeptids kommt den iib-
rigen Aminosduren eine wesentlich geringere Bedeutung zu. Sie lassen sich durch
zahlreiche andere Aminosduren ersetzen, ohne dal die Bindungsintensitit signi-
fikant geschwicht wird. Die Wechselwirkungen werden im wesentlichen nur dann
beeinflufst, wenn eine zur Originalbesetzung vollkommen gegensétzliche Aminosau-
re eingesetzt wird. Dies gilt beispielsweise fiir den Austausch des zweiten Aspartats
gegen die basischen Aminosduren Lysin und Arginin.

Eine weitere Auffilligkeit lag fiir den Einbau von Prolin vor, der in den ersten
vier Positionen und somit selbst im Fall des gut ersetzbaren Glutamats zu starken
Einschrankungen der Anti-FVIII Bindung fiihrte. Dieses Phidnomen kann durch
den besonderen Aufbau des Prolins erkldrt werden, dessen Seitenkette aufser mit
dem a-Kohlenstoffatom zuséitzlich mit dem Stickstoffatom der Aminogruppe ver-
bunden ist. Die entstehende Ringanordnung hat einen erheblichen Einfluf auf die
Sekundéarstruktur des Peptids und kann die rdumliche Einpassung des Antikorpers
soweit eingeschrinkt haben, daf die Bindung verhindert wurde.

Samtliche Felder der letzten Spalte in Abbildung 3.9 weisen eine nahezu gleich
hohe Farbintensitdt auf. Somit hatte der Austausch des C-terminalen Isoleucins
im Vergleich zu allen anderen Sequenzpositionen die geringsten Auswirkungen auf
das Bindungsverhalten. Dieses Ergebnis bestétigt die Aussagen aus dem dritten
Selektionszyklus und der Motivanalyse. Dies lédfst sich auf zweierlei Weise erkliren.
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Zum einen kann die letzte Aminosaure bereits aufterhalb der Bindungsregion des
Antikorpers gelegen haben oder zum anderen durch die sterischen Bedingungen
auf der Cellulosemembran fiir das Zielprotein schlecht zugéanglich gewesen sein.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Mutationsanalysen zeigt, dafs die
Bindung zwischen dem Hexapeptid und dem Anti-FVIII in erster Linie auf den
Interaktionen seitens des Lysins, der beiden Asparaginsduren und des Phenylalan-
ins beruht. Somit ist anzunehmen, daf vorwiegend elektrostatische Wechselwir-
kungen, Wasserstoftbriicken und ferner iiber das Phenylalanin auch hydrophobe
Assoziationen beteiligt sind.

Die Abfolge der Aminoséduren in der Peptidsequenz ist von entscheidender Bedeu-
tung. Wéahrend durch die urspriingliche Reihenfolge ein optimaler Bindungspartner
gegeben war, fiihrte beispielsweise der Austausch einer sauren gegen eine basische
Aminosadure und umgekehrt in allen Fillen zu einer nahezu vollstindigen Aufhe-
bung der Wechselwirkungen. Auch die Tatsache, dafs eine Verdnderung der Sekun-
darstruktur durch den Einbau von Prolin die Bindung stark beeinflufite, spricht fiir
die Existenz eines exakt auf das Peptid abgestimmten Epitops in der Sequenz des
Antikorpers. Somit konnte davon ausgegangen werden, daf die Wechselwirkungen
von sehr spezifischer Natur waren, wodurch das ermittelte Hexapeptid als ein ge-
eigneter Ligand fiir die affinitdtschromatographische Aufreinigung des Anti-FVIII
eingestuft werden konnte.

Obwohl der Austausch einzelner Aminosiduren des Peptids die Bindungsintensitét
nachweislich nicht verringerte, wurde bei der Festlegung der finalen Ligandenstruk-
tur die urspriingliche Sequenz KEDFDI gewihlt. Eine Verédnderung erschien nach
Abschétzung der zu erwartenden Stabilitit des Peptids und mangels 6konomi-
scher Vorteile nicht notwendig. Eine Ausnahme bildete die C-terminale Position
der Sequenz, die fiir die Realisierung einer gerichteten Kupplung an das Chromato-
graphiematerial teilweise durch eine andere Aminoséaure ersetzt wurde. Ein Einfluft
auf das Bindungsverhalten war jedoch aufgrund der Ergebnisse aus den Mutations-
analysen nicht zu erwarten. Im folgenden Abschnitt werden alle Sequenzvarianten,
die als Peptidligand zum Einsatz kamen, vorgestellt und charakterisiert.

3.1.5 Theoretische Charakterisierung der Peptidliganden

Fiir die Herstellung der Peptidaffinitdtsmatrices wurden ausgehend von der selek-
tierten Sequenz KEDFDI zwei weitere Hexapeptide mit leicht verdnderter Ami-
nosidurezusammensetzung eingesetzt. Die Alternativstrukturen unterschieden sich
jedoch lediglich in der Besetzung der sechsten Position voneinander. Anstelle des
urspriinglichen Isoleucins wurde ein Lysin bzw. ein Cystein eingebaut, deren Sei-
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tenketten fiir eine spezielle Kupplungschemie bei der Herstellung der Affinitats-
matrices ausgenutzt werden konnten. Abbildung 3.10 gibt die Struktur der drei

Sequenzvarianten wieder.

K E D F D | C K
Lys Glu Asp Phe Asp lle Cys Lys
. RO QTR QulT?® HoT H . i\ i
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Abbildung 3.10: Struktur der Sequenzvarianten des Peptidliganden

Da fiir einige der ausgearbeiteten Kupplungsstrategien bestimmte Eigenschaften
der Peptide bekannt sein mufiten, wurden die Sequenzen mittels theoretischer Be-
rechnungen charakterisiert. Auf den Internetseiten des Atelier BioInformatique de
Marseille (A.B.ILM.) der Universitidt der Provence in Marseille werden kostenlose
Online-Dienste angeboten, mit denen sich proteinogene Sequenzen analysieren las-
sen. Diese wurden fiir die Ermittlung des Molekulargewichts und die Bestimmung
des isoelektrischen Punkts pl sowie der pH-abhangigen Ladungscharakteristik der
Peptide genutzt.

Tabelle 3.1: Charakteristische Grofen der Ligandsequenzen

KEDFDI KEDFDC KEDFDK

Molekulargewicht MW 765,8 Da 755,8 Da 780,8 Da
Isoelektrischer Punkt pl 3,86 3,86 4,21

Tabelle 3.1 fafst die Informationen zusammen. Die Abhingigkeit der Molekiilla-
dung vom pH-Wert ist aus den Titrationskurven in Abbildung 3.11 ersichtlich.
Die theoretischen Berechnungen basieren laut Dienstanbieter auf folgenden pK-
Werten: a-NH3 9,69; a-COOH 2,34; Lys 10,50; Glu 4,25; Asp 3,86 und Cys 8,33.
Die charakteristischen Eigenschaften der Peptide weisen keine signifikanten Un-
terschiede auf. Sie sind mit 755 bis 780 Da nahezu gleich grof und werden durch
ahnliche isoelektrische Punkte bei etwa pH 4 gekennzeichnet. Alle drei Titrations-
kurven verlaufen steil iiber ihren pl hinweg aus dem positiven in den negativen
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Abbildung 3.11: Theoretisch berechnete Titrationskurven der Ligandsequenzen

Bereich und nehmen zwischen pH 5 und 9 ein Plateau ein. Unter zunehmend ba-
sischeren Verhéltnissen wird die Molekiilladung dann rapide negativer, bevor sie
ab pH 11 auf einem konstanten Wert stagniert.

Wihrend die Titrationskurven der Sequenzen KEDFDI und KEDFDC vo6llig dek-
kungsgleich verlaufen, weist die Variante KEDFDK ein leicht verdndertes Ladungs-
muster in Abhéngigkeit vom pH-Wert auf. Dies betrifft in erster Linie die Verlage-
rung des Plateauabschnitts in einen um etwa eine relative Einheit weniger negativ
geladenen Bereich. Die Ergebnisse aus den Mutationsanalysen in Abschnitt 3.1.4
sprechen jedoch nicht dafiir, dafl dieser Unterschied zu einem verschlechterten Bin-
dungsvermogen des Antikorpers fiithrt. Auferdem muf beriicksichtigt werden, daft
die Resultate aus den theoretischen Berechnungen nur bedingt die realen Verhélt-
nisse widerspiegeln. Dabei findet die Integration der letzten Aminosdure in den
Kupplungsverbund mit der Basalmatrix beispielsweise keine Berticksichtigung. Da
im Fall der KEDFDK Sequenz die Fixierung an das Chromatographiematerial
iiber die NHy-Gruppe in der Seitenkette des C-terminalen Lysins erfolgte, war der
Peptidligand um eine positive Ladung reduziert. Es ist anzunehmen, daf sich die
Titrationskuve unter diesen Umstidnden in den negativen Bereich verschiebt und
dem Ladungsmuster der beiden anderen Sequenzen annihert.

Das mittlere Plateau im Kurvenverlauf zwischen pH 5 und 9 deutet darauf hin,
dak die Antikorperbindung der Peptidliganden in weiten Bereichen vom pH-Wert
unabhéngig ist. Da Zellkulturen im allgemeinen einen pH-Wert von 6,5 bis 7,5
aufweisen, schien eine exakte Konditionierung der Proben fiir die geplanten Auf-
arbeitungsexperimenten nicht notwendig. Detailliertere Untersuchungen zu dieser
Thematik werden jedoch erst in Abschnitt 3.3.1 ausfiihrlich dokumentiert.
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Die theoretische Charakterisierung der Sequenzen ermoglichte neben der Abschét-
zung des pH-abhéngigen Bindungsverhaltens eine molare Quantifizierung der ein-
gesetzten Peptidmengen sowie die Festlegung der Puffersysteme fiir die Kupplungs-
prozesse.

3.1.6 Zusammenfassung

Die Kombination der Spot-Synthese auf Cellulosemembranen in Verbindung mit
einer geeigneten X-Strategie und einem unkomplizierten immunologisch /enzyma-
tischen Testsystem fiir den Bindungsnachweis fiihrte schnell und zuverldssig zur
Auffindung eines potentiellen Peptidliganden fiir die chromatographische Aufrei-
nigung des monoklonalen Antikorpers.

Die Suche basierte auf gerasterten Teilbibliotheken aus linearen Hexapeptiden. Die
Wabhl fiel auf diese Strukturen, da sie in ihrem Aufbau und ihrer Kettenlinge noch
als sehr stabil eingestuft werden kénnen, und ihnen gleichzeitig bereits ein gewis-
ses Potential zur Ausbildung spezifischer Wechselwirkungen zugeschrieben werden
konnte. Das Ausmalf der Komplexitit eines Peptids beeinlussen die Stabilitat und
die Spezifitdt im allgemeinen entgegensétzlich. Je komplizierter und héufig auch
grofser der Aufbau eines Molekiils ist, umso instabiler wird es; die Moglichkeiten
der Interaktionen werden dagegen spezifischer. Fiir die Auswahl eines Affinitéts-
liganden mufste der Kandidat beide Bedingungen erfiillen. Aus diesem Grund be-
schrinkte sich die Suche zunéchst auf kleine, einfache Sequenzen und wire bei
mangelnder Spezifitit dann auf komplexere Peptidstrukturen ausgeweitet worden.
In diesem Fall fiihrte die systematische dreistufige Bindungsstudie mit den Hexa-
peptid-Bibliotheken jedoch bereits zur Selektionierung eines erfolgversprechenden
Kandidaten, der eine ausreichend hohe Affinitdt zu dem Anti-FVIII aufwies. Es
handelte sich dabei um die Sequenz KEDFDI (Lys-Glu-Asp-Phe-Asp-Ile), die dann
in weiterfithrenden Mutationsanalysen und theoretischen Untersuchungen charak-
terisiert wurde.

Es stellte sich heraus, daf die Aminosdurebelegung der C-terminalen Position des
Peptids keinen Einflufs auf die Intensitét der Zielproteinbindung hatte. Dieses Er-
gebnis gab einen wichtigen Hinweis fiir die Planung und die konzeptionellen Uber-
legungen zur Ligandenkupplung an das Chromatographiematerial. Hierbei konnte
die entsprechende Position fiir notwendige Modifikationen zur Realisierung der ge-
wiinschten Sequenzausrichtung ausgenutzt werden, ohne daf eine Einschrinkung
des Bindungsvermogens zu erwarten war.

Dagegen fiihrte ein Austausch der anderen Aminoséduren zu einer mehr oder minder
starken Verringerung des Bindungsvermdgens. Dabei schienen das N-terminale Ly-
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sin sowie das erste Aspartat eine besondere Bedeutung fiir die Wechselwirkungen
mit dem Zielprotein zu haben, wihrend an den anderen Stellen durchaus Sequenz-
variationen ohne eine signifikante Relevanz fiir die Bindungsintensitit moglich ge-
wesen wiren. Da eine Verdnderung der urspriinglichen Aminosdurezusammenset-
zung des Peptidkandidaten jedoch keine Vorteile hinsichtlich der Stabilitdt oder
des Kosten- und Materialaufwands bei der Herstellung groferer Mengen fiir die
Ausstattung der Chromatographiematrices versprach, wurde auf einen gezielten
Aminosaureaustausch in den ersten fiinf Positionen der Sequenz verzichtet.

Die Methode der Ligandenselektionierung auf Basis der Spot-Synthese iiberzeugte
durch eine einfache Handhabung und bewies eine hohe Zuverldssigkeit. Durch die
Verwendung kombinatorischer X-Strategien lassen sich in sehr kurzer Zeit und mit
einem geringen Arbeitsaufwand geeignete hochaffine Strukturen ermitteln, die als
Kandidaten fiir die Ausstattung von Affinitdtsmatrices eingesetzt werden konnen.
Das Verfahren bietet sich aufgrund der konzeptionellen Mo6glichkeiten in der X-
Strategie besonders fiir die unspezifische Suche solcher Liganden an. Es ist unter
methodischen Gesichtspunkten fiir jedes Zielprotein anwendbar, wobei der Bin-
dungsnachweis jeweils speziell modifiziert werden muf, und sicherlich nicht fiir
alle Biomolekiile ein derart einfacher und kurzer Affinititspartner zu finden ist.
Ein weiterer Vorteil besteht in der Regenerierbarkeit der Cellulosemembranen, die
einen mehrfachen Gebrauch der Peptidbibliotheken fiir den Einsatz in Bindungs-
studien mit unterschiedlichen Zielmolekiilen ermoglicht.

Die hohe Zuverlassigkeit des Testsystems wurde mit den Ergebnissen aus der vor-
liegenden Arbeit bestitigt. Die Suche fiir den monoklonalen Antikérper fiihrte zur
eindeutigen Selektionierung eines Hexapeptids, dessen Sequenz sich anschliefend
auch als das spezifische antigene Epitop des Immunglobulins herausstellte.
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3.2 Peptidkupplung an die Basalmatrix

Nachdem das optimale Hexapeptid zur Bindung des monoklonalen Antikorpers
gefunden war, mufite eine geeignete Methode entwickelt werden, um es an das
NHS-aktivierte Chromatographiematerial zu kuppeln. Um eine vergleichbare Zu-
géinglichkeit und Adsorptionsleistung wie in den vorausgehenden Bindungsstudien
erwarten zu konnen, sollte der Peptidligand dabei in gleicher Weise wie auf den
Spotmembranen an der Matrix ausgerichtet werden. Wahrend die Sequenzen dort
jedoch C-terminal verankert vorlagen, verlauft die Reaktion an NHS-aktivierten
Materialien {iber freie Aminofunktionen, wodurch bei dem vorliegenden Peptid
KEDFDI eine reverse Bindung iiber den N-Terminus stattgefunden hétte. Aus
diesem Grund erschien die Herstellung der Affinitdtsmatrix durch eine direkte
Kupplung des fertigen Hexapeptids ohne spezielle Modifikationen als ungeeignet.
Um dieses Problem zu l6sen, wurden drei verschiedene Konzepte entwickelt, mit
denen sich der Peptidligand trotz der ungiinstigen Ausgangsbedingungen gezielt
in der gewiinschten Ausrichtung an der Sepharose’™ fixieren lieR. In den folgen-
den Abschnitten werden die einzelnen Strategien sowie einige Analysen zu den
Kupplungsprozessen vorgestellt und ihre Vor- und Nachteile diskutiert. Um den
tatsdchlichen Einfluf der Ligandenausrichtung am Chromatographiematerial zu
iiberpriifen, wurde zusétzlich eine Matrix mit N-terminal gekuppelten Peptiden
hergestellt.

Fiir die Entwicklung der Methoden wurden 1 ml Fertigsiulen vom Typ HiTrap?
NHS-aktivierte Sepharose!™ High Performance eingesetzt. Nach abschlieRender
Beurteilung hinsichtlich Material- und Zeitaufwand, Stabilitdt der resultierenden
Ligandenbindung sowie Effizienz der chromatographischen Aufarbeitung wurde der
erfolgreichste Prozefs fiir die Fertigung der fliekbettchromatographischen Prototyp-
matrix iibernommen. Da in diesem Kapitel auch die Herstellung der EBA-Matrix
dokumentiert wird, sei an dieser Stelle bereits vorweggenommen, dafs dazu die
unter Abschnitt 3.2.4 beschriebene Methode der direkten Synthese an dem Chro-
matographiematerial verwendet wurde.

3.2.1 Kupplung Fmoc-geschiitzter Peptide

Der hier dokumentierte Prozefs zur Herstellung der Affinitdtsmatrix basierte auf
dem Einsatz vorgefertigter Peptide, die durch einen Aminosdureaustausch und die
Anwendung einer speziellen Schutzgruppentaktik direkt {iber ihren C-Terminus
an die NHS-aktivierte Sepharose’™ gekuppelt werden sollten. Eine schematische
Darstellung der in Zusammenarbeit mit Herrn Dipl.-Chem. Dirk Béchle aus der
Abteilung Organische Chemie IIT der Universitit Bielefeld entwickelten Strategie
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1. Kupplung des Fmoc(Fmoc)-geschiitzten Peptidliganden bei pH 8,3
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Abbildung 3.12: Strategie zur direkten Kupplung Fmoc(Fmoc)-geschiitzter Peptide an NHS-
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Sepharose’™ und Uberfiihrung in eine gebrauchsfertige Affinititsmatrix
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ist in Abbildung 3.12 dargestellt. Die detaillierte Vorgehensweise geht aus Ab-
schnitt 2.1.2.2 des Material- und Methodenteils hervor.

Die zugrundeliegenden Uberlegungen beruhten auf der Erkenntnis aus den Bin-
dungsstudien, dafs die C-terminale Aminosaure des Peptids keinen Einflufs auf die
Intensitit der Wechselwirkungen zum Zielprotein hatte. Sie konnte daher mit ei-
ner NHS-reaktiven Aminosaure belegt werden, die eine gerichtete Kupplung der
Sequenz ermoglichte. Die Wahl fiel dabei auf Lysin, dessen Seitenkette wie das
Arginin die notwendige Aminogruppe enthélt. Die resultierende Ligandensequenz
lautete somit KEDFDK.

Fiir eine gerichtete Fixierung {iber den C-Terminus mufte jedoch gleichzeitig eine
mogliche Fehlbindung iiber andere NH,-Gruppen ausgeschlossen werden. In der
vorliegenden Sequenz betraf dies neben der Aminofunktion am eigentlichen N-
Terminus auch die in der Seitenkette des N-terminalen Lysins, das aufgrund seiner
Bedeutung fiir die Zielproteinbindung jedoch nicht durch eine andere Aminoséure
ersetzt werden konnte.

Die reverse Kupplung des Hexapeptids sollte durch eine Abschirmung der ent-
sprechenden NH,-Gruppen verhindert werden. Zu diesem Zweck wurde die Fmoc-
Schutzgruppe am N-Terminus des Hexapeptids in der Festphasensynthese nicht
wie iiblich vor der Spaltung vom Harz, sondern erst nach der Verkniipfung mit der
Chromatographiematrix entfernt.

Eine Fehlkupplung iiber die e-Aminogruppe im N-terminalen Lysinrest liefs sich
dadurch ausschlieffen, dafs bei der Synthese an Stelle der sonst verwendeten séure-
labilen Seitenschutzgruppen ein doppelt Fmoc-geschiitztes Lysin eingesetzt wurde.
Die Freilegung der NHy-Funktion aus dem Lysinrest erfolgte dann ebenfalls erst
durch die Piperidinbehandlung nach der Fixierung an die Matrix.

Obwohl nach dieser Prozedur von einer vollstdndigen Deaktivierung der NHS-Ester
ausgegangen werden konnte, wurde die Sdule abschlieffend wie im Standardproto-
koll vorgesehen mit Ethanolamin abgesittigt, bevor sie in chromatographischen
Experimenten zum Einsatz kam.

Die Herstellung der notwendigen Menge des Liganden erfolgte mit einem Synthe-
seautomaten und wurde in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Norbert Sewald
bewerkstelligt (Organische Chemie III, Fakultét fiir Chemie, Universitit Biele-
feld). Vor der Bindung wurde das Fmoc-geschiitzte Peptid mittels semipréiparativer
HPLC (Saule: Vydac™™ 218 TP 1022 Efficiency, Protein/Peptide C18, 2,2x 25 ¢m,
Phenomenex) gereinigt, so daf synthesebedingte Fehlsequenzen abgereichert wa-
ren. Nach Lyophilisierung standen 6,5 mg (5,4 pmol) der Sequenz zur Verfiigung.
Abbildung 3.13 stellt die Ergebnisse von analytischen HPLC-Léaufen des Fmoc-
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Abbildung 3.13: Vergleich der analytischen HPLC des Fmoc-geschiitzten Peptids vor (A) und
nach (B) der HPLC-Reinigung. Siule: Vydac”™ 300 C18 (218TPB), 5 um, 250x 4 mm; Puffer
A: 95 % dest. HyO, 5 % Acetonitril, 0,1 % TFA; Puffer B: 5 % dest. H,O, 95 % Acetonitril,

0,1 % TFA

geschiitzten Peptids vor (A) und nach (B) der Reinigung einander gegeniiber.
Die Chromatogramme lassen erkennen, daf das rohe Spaltprodukt noch einige
Verunreinigungen enthielt, die jedoch durch die HPLC-Reinigung erfolgreich be-
seitigt werden konnten. Bei den zwei kleineren Peaks, die nach etwa 24,5 bzw.
31 Minuten erscheinen, handelt es sich moglicherweise um Peptide, bei denen die
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Fmoc-Schutzgruppen ganz oder teilweise fehlten. Sie wéren infolgedessen wesent-
lich hydrophiler und wiirden bereits unter entsprechend polareren Bedingungen
eluieren. Ohne weitere Analysen kann jedoch nur spekuliert werden, ob die Syn-
these in diesen Féllen unvollstindig verlief oder es lediglich zu einem vorzeitigen
Verlust der basenlabilen Fmoc-Gruppen kam.

Wihrend die beiden ersten Fehlsequenzen nur einen geringen Anteil an der Ge-
samtausbeute ausmachten, handelte es sich bei dem Peak, der nach etwa 41 Minu-
ten von der Saule eluierte, um ein bedeutend gravierenderes Nebenprodukt. Abbil-
dung 3.14 zeigt einen Vergleich der massenspektrometrischen Analysen (MALDI-
Tof-MS) des rohen Spaltprodukts (A) und der aufgereinigten Sequenz (B).

40000 4000
A 1225,09 B
35000 3500 - ¥
30000 3000 -
5 1225.00
< 25000 A 2500
©
B 20000 1 2000
9
£ 15000 1500 -
10000 1207,01 n 1000 4
5000 J“ SOOM
0 S OI““‘

. ——
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z m/z

Abbildung 3.14: Vergleich der MALDI-ToF-MS-Analysen des Fmoc-geschiitzten Peptids vor
(A) und nach (B) der HPLC-Reinigung.

Aus theoretischen Berechnungen und der MALDI-ToF-MS-Analyse des fraktio-
nierten Endprodukts (Daten nicht dargestellt) ging hervor, dak es sich bei dem
m/z-Signal 1225 um die protonierte Zielsequenz Fmoc-K(Fmoc)EDFDK handelte.
Entsprechende Untersuchungen des ebenfalls separat gesammelten Hauptneben-
produkts ergaben in der Massenspektrometrie einen um etwa 18 Einheiten klei-
neren Wert, der sich in Graphik 3.14 A in dem m/z-Signal 1207 widerspiegelt. Es
ist anzunehmen, dafs es sich dabei um eine hdufig bei Aspartat-haltigen Pepti-
den zu beobachtende dehydratisierte Form des eigentlichen Produkts handelt, bei
der unter einem sdure- oder basenkatalysierten Ringschluf der sauren Seitenkette
ein Aspartimid gebildet wird [QuiBELL ET AL., 1994]. Fiir eine genaue Aufkldrung
wiren weitere Analysen notwendig gewesen, die den Rahmen der vorliegenden
Arbeit jedoch iiberschritten hétten. Es bleibt festzuhalten, daf der Anteil dieses
Nebenprodukts bei verschiedenen Synthesen immer unterschiedlich hoch war. Es
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ist davon auszugehen, daf auch bei der Spot-Synthese, die nach den gleichen Re-
aktionsprinzipien verlief, dhnliche Effekte aufgetreten sind.

Mit den verfiigbaren Mitteln war wiahrend der Peptidkupplung an das Chromato-
graphiematerial keine Reaktionskontrolle mdglich. Ein Vergleich der Kupplungslo-
sung vor und nach der Inkubation mittels analytischer HPLC zeigte eine deutliche
Abnahme der Peptidkonzentration (Daten nicht dargestellt), die auf eine erfolg-
reiche Bindung an die NHS-aktivierte Sepharose’™ hinwies, jedoch nicht genau
quantifiziert werden konnte. Eine nachtrigliche Aminosidureanalyse, die in der Ab-
teilung Molekulare Erkennung an der GBF durchgefiihrt wurde, ergab eine Be-
ladung 6,0 pmol Peptid/g Trockengel. Auf das Sdulenvolumen von 1 ml bezogen
(1 ml=ca. 72 mg Trockenmasse) entspriche dies lediglich einer gesamten Ligan-
denausstattung von 0,4 pmol, so dafs nur ein Bruchteil der eingesetzten Menge von
5,4 pmol an der Matrix fixiert worden wire. Quantifizierungen dieser Art sind je-
doch mit einem hohen Fehlerpotential behaftet, zumal nur Einfachbestimmungen
vorgenommen wurden, und die eingesetzten Testaliquote sehr klein waren. Zudem
erfolgten die Analysen erst nach einigen Chromatographie- und Regenerations-
zyklen, so dalt die Belastung mit verbliebenen Kontaminationen die Ergebnisse
zusatzlich verfélschte.

Der Vorteil der hier beschriebenen Methode bestand in der Moglichkeit, synthese-
bedingte Fehlsequenzen vor der Kupplung an das Chromatographiematerial abzu-
reichern. Zudem kann die resultierende Verkniipfung zwischen den Liganden und
der Matrix iiber eine Amidbindung als duferst stabil eingestuft werden. Nach-
teilig waren allerdings die hohen Verluste, die durch die schlechte Loslichkeit der
Fmoc-Verbindungen entstanden. Dies betraf einerseits die Ausbeute bei der Spal-
tung vom Syntheseharz, die selbst nach mehreren Spaltschritten und Spiilvorgan-
gen nicht anndhernd der Quantitit einer Referenzsynthese entsprach, bei der die
abschliefsende Kupplung des doppelt Fmoc-geschiitzten Lysins weggelassen wur-
de (Daten nicht dargestellt). Andererseits stellte die starke Hydrophobizitat des
modifizierten Peptids ein zusdtzliches Problem bei der Resolubilisierung in dem
wiafrigen Kupplungspuffer dar. Selbst in Methanol oder anderen Loslichkeitsver-
mittlern liefs sich das Lyophilisat nur unvollsténdig l6sen, zumal nur Fliissigkeiten
eingesetzt werden konnten, die nach Verdiinnung mit dem Kupplungspuffer ver-
fahrenskompatible Bedingungen gewéhrleisteten. Desweiteren deuteten die durch-
gefithrten Analysen auf eine eher geringe Kupplungsausbeute bei der Verkniipfung
mit dem Chromatographiematerial hin, so daf fiir eine eventuelle Mafstabver-
groferung sehr hohe Ausgangsmengen der gereinigten Ligandensequenz notwendig
wéren.
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3.2.2 Peptidkupplung iiber einen Disulfid-Austausch

Die Entwicklung einer weiteren Methode zur Herstellung der Affinitdtsmatrix ba-
sierte auf einer Vorschrift zur Liganden-Immobilisierung an BIAcore’™ Chips
[AMERSHAM PHARMACIA BioTEcH, 1991]. In diesem Fall wurde die Peptidsequenz iiber
eine Thiol-Disulfid Austauschreaktion an das HiTrap”™ Material gekuppelt. Vor-
aussetzung dafiir war eine spezielle Modifikation der NHS-aktivierten Sepharose’™
und des Liganden durch die Funktionalisierung mit Thiolgruppen. Die Kupplungs-
strategie ist in Abbildung 3.15 dargestellt. Die detaillierte Versuchsdurchfiihrung
ist in Abschnitt 2.1.2.3 des Material- und Methodenkapitels beschrieben.

Die Einfiihrung der SH-Gruppe an der NHS-aktivierten Basalmatrix erfolgte durch
Reaktion mit Cystamin, das anschliefsend mit DTE reduziert wurde. Seitens des
Peptidliganden wurde die notwendige Thiolfunktion durch den Einbau eines Cy-
steins realisiert. Die Modifikation fand wie bei der in Abschnitt 3.2.1 entwickelten
Methode durch den Austausch der fiir die Zielproteinbindung vermutlich irrelevan-
ten C-terminalen Aminosaure statt. Bei der eingesetzten Sequenz handelte es sich
somit um das Peptid KEDFDC. Auf diese Weise konnte in dem Kupplungsprozef
wieder die gewiinschte Ausrichtung des Liganden an der Chromatographiematrix
erzielt werden.

Symmetrische Disulfidbindungen kénnen oxidativ gebildet werden, wihrend fiir die
Synthese unsymmetrischer Disulfide die Aktivierung einer der beiden Thiolgruppen
beispielsweise {iber eine Thiopyridylgruppe notig ist, um die unerwiinschte Bildung
symmetrischer Dimere zu vermeiden. Aus diesem Grund wurde die SH-Funktion
der Peptidsequenz nach der HPLC-Reinigung mit einer Thiopyridylgruppe ver-
kniipft. Die Reaktion mit dem reduzierten Cystamin erfolgte bei einem pH-Wert
unterhalb des isoelektrischen Punkts der Sequenz, der theoretisch mit 3,9 bestimmt
wurde (s. Abschnitt 3.1.5). Aus diesem Grund wurde das methanolisch geloste Ly-
ophilisat vor der Kupplung in einem Verhéltnis von 1:3 mit einem Citratpuffer,
pH 3,0 versetzt. Obwohl aufgrund der Aktivierung bei der Ligandenkupplung von
einer hohen Reaktionsausbeute ausgegangen werden konnte, wurde die Matrix zur
Abséttigung iiberschiissiger SH-Gruppen vor dem Einsatz in der Chromatographie
noch mit der thiolreaktiven Substanz PDEA inkubiert.

Die Herstellung und Aktivierung der Peptidsequenz erfolgten in der Arbeitsgrup-
pe von Herrn Prof. Norbert Sewald. Nach Lyophilisierung standen etwa 15 mg
(13 pmol) des modifizierten Liganden zur Verfiigung. Zur Kontrolle des Kupp-
lungserfolgs wurde die Peptidlosung vor und nach der Inkubation mit dem Chro-
matographiematerial mittels analytischer HPLC untersucht. Abbildung 3.16 auf
Seite 109 stellt die Ergebnisse der Probenauftrennung einander gegeniiber.
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1. Cystamin-Kopplung bei pH 8.3
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3. Kupplung des aktivierten Peptidliganden bei pH 3,0 (pH < pl)
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4. Deaktivierung tiberschiissiger Thiole mit PDEA bei pH 4,3
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\
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|
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Gebrauchsfertige Peptid-Affinitatsmatrix

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung der Kupplung Pyridyl-aktivierter Peptidliganden
an NHS-Sepharose” und anschlieende Uberfiihrung in eine gebrauchsfertige Affinitéitsmatrix
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Abbildung 3.16: Reaktionskontrolle zur Kupplung aktivierter Peptidliganden an NHS-
Sepharose’™ . Analytische HPLC der Peptidldsung vor und nach der Kupplung. Siule: Vydac?™
300 C18 (218TPB), 5 um, 250x4 mm; Puffer A: 95 % dest. H2O, 5 % Acetonitril, 0,1 % TFA;
Puffer B: 5 % dest. HyO, 95 % Acetonitril, 0,1 % TFA

Im Chromatogramm der Ausgangslosung sind keinerlei Peaks erkennbar, die auf
eine Verunreinigung oder einen vorzeitigen Zerfall der aktivierten Ligandensequenz
hindeuten. Desweiteren zeigt der Vergleich mit dem Lauf nach der Kupplungsre-
aktion, daf ein Grofsteil der Peptide an der Matrix zuriickgehalten wurde. Eine
genaue Quantifizierung war auch in diesem Fall nicht mdoglich. Zudem liegen fiir
diese Sdule keine Daten aus der Sequenz- oder Aminosdureanalytik vor, so daf
iiber die quantitative Ligandenausstattung keine Aussage gemacht werden kann.

Der Vorteil der Kupplung vorgefertigter aktivierter Liganden lag wie bei den
Fmoc-geschiitzten Peptiden in der Mdoglichkeit, das Syntheseendprodukt vor der
Verkniipfung mit der Chromatographiematrix zu reinigen und Fehlsequenzen ab-
zureichern. Desweiteren liefs sich das Lyophilisat aufgrund seiner wesentlich ge-
ringeren Hydrophobizitdt deutlich besser verarbeiten als die Fmoc-Verbindungen.
Nachteilig war allerdings der hohe Arbeitsaufwand fiir die vorausgehende Aktivie-
rung der Sequenz, die bei der Mafsstabvergroferung fiir die Herstellung der EBA-
Prototypmatrix den limitierenden Faktor darstellte. Zudem kann die Ligandenver-
kniipfung iiber eine Disulfidbindung im Vergleich zu der resultierenden Amidbin-
dung aus der vorherigen Methode aufgrund der Empfindlichkeit gegeniiber Redox-
prozessen nur als bedingt stabil eingestuft werden.
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3.2.3 Direkte Synthese an NHS-Sepharose’ "

Im dritten Herstellungsverfahren fiir die Affinitdtsmatrix wurde der Peptidligand
nach dem Prinzip der MERRIFIELD “schen Festphasensynthese direkt an dem Chro-
matographiematerial synthetisiert. Da der schrittweise Aufbau der Sequenz nach
dieser Methode bereits eine C-terminale Verkniipfung an der Matrix bedingt, muf-
te lediglich die NHS-Sepharose’™ vorab durch die Einfiihrung einer geeigneten
Ankergruppierung modifiziert werden. Abbildung 3.17 veranschaulicht das Kon-
zept, das in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Werner Tegge (GBF, Braunschweig)
entwickelt und im wesentlichen aus einer von ihm beschriebenen Methode abgelei-
tet wurde [TEGGE, 1997].

Durch die Kupplung mit 1,3-Diaminopropan wurde die Matrix zunichst mit Ami-
nofunktionen ausgestattet, die dann als Startpunkte fiir den sukzessiven Peptid-
aufbau fungierten. Die Synthese erfolgte nach Fmoc/'Bu-Strategie, in der die Na-
Funktionen durch eine Fmoc-Gruppe und die Seitenketten trifunktioneller Ami-
nosduren durch sidurelabile Gruppen auf tert.-Butylbasis geschiitzt wurden. Die
Kettenverldngerung verlief in Reaktionszyklen, die sich aus der Kupplung der ein-
zelnen Aminosduren und ihrer anschliefsenden Deblockierung mit Piperidin zusam-
mensetzten.

Auf eine in der Festphasensynthese hiufig durchgefiihrte Abséttigung nicht-rea-
gierter Aminofunktionen sowie einem Capping-Schritt nach Beendigung der Syn-
these durch Acetylierung mit Essigsdureanhydrid wurde verzichtet. Nach abschlie-
fsender acidolytischer Spaltung der semipermanenten Schutzgruppen konnte die
Peptidmatrix direkt in der Chromatographie eingesetzt werden.

Mit der hier beschriebenen Methode wurden zwei verschiedene HiTrap’™ Siu-
len und die Fliefbettmatrix angefertigt. Das Verfahren erforderte keine spezielle
Aminosaurebelegung, so daf die Ligandensequenz frei ausgewihlt werden konnte.
Fiir die 1 ml Fertigsdulen handelte es sich dabei einerseits um den urspriingli-
chen Peptidkandidaten KEDFDI und andererseits um die Sequenz KEDFDC, die
als Referenzmatrix fiir die mittels Disulfid-Austausch Reaktion hergestellte Saule
dienen sollte und eine direkte Gegeniiberstellung beider Fertigungsmethoden im
chromatographischen Vergleich ermoglichte. Die Ligandenausstattung der EBA-
Prototypmatrix wurde nach Auswertung der chromatographischen Versuche mit
den unterschiedlichen HiTrap?™ Siulen auf die Sequenz KEDFDI festgelegt.

Wihrend der Synthese wurden die Kupplungsschritte anhand zweier unterschied-
licher Methoden kontrolliert und quantifiziert. Der Nachweis freier Aminofunk-
tionen mittels Bromphenolblau BPB gab dabei Aufschlufs iiber die anféngliche
Beladungsmenge mit 1,3-Diaminopropan und konnte Auskunft iiber den Grad der



3.2. PEPTIDKUPPLUNG AN DIE BASALMATRIX 111
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4. Zyklische Kopplung der restlichen Aminoséuren (siehe 2./3.)
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Abbildung 3.17: Schema der direkten Synthese des Peptidliganden an NHS-Sepharose™
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Absittigung nach der Kupplung der geschiitzten Aminosduren geben. Zudem war
mit diesemm Nachweis im Anschluf an einen Deblockierungsschritt eine indirek-
te Quantifizierung der gebundenen Aminosduren iiber die dann am N-Terminus
freigewordenen NHs-Funktionen moglich. Aufgrund des hohen Losungsmittelver-
brauchs wurde bei zwei der drei Synthesen jedoch weitestgehend auf die BPB-
Analysen verzichtet und die Aminosiurekupplung statt dessen iiber die photome-
trische Bestimmung des bei der Fmoc-Abspaltung entstehenden Dibenzofulven-Pi-
peridin-Addukts quantifiziert. Tabelle 3.2 fakt die Analysenergebnisse fiir die drei
Matrices zusammen.

Tabelle 3.2: Quantifizierung der Kupplung mittels Fmoc- und BPB-Bestimmung *

KEDFDI KEDFDC EBA-KEDFDI
[#mol /ml] [#mol /ml] [#mol/ml]
NH, ? 9,5 10,5 34
Ile, Cys 15,3 (1,1) 3,9 (1,7 64,1
Asp-1 202 (0,7) 16,1 (0,9) 69,6
Phe 201 (0,4) 20,6 (0,3) 76,7
Asp-2 39,6 18,4 (0,2) 77,2
Glu 38,1° 249 (0,1) 73,2
Lys 37.2 245 (0,9) 774

Lunterstrichene Werte: BPB; Werte in Klammern: vor der Fmoc-Abspaltung
2NHsz-Bestimmung nach der Kupplung von 1,3-Diaminopropan

3Referenzwert mit Bromphenolblau: 15,1

Die Aminofunktionalisierung mit Diaminopropan lieferte fiir die beiden HiTrap?
Sdulen in guter Néherung den Erwartungswert von 10 pmol/ml Gel, was der
vom Hersteller angegebenen Menge an vorhandenen NHS-Bindungsstellen ent-
sprach. Demgegeniiber wurde das EBA-Prototypmaterial laut BPB-Analyse nur
mit 3,4 pmol/ml substituiert, obwohl die Anzahl der aktivierten Bindungsstel-
len laut Hersteller 34 pmol/ml betragen sollte. Das Ergebnis der BPB-Analyse
muf allerdings angezweifelt werden, da die Matrix in dem betreffenden Test selbst
nach einem Waschschritt mit fast 900 ml 1 %igem DIPEA noch eine sehr starke
Blaufarbung aufwies, und somit davon ausgegangen werden kann, daf ein nicht
unerheblicher Anteil des gebundenen BPBs nicht erfakt wurde.

Eine mutmaflich hohere Beladung der Fliefshettmatrix bestétigt sich auch bei der
Betrachtung der Folgeanalysen wiahrend der Peptidsynthese. Hier liegen die Wer-



3.2. PEPTIDKUPPLUNG AN DIE BASALMATRIX 113

te fiir die einzelnen Aminosiuren zwischen 64 und 77 pmol/ml und somit sogar
deutlich iiber denen der HiTrap”™ Materialien. Fiir die ebenfalls mit dem Fmoc-
Nachweisverfahren untersuchte KEDFDI Fertigsidule wurde lediglich eine Beladung
von etwa 40 pmol/ml ermittelt. Fiir das KEDFDC-Material sind die Werte mit
maximal 25 pmol/ml noch niedriger, wobei der direkte Vergleich aufgrund des
unterschiedlichen Testsystems hier allerdings nur bedingt moglich ist. Die starken
Abweichungen zwischen der BPB- und der Fmoc-Methode werden am Beispiel der
Referenzbestimmung fiir das Glutamat der KEDFDI-Siule deutlich, bei der die
Differenz mit 15,1 respektive 38,1 pmol/ml mehr als 100 % betrug.

Obwohl mit den unkomplizierten Testsystemen keine zuverldssige quantitative Er-
fassung des Syntheseverlaufs moglich war, kénnen einige grundlegende Aussagen
getroffen werden. Dazu zéhlen die {ibereinstimmenden Ergebnisse fiir die Untersu-
chungen vor der Deblockierung der Aminosduren, die in nahezu allen Fillen eine
Anzahl von weniger als 1 pgmol/ml nicht abgesittigter NHo-Funktionen ergab, was
fiir eine sehr gute und konstante Kupplungsausbeute spricht. Des weiteren weisen
alle drei Synthesen in den ersten Zyklen im Vergleich zu den darauffolgenden ge-
ringere Mengen an gebundenen Aminosiuren auf. Dies gilt insbesondere fiir das
Cystein der KEDFDC-Saule und hingt moglicherweise mit den ungiinstigen steri-
schen Bedingungen an den Verkniipfungspunkten mit der Basalmatrix zusammen,
deren Relevanz dann mit zunehmender Kettenlédnge abnimmt. Fiir zukiinftige Op-
timierungen konnten die ersten Kupplungsschritte verlangert oder im doppelten
Reaktionsansatz durchgefiihrt werden.

Fiir das KEDFDC- und das EBA-KEDFDI Material wurde eine nachtrégliche Ami-
nosdureanalyse nach Totalhydrolyse eines Gelaliquots durchgefiihrt (GBF, Braun-
schweig). Demnach betrug die Peptidbeladung der HiTrap” Siule etwa 300 und
die der Fliefsbettadsorbens ca. 150 pumol/g Trockengel. Unter Beriicksichtigung des
unterschiedlichen Gewichts der Materialien von 72 bzw. 200 mg Trockenmasse /ml
Gel entspricht dies einer Ligandenausstattung von 21,6 respektive 30,0 pmol/ml
Matrix, wodurch die Peptidbeladung insgesamt wesentlich hoher ausfiel als bei-
splielsweise bei der mit dem Fmoc(Fmoc)-geschiitzten Peptid hergestellten Séule
(0,4 pmol/ml).

Da die Matrixproben fiir die Aminosdureanalytik direkt nach Beendigung der
Synthese entnommen wurden und keine Kontaminationen durch Chromatogra-
phieriickstdnde enthielten, ermoglichten die Untersuchungen neben einer zuverlés-
sigen quantitativen Auswertung auch eine qualitative Abschitzung der Synthesen.
Abbildung 3.18 gibt die HPLC-Chromatogramme wieder. Die fiir die Aliquote er-
mittelten Aminosduremengen sind in Tabelle 3.3 zusammengefaft. Das Cystein
kann methodisch bedingt nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.18: HPLC-Aminosiureanalytik der synthetisierten Liganden nach Totalhydroly-
se. A: HiTrap™ KEDFDC; B: EBA-KEDFDI

Die Chromatogramme zeigen, daf weder das HiTrap?™- noch das EBA-Hydrolysat
nennenswerte Verunreinigungen durch ligandenfremde Aminosduren aufweisen. Bei
den beiden Peaks, die nach etwa 16 bzw. 18,5 Minuten auftreten, handelt es sich
um einen bei jeder Untersuchung dieser Art beobachtbaren Artefakt. Ansonsten
sind in beiden Analysen nur geringfiigige Fehlsignale erkennbar.

Die Quantifizierungen aus Tabelle 3.3 deuten auf eine sehr gleichméfige Synthese
hin. Die Aminosauren treten in den erwarteten gleichen Anteilen auf, so daf die An-
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Tabelle 3.3: AS-Gehalt der Matrixproben und prozentualer Anteil an der Gesamtmenge

HiTrap’”KEDFDC EBA-KEDFDI

[pmol] [70] [pmol]  [%]

Cys, Ile n.d. n.d. 536 11,1
Asp 1601 36,2 1706 35,3
Phe 997 22,5 886 18,4
Glu 903 20,4 851 17,6
Lys 926 20,9 849 17,6

zahl von Fehlsequenzen innerhalb der gesamten Ligandenausstattung als dufserst
gering eingestuft werden kann. Einzige Ausnahme bildet das C-terminale Isoleucin
der Fliekbettmatrix, deren Gesamtmenge nach der Hydrolyse um etwa ein Drittel
geringer ist als bei den anderen Aminosduren. Abweichungen dieser Art spiegelten
sich bereits in den BPB- und Fmoc-Analysen aus Tabelle 3.2 auf Seite 112 wider
und hangen wie bereits erwahnt vermutlich mit den sterischen Bedingungen in der
Néahe der Matrixverkniipfungspunkte zusammen. Es ist anzunehmen, daf ein Teil
der Liganden infolgedessen nur aus fiinf Aminosédurebausteinen besteht, und der
Peptidaufbau in diesen Fillen erst mit dem Aspartat begonnen hat.

Das hier beschriebene Verfahren hat den Nachteil, unerwiinschte Syntheseproduk-
te nicht eliminieren zu konnen. Jedoch bewies die Aminosdureanalytik, dafs der
Reinheitsgrad der Ligandensequenz verhiltnisméafig hoch war. Von Vorteil waren
dabei die Strukturmerkmale des Peptidkandidaten, der durch die geringe Anzahl
der Aminosdurebausteine und seinen linearen Aufbau nur ein geringes Risiko fiir
eine fehlerhafte Synthese barg.

Die Entscheidung, die Fliefbettmatrix durch direkte Synthese des Liganden an das
Chromatographiematerial herzustellen, fiel aufgrund der Zuverlissigkeit der Me-
thode und des gut zu kalkulierenden Zeit- und Materialaufwands. Voraussetzung
dafiir war jedoch zunichst die Uberpriifung der chromatographischen Leistung, die
anhand der 1 ml Sdulen getestet und mit den anderen Matrices verglichen wurde
(Kapitel 3.3). Entscheidend war dabei, ob die vermeindlich hohere Ligandenaus-
stattung aber auch die Sequenzunterschiede in der C-terminalen Position einen
Einfluk auf das Bindungsvermogen der Sdulen haben.
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3.2.4 N-terminale Kupplung an NHS-Sepharose’"

Um herauszufinden, ob die Ausrichtung des Liganden an der Chromatographie-
matrix tatsdchlich einen Einflufs auf die Bindung des Zielproteins hat, wurde eine
weitere HiTrap”™ Siule hergestellt, bei der das vorgefertigte Peptid ohne spezi-
elle Modifikationen oder Schutzgruppenstrategien direkt nach der vom Hersteller
vorgesehenen Prozedur an die NHS-Sepharose’™ gekuppelt wurde. Die Wahl der
Ligandensequenz fiel dabei auf den urspriinglichen Peptidkandidaten KEDFDI.

Die Kupplungschemie der NHS-aktivierten Sepharose’™ sieht ausschlieRlich die
Molekiilverkniipfung iiber frei zugéngliche NHy-Funktionen einer Ligandenstruk-
tur vor. Da die KEDFDI-Sequenz ohne weitere Modifikationen nur an dem N-
terminalen Lysin Aminogruppen aufwies, resultierte daraus eine im Vergleich zu
den anderen Siulen genau entgegengesetzte Ausrichtung am Basalmaterial. Ob-
wohl die Verkniipfung aufgrund der Bifunktionalitit des endstédndigen Lysins so-
wohl iiber die a- als auch iiber die e-Aminogruppe in der Seitenkette erfolgen
konnte, lag in jedem Fall eine Kupplung iiber die N-terminale Aminosiure vor, so
dafs es sich tatsdchlich um eine reverse Peptidmatrix (KEDFDI-Revers) handelte.

Die Herstellung der KEDFDI-Sequenz erfolgte automatisiert nach den iiblichen
Modalitdten der in der Einleitung unter Abschnitt 1.3.2.2 beschriebenen Festpha-
sensynthese nach MERRIFIELD. Zum FEinsatz kam ein Wang-Harz, an dem die
erste Aminosaure Isoleucin bereits gekuppelt vorlag. Die Arbeitsschritte der Syn-
these sowie der semipriparativen HPLC-Reinigung (Séule: Vydac™™ 218 TP 1022
Efficiency, Protein/Peptide C18, 2,2x 25 ¢cm, Phenomenex) wurden in der Arbeits-
gruppe von Herrn Prof. Norbert Sewald durchgefiihrt. Fiir die Kupplung an das
Chromatographiematerial standen nach Lyophilisierung 6,1 mg (7,9 pumol) der Se-
quenz zur Verfiigung. Abbildung 3.19 gibt das Chromatogramm aus der analyti-
schen HPLC des gereinigten Peptids wieder.

Trotz der erzielten Reinheit des Peptidliganden macht der in Abbildung 3.20 dar-
gestellte Vergleich der MALDI-ToF-MS-Analysen des Spaltprodukts vor (A) und
nach (B) der HPLC-Reinigung deutlich, dafs auch in diesem Fall wie bereits bei
der Herstellung des Fmoc(Fmoc)-geschiitzten Peptids die Syntheseausbeute durch
die Bildung eines um 18 Dalten kleineren Nebenprodukts verringert wurde. Es ist
anzunehmen, dafs sich hier ebenfalls Aspartimid formierte.

Fiir den Kupplungsprozef an das HiTrap’™ Material fand keine Reaktionskon-
trolle statt. Eine nachtrigliche Aminosidureanalytik ergab jedoch eine Beladung
mit etwa 12 pmol/g Trockengel, was bei der 1 ml Fertigsaule einer Gesamtaus-
stattung von ca. 0,9 pumol entsprach. Dieser Wert liegt im Rahmen der Mefdaten
fiir die Matrix, die mit dem Fmoc(Fmoc)-geschiitzten Peptid substituiert wurde



3.2. PEPTIDKUPPLUNG AN DIE BASALMATRIX 117

800 100
700 -0
- 80
600 -
- 70
X 1 9
T 500 L g0 =
£ i)
g @
S 400 - 50 ¥
N a
o) L
< 3004 N 40 :
”””””” 30 |
200 1 ==
] ,,,—"’(\—’/— 20
100-/_,—__JJ - 10
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Zeit [min]

Abbildung 3.19: Analytische HPLC des gereinigten KEDFDI-Peptids. Siule: Vydac™ 300
C18 (218TPB), 5 pm, 250x 4 mm; Puffer A: 95 % dest. HoO, 5 % Acetonitril, 0,1 % TFA; Puffer
B: 5 % dest. HyO, 95 % Acetonitril, 0,1 % TFA
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Abbildung 3.20: Vergleich der MALDI-ToF-MS-Analysen des Syntheseprodukts der KEDFDI-
Synthese vor (A) und nach (B) der HPLC-Reinigung

(0,4 pmol/ml) und fallt ebenfalls vergleichsweise niedrig aus. Allerdings wurde das
Gelaliquot fiir die Analyse auch in diesem Fall erst nach dem ersten Chromatogra-
phiegebrauch entnommen, so dafs das Ergebnis durch verbliebene Kontaminationen

verfalscht worden sein konnte.
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3.2.5 Zusammenfassung

Mit der Entwicklung unterschiedlicher Strategien fiir die Kupplung des Liganden
an das NHS-aktivierte Chromatographiematerial gelang es, die Peptidsequenzen
trotz der vorgesehenen Reaktion mit Aminogruppen iiber den C-Terminus an der
Matrix zu fixieren. Mit dieser der Spot-Synthese analogen Ausrichtung sollten dhn-
liche Bindungseigenschaften gegeniiber dem monoklonalen Antikorper wie in den
zugrundeliegenden Wechselwirkungsstudien mit den Cellulosemembranen realisiert
werden. Als Referenzsiule wurde zusétzlich eine N-terminal verkniipfte Peptidma-
trix hergestellt.

Die vielfiltigen Uberlegungen resultierten in der Anfertigung von sechs verschiede-
nen Chromatographiegelen, die fiir eine bessere Unterscheidung bei der Vorstellung
der Aufarbeitungsresultate in den restlichen Kapiteln dieser Arbeit wie folgt be-

nannt wurden:

¢ KEDFDK-Fmoc
Kupplung des vorgefertigten geschiitzten Fmoc(Fmoc)-Peptids

e KEDFDC-Disulfid
Kupplung des Pyridyl-aktivierten Peptids durch Thiol-Disulfid Austausch

e KEDFDC-Amid
Direkte Festphasensynthese des Peptids an die HiTrap?™ Siule

e KEDFDI-Amid
Direkte Festphasensynthese des Peptids an die HiTrap?™ Siule

e KEDFDI-Revers
N-terminale Kupplung des vorgefertigten ungeschiitzten Peptids

e KEDFDI-EBA
Direkte Festphasensynthese des Peptids an das EBA-Prototypmaterial

Die einzelnen Kupplungsmethoden basierten mit Ausnahme der direkten Syn-
these an das Chromatographiematerial auf dem Einsatz vorgefertigter Peptide,
die fiir die Gewahrleistung einer C-terminalen Verkniipfung durch eine spezielle
Schutzgruppen- oder Aktivierungsstrategie modifiziert werden muften. Ahnliches
galt fiir die NHS-aktivierten Basalmatrices, ohne deren vorausgehende Funktiona-
lisierung die entsprechenden Kupplungs- bzw. Synthesemechanismen nicht moéglich
gewesen waren.

Die C-terminale Position des urspriinglichen Peptidkandidaten KEDFDI mufte
methodisch bedingt teilweise durch eine andere Aminosédure ausgetauscht werden.
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Dak diese Verdnderung der Ligandensequenz einen Einfluf auf die Zielproteinbin-
dung hatte, schien aufgrund der in Abschnitt 3.1.4 (S. 92, ff) zusammengefafiten
Mutationsanalysen als unwahrscheinlich. Eine endgiiltige Klarung sollte jedoch
durch die im folgenden Kapitel diskutierten chromatographischen Experimente
erfolgen, in denen die aus den unterschiedlichen Kupplungsverfahren hervorgegan-
genen Peptidsdulen miteinander verglichen und beurteilt wurden.
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3.3 Festbettchromatographie

Einen Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bildeten die Untersuchungen der chro-
matographischen Eigenschaften der Peptid-Affinitdtsmatrices im Festbett, mit de-
nen die substituierten NHS-Saulen charakterisiert und miteinander verglichen wer-
den konnten. Im Vordergrund der Studien stand die Ermittlung der Produktaus-
beute, die Abreicherung von Fremdproteinen und Zellinhaltsstoffen sowie Analysen
zur Selektivitit der Bindung und Kapazitit der Matrices. Des weiteren wurde an-
hand der 1 ml Fertigsdulen eine CIP-Strategie entwickelt, die in leicht modifizierter
Durchfiihrung auch in der Flielsbettchromatographie zur Anwendung kam. In Ver-
bindung mit den Optimierungsversuchen zur Regeneration fanden Belastungstests
statt, die eine Abschitzung der Stabilitit des Peptidliganden und der Standzeit
der Matrices ermoglichten.

Samtliche Experimente zur Festbettchromatographie erfolgten mit einem mikro-
praparativen SMART?™ System. Um die verschiedenen Kupplungsmethoden und
die daraus hervorgegangenen Matrices miteinander vergleichen zu kénnen, wurde
eine Vielzahl der Untersuchungen parallel fiir alle Sdulen durchgefiihrt.

Die folgenden Abschnitte fassen sowohl die Versuche mit den HiTrap’™ Fertig-
sdulen zusammen als auch die Ergebnisse und Besonderheiten der Prototypmatrix.
Dabei wird letztere in diesem Kapitel jedoch nur anhand von festbettchromatogra-
phischen Experimenten charakterisiert, die mit einer 1 ml befiillten HR5/5 Séule
durchgefiihrt wurden. Die Resultate aus der Fliekbettchromatographie werden in
einem separaten Ergebnisteil (Kapitel 3.4) diskutiert.

3.3.1 Aufarbeitung von Kulturiiberstand

Eine essentielle Voraussetzung fiir den erfolgreichen Einsatz der Peptid-Affinitéts-
matrices zur Aufarbeitung des monoklonalen Antikérpers war die Uberpriifung
des Bindungsvermogens unter chromatographischen Stromungsbedingungen. Da-
bei ging es im Vergleich zu den Bindungstests mit den Spotmembranen in erster
Linie um die Frage, ob die verkiirzte Kontaktzeit und die verdnderte Zugéinglich-
keit der Liganden ausreichend starke Wechselwirkungen fiir die Riickhaltung des
Produkts gewéhrleisten konnten.

Die Uberpriifung des Bindungsvermogens erfolgte anhand der chromatographi-
schen Aufarbeitung von partikelfreiem Kulturiiberstand. Die Versuchsreihen um-
fakten jeweils fiinf Laufe und wurden fiir alle drei Ligandensequenzen unter Ein-
satz der KEDFDI-Amid, der KEDFDC-Disulfid und der KEDFDK-Fmoc Saule
wiederholt. Der Verbleib des Antikorpers liefs sich durch anschlieffende ELISA-
Bestimmung des Anti-FVIII Gehalts in den einzelnen Fraktionen quantifizieren.
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In Anlehnung an die Pufferzusammensetzung in den Selektionszyklen wurde fiir
den Equilibrierungs- und Waschschritt ein auf pH 7,0 eingestellter PBS-Puffer ein-
gesetzt. Die Elution fand mit 2 %iger Essigsiaure statt. Vor der Applikation des Kul-
turiiberstands erfolgte eine pH-Wert Kontrolle und gegebenenfalls eine Korrektur
auf pH 7,0. In den Chromatographieldufen wurden jeweils 50 ml Probe mit einem
[gG-Gehalt zwischen 1,5 und 3 mg verarbeitet. Die Fliekgeschwindigkeit betrug
300 cm/h (1924 pl/min) und wurde zur Vermeidung von Peak-Verbreiterungen
fiir die Elution auf 100 cm/h (641 pl/min) herabgesetzt.
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Abbildung 3.21: Chromatogramm der Anti-FVIII Aufreinigung im Festbett

Abbildung 3.21 gibt ein typisches Chromatogramm am Beispiel einer Aufarbei-
tung mit der KEDFDI-Amid Saule wieder. Dargestellt sind die Leitfahigkeit und
der Verlauf des UV-Signals bei 280 nm. Die Aufzeichnungen der einzelnen Laufe
wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Nach dem Probenauftrag konnten die
verbliebenen ungebundenen Substanzen in einem kurzen Waschschritt ausgespiilt
werden, so dafs das UV-Signal schon nach wenigen Millilitern wieder die Basislinie
erreichte. Die Desorption der zuriickgehaltenen Komponenten erfolgte in einem
schmalen Elutionspeak.

Aus dem Chromatogramm geht die Fraktionierung des Durchlaufs wiahrend der
Aufreinigung hervor. Die Bilanzierung des Produkts ergab laut ELISA-Auswer-
tungen die in Tabelle 3.4 aufgefiihrten Ergebnisse. Die Auflistung beschrinkt sich
fiir alle Versuchsreihen auf jeweils den ersten und den letzten der fiinf Laufe. Die
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Tabelle 3.4: Bilanzierung der Chromatographieléiufe im Festbett.

Bindung Wiederfindung Ausbeute

KEDFDI-Amid 1 99,5 % 100,0 % 99,5 %

5 99,6 % 97,8 % 97,3 %

KEDFDC-Disulfid 1 98,9 % 100,0 % 98,9 %
5 99,9 % 98,1 % 97,1 %

KEDFDK-Fmoc 1 97,8 % 98,6 % 96,4 %
5 99,3 % 100,0 % 99,3 %

Resultate sind jedoch représentativ fiir alle iibrigen Aufarbeitungen.

Unter den gegebenen Bedingungen konnte das Produkt in idealer Weise ohne we-
sentliche Verluste aufgearbeitet werden. Die Bindungs- und Wiederfindungsrate
lag in allen Féllen zwischen 97 und 100 %, so dafs die Anti-FVIII Ausbeute jeweils
mehr als 96 % betrug. Trotz der Stromungsverhéltnisse in der Chromatographie
und der relativ kurzen Kontaktzeiten war die Affinitat zwischen den Liganden und
dem Produkt ausreichend hoch, um eine effektive Bindung zu gewihrleisten. Da-
mit war die grundsétzliche Voraussetzung fiir die erfolgreiche Nutzung der Peptid-
Affinitdtsmatrices gegeben.

Ein Vergleich der Ergebnisse, die mit den unterschiedlichen Séulen erzielt wurden,
zeigt, daft das Bindungsverhalten unabhéngig von der Belegung der C-terminalen
Position des Peptidliganden war und das alle Kupplungsstrategien fiir die Ligan-
denverkniipfung prinzipiell zur Herstellung einer funktionstiichtigen Affinitdtsma-
trix geeignet waren.

Die hohen Wiederfindungsraten sprechen zudem fiir eine ideale Wahl des Eluti-
onsmittels, das aus 2 %iger Essigsdure mit einem pH-Wert von etwa 2,7 bestand.
Versuche, in denen andere Pufferzusammensetzungen mit hoheren Salzkonzentra-
tionen oder weniger saurem pH-Wert eingesetzt wurden, resultierten in bis zu 50 %
verminderten Ausbeuten (Daten nicht dargestellt). Aus diesem Grund konnte auf
eine Optimierung der Elutionsbedingungen fiir die weiteren Experimente verzich-
tet werden.

Die fiinf Laufe der Versuchsreihen wurden jeweils direkt aufeinanderfolgend ohne
dazwischenliegende Regeneration der Sdulen durchgefiihrt. Da die Ergebnisse wih-
rend des gesamten Zeitraums keine grundlegenden Abweichungen aufwiesen, 1aft
sich die Aufarbeitung mit den Peptid-Affinitdtsmatrices als ein Prozefs mit hoher
Reproduzierbarkeit einstufen.
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Um in den folgenden Experimenten auf jegliche Konditionierung der Kulturiiber-
stinde verzichten zu konnen, wurde eine weitere Versuchsreihe durchgefiihrt, die
die Uberpriifung der Abhiingigkeit des Bindungsverhaltens vom pH-Wert zum Ziel
hatte. Dies schien insbesondere im Hinblick auf die geplanten Flielshettversuche
sinnvoll, da jeder zusétzliche Eingriff zu unerwiinschten Zellschidigungen fiihren
konnte.

Die Studien verliefen unter dhnlichen Bedingungen wie in den ersten Bindungs-
tests. Abweichend davon wurde der pH-Wert des Equilibrierungpuffers und des
Kulturiiberstands in jedem Lauf schrittweise um 0,5 Einheiten verdndert. Die Ein-
stellung erfolgte mit verdiinnter Phosphorsdure bzw. Natronlauge. Die Untersu-
chungen fanden in einem pH-Bereich von 6,0 bis 8,0 statt, so dals sie selbst in
extremen Ausnahmeféllen das komplette pH-Spektrum von Zellkulturernten ab-
deckten. Die Versuche wurden wie zuvor mittels ELISA ausgewertet. Abbildung
3.22 stellt die Ergebnisse in Form eines Sdulendiagramms dar, in dem die berechne-
ten Bindungs- und Wiederfindungsraten sowie die Produktausbeuten der einzelnen
Laufe einander gegeniibergestellt sind.

Die Bindungsrate lag in allen Fillen tiber 98 %. Das bedeutet, daf die Wechsel-
wirkungen zwischen den Liganden und dem Anti-FVIII im untersuchten Bereich
unabhéngig vom pH-Wert sind. Demnach war eine vorausgehende pH-Konditionie-
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Abbildung 3.22: Abhiingigkeit des Bindungsverhaltens vom pH-Wert. Bindungs- und Wieder-
findungsraten sowie Ausbeuten von Chromatographieldufen mit pH-Werten zwischen 6,0 und
8,0. Sdule: KEDFDI-Amid; Probe: 38 ml Kulturiiberstand. *) Die Equilibrierung und Beladung
fand in diesem Versuch bei pH 8,0 und der Waschschritt bei pH 6,5 statt.
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rung der Ausgangslosungen zur Optimierung der Produktriickhaltung nicht not-
wendig. Gleiches galt fiir die Gewéahrleistung einer hohen Ausbeute. Sie betrug bei
pH-Werten bis 7,5 ebenfalls immer mehr als 98 %. Die einzige Ausnahme bildete
der Lauf bei pH 8,0. Infolge einer niedrigen Wiederfindungsrate lag die Ausbeute
hier nur bei 88 %. Wiederholungen des Versuchs fiihrten zu &hnlichen, teilweise
noch gravierenderen Ergebnissen (Daten nicht dargestellt). Es ist anzunehmen,
daf die Verluste durch den drastischen Wechsel des pH-Werts von 8,0 auf 2,7 zu
Beginn der Elution entstanden sind, der mdoglicherweise zu einer Ausfillung des
gebundenen Proteins gefiihrt hat. Der in der letzten Sdulengruppierung des Dia-
gramms dokumentierte Lauf bestétigt diese Theorie. In diesem Fall wurde nach der
Equilibrierung und Beladung bei pH 8,0 fiir den Waschschritt ein auf pH 6,5 ein-
gestellter Puffer verwendet. Durch die resultierende Verringerung der pH-Differenz
zum Elutionsmittel liefsen sich die Produkteinbuften verhindern und die Wieder-
findungsrate sowie Ausbeute wieder auf 100 respektive 99 % erhohen. Da in der
urspriinglichen Versuchsdurchfiihrung ein Equilibrierungs- und Waschschritt bei
pH 7,0 vorgesehen war und unter diesen Bedingungen nachweislich keine Verluste
auftraten, brauchte dem Resultat des ersten Versuchs bei pH 8,0 somit keine wei-
tere Bedeutung zugemessen zu werden. Zudem sind derart alkalische pH-Werte fiir
Zellkulturen in der Praxis ohnehin nicht existent.

Eine Zusammenfassung der bisherigen Experimente zur Aufarbeitung von Kultur-
iiberstdnden zeigt, daf alle verwendeten Peptidmatrices prinzipiell fiir die Aufar-
beitung des monoklonalen Antikérpers geeignet waren und zu reproduzierbaren
Ergebnissen fiihrten. Ferner war nun gewéhrleistet, daf bei der Verarbeitung der
Kulturproben auch ohne eine exakte pH-Wert Einstellung keine Verluste in der
Produktausbeute zu erwarten waren.

3.3.2 Abreicherung von Fremdproteinen

Ein wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung des Reinigungserfolgs von chromato-
graphischen Prozessen ist die Abreicherung von Fremdproteinen. Diese wurde fiir
die Aufreinigung mit den Peptid-Affinitdtsmatrices zundchst anhand von Unter-
suchungen mit Reinsubstanzlosungen der Hauptkontaminationsproteine aus dem
Nahrmedium analysiert. Dabei handelte es sich um bovines Serumalbumin BSA,
humanes Transferrin HTR und Rinderinsulin BI, die als Supplemente in Konzen-
trationen von 500 bzw. jeweils 10 mg/L den Zellkulturen zugesetzt worden waren.
Die Durchfithrung der Studien erfolgte in Form von standardisierten Chromatogra-
phieldufen analog den unter Abschnitt 3.3.1 dokumentierten Aufarbeitungsexperi-
menten. Eingesetzt wurden jeweils 15 ml der auf PBS-Basis hergestellten Reinsub-
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stanzlosungen, deren Proteingehalt 500 (BSA) bzw. 250 mg/L (HTF, BI) betrug.
Die Untersuchungen fanden mit der KEDFDI-Amid Saule statt. Nach Abschluf
der Laufe wurden die einzelnen Fraktionen mittels SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese analysiert.
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Abbildung 3.23: Bindungsverhalten der Peptid-Affinitiitsmatrix gegeniiber Fremdproteinen.
SDS-PAGE Analyse zur chromatographischen Aufarbeitung von Fremdproteinen aus Reinsub-
stanzlosungen (PhastGel” Gradient 8-25, nicht-reduzierende Bedingungen, Silberfirbung). Spu-
ren: 1,11: LMW Marker 14-96 kDa, reduziert; 2-4: humanes Transferrin HTF (1:3); 5-7: bovines
Insulin BI (1:3); 8-10: bovines Serumalbumin BSA (1:5); jeweils Probe, Durchlauf, Eluat.

Abbildung 3.23 zeigt die digitalisierte Aufnahme eines Gels, in dem Proben aus
der Ausgangslosung, dem Durchlauf und dem Eluat der Chromatographieldufe
aufgetrennt wurden. Die Anfirbung der Banden erfolgte mit einer sensitiven Sil-
berfarbung.

Sowohl Transferrin (Spuren 2-4) als auch Insulin (Spuren 5-7) und Albumin (Spu-
ren 8-10) gingen keine nachweisbare Bindung mit den Peptidliganden der Affini-
tatsmatrix ein. Die eingesetzten Proteinmengen waren nahezu quantitativ in den
Durchlauffraktionen wiederzufinden, so daf die Eluate keinerlei Kontaminationen
enthielten. Die Ergebnisse fallen sehr eindeutig aus und weisen darauf hin, daf
seitens der drei untersuchten Mediumkomponenten keine Kochromatographie bei
der Aufreinigung des monoklonalen Antikérpers zu erwarten war.

Zur Uberpriifung des Reinigungserfolgs bei der Anti-FVIII Aufarbeitung mit den
verschiedenen Peptid-Affinitatssdulen wurde eine zusitzliche SDS-PAGE Analy-
se der Chromatographiefraktionen aus den in Abschnitt 3.3.1 beschriebenen Ex-
perimenten durchgefiihrt. Abbildung 3.24 zeigt die separierten Proben aus der
Ausgangslosung, dem Durchlauf und dem Eluat der Aufreinigung mit den Pep-
tidmatrices KEDFDI-Amid (Spuren 2-4), KEDFDC-Disulfid (Spuren 5-7) und
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Abbildung 3.24: Abreicherung von Fremdproteinen. SDS-PAGE Analyse der Anti-FVIII Auf-
reinigung mit den Peptidmatrices KEDFDI, KEDFDC und KEDFDK (PhastGel?™ Gradient
8-25, nicht-reduzierende Bedingungen, Silberfarbung). Spuren: 1,11: LMW Marker 14-96 kDa,
reduziert (1:15); 2-4: KEDFDI-Amid; 5-7: KEDFDC-Disulfid; 8-10: KEDFDK-Fmoc; jeweils Pro-
be 1:3, Durchlauf 1:3, Eluat 1:10

KEDFDK-Fmoc (Spuren 8-10). Wie aus den Untersuchungen mit Reinsubstan-
zen zu erwarten war, konnten sédmtliche Fremdproteine erfolgreich abgereichert
werden, so dafs in den Eluaten nur noch der hochkonzentrierte Antikorper vorlag.
Dies galt gleichermafien fiir alle drei Sdulen und bewies die hohe Selektivitit der
verwendeten Liganden, die eine unspezifische Bindung anderer Proteine verhin-
derte. Die Ergebnisse aus der SDS-PAGE gaben keinen Anlaf, die Nutzung einer
der Peptidmatrices zu favorisieren, um eine bessere Abreicherung proteinogener
Kontaminationen zu erreichen.

3.3.3 Abreicherung von DNA

Bei der Endproduktkontrolle von biotechnisch hergestellten Proteinen gelten ins-
besondere fiir die therapeutische Nutzung strenge Vorschriften hinsichtlich der
zugelassenen Hochstmenge an DNA. Aus diesem Grund spielt die Abreicherung
der aus den Wirtszellen freigesetzten DNA eine entscheidende Rolle bei der Beur-
teilung einer Chromatographiemethode.

In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA-Analytik {iber Fluoreszenz-Messungen
mit dem interkalierenden Farbstoff PicoGreen”™ durchgefiihrt. Die Quantifizie-
rung der Konzentration in den Proben erfolgte indirekt iiber die im Material- und
Methodenteil in Abbildung 2.10 auf Seite 77 dargestellte Standardgerade, die an-
hand definierter Losungen von Kalbsthymus-DNA erstellt wurde.

Die Bestimmung der DNA-Abreicherung fand fiir simtliche Chromatographieldufe
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Tabelle 3.5: DNA-Abreicherung in der Festbettchromatographie

DNA [pg/ml] Abreicherung
Probe Durchlauf Eluat [%]
KEDFDI-Amid 5.38 5,62 <001 > 99,8
KEDFDC-Disulfid 12,74 12,81 <0,01 >999
KEDFDK-Fmoc 6,11 5.92 <001 > 998
KEDFDI-EBA 3,70 3.72 <001 > 99,7
DNA [ug] Abreicherung
Probe Durchlauf Eluat [%] [logio]
KEDFDI-Amid 269 281 <0012 > 99,996 > 4.4
KEDFDC-Disulfid 637 641 < 0,012 > 99,998 > 4,7
KEDFDK-Fmoc 306 296 <0012 > 99,996 > 4.4
KEDFDI-EBA 185 186 <0012 > 99,994 > 4,22

statt, in denen Kulturiiberstand verarbeitet wurde. Tabelle 3.5 falst die repriasenta-
tiven Ergebnisse exemplarisch anhand von Einzelversuchen mit den verschiedenen
Peptid-Affinitdtsmatrices zusammen. Beriicksichtigung findet auch ein Experiment
mit der gepackten 1 ml HR5/5 Séule des Prototypmaterials. Obwohl die Arbeit mit
der FlieRbettmatrix erst nach Abschluf der gesamten Studien mit den HiTrap?™
Saulen durchgefiihrt wurde, soll bereits an dieser Stelle die iibereinstimmende Qua-
litdt der DNA-Abreicherung betont werden.

Samtliche Eluate wiesen keine DNA-Kontaminationen auf. Unter Beriicksichtigung
der jeweiligen Ausgangskonzentration und des Detektionslimits von 10 ng/ml konn-
te die DNA-Konzentration somit in allen Féllen um iiber 99,7 % verringert werden,
was einer Gesamtabreicherung von mehr als 99,994 % bzw. 4,22 log-Stufen ent-
sprach. Vergleichsexperimente, in denen die pH-Bedingungen wiahrend der Elution
anhand einer Standardlésung simuliert wurden, ergaben jedoch, dafs bereits nach
einer kurzzeitigen Ansduerung von wenigen Minuten kein DNA-Nachweis mehr
moglich war. Die Erfahrungen aus den Versuchen mit einem lonenaustauscher leg-
ten nahe, daf die DNA unter diesen Umsténden trotz direkter Gegentitration auf
einen neutralen pH-Wert vollstédndig denaturiert wurde [Priesner, 1998]. Somit liefs
sich mit der gewdhlten Testmethode anhand der Eluat-Analysen keine eindeuti-
ge Aussage iiber den Verbleib der DNA machen. Da sich die Konzentration in
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den Ausgangslosungen und Durchlauffraktionen jedoch abgesehen von geringfiigi-
gen Meflungenauigkeiten nicht voneinander unterschieden, konnte eine signifikante
DNA-Bindung wihrend des Probenauftrags und folglich die Gefahr der Verunrei-
nigung des Produkts wiahrend der Elution ausgeschlossen werden.

3.3.4 Abreicherung niedermolekularer Substanzen

Die Untersuchung der Abreicherung niedermolekularer Substanzen beschrinkte
sich auf zwei analytische Methoden. Die Auftrennung der Proben aus der Peptid-
Affinitdtschromatographie mit einer Gelfiltrationssiule ermdoglichte als erstes ei-
ne allgemeine quantitative Einschitzung der Kontaminationslast in den einzelnen
Fraktionen. Als zweites wurde anhand einer detaillierten HPLC-Analytik der Ge-
halt an freien Aminosduren bestimmt. Hierbei handelte es sich um die einzige
Untersuchung, in der die Abreicherung einer niedermolekularen Substanz spezi-
fisch nachgewiesen wurde.

Die analytische Gelfiltration erfolgte mit einem SMART?™ System und einer
Superdex’™200 PC 3.2/30 Siule. Dieser Matrixtyp ist eigentlich auf die Sepa-
ration von Proteinen in einem Bereich von 10 bis 600 kDa ausgelegt. Trotzdem er-
moglicht sie unterhalb der vom Hersteller angegebenen Ausschluftgrenze von 1.300
Da noch eine grobe Abschitzung der Belastung mit kleineren Molekiilen. Dabei
mufs beriicksichtigt werden, daf nur die Substanzen erfakt wurden, die bei einer
Wellenldnge von 280 nm absorbieren. Eine Auftrennung und né&here Charakteri-
sierung der Bestandteile erfolgte nicht.

Die Untersuchungen fanden fiir jeweils eine Anti-F'VIII Aufreinigung mit den drei
unterschiedlichen Matrices KEDFDI-Amid, KEDFDC-Disulfid und KEDFDK-Fmoc
statt. Abbildung 3.25 gibt eine Gegeniiberstellung der aufgetrennten Proben aus
dem Kulturiiberstand und dem Eluat wieder. Das Ergebnis wurde mit der KEDFDI-
Amid Matrix erzielt, ist jedoch reprisentativ fiir alle iibrigen Laufe.

In der Ausgangslosung sind im reguldren Trennbereich der Siule zwei dicht aufein-
anderfolgende Peaks zu erkennen, die in Ubereinstimmung mit Reinsubstanzliufen
dem monoklonalen Antikorper und der Mediumkomponente Albumin zugeordnet
werden konnen. Wie aus den SDS-PAGE Analysen bereits hervorging, konnten
mit den Peptidmatrices sdmtliche Fremdproteine erfolgreich abgereichert werden,
so dafs an gleicher Stelle im Chromatogramm der Eluatprobe nur noch der Peak
des hochkonzentrierten Antikorpers erscheint.

Vergleicht man nun die Abschnitte oberhalb eines Retentionsvolumens von etwa
2 ml, so wird deutlich, dafs auch die niedermolekularen Substanzen vollstindig
entfernt wurden. Wéahrend die Probe aus dem Kulturiiberstand eine Anzahl hoher
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Abbildung 3.25: Analytische Gelfiltration der Chromatographieproben. Gegeniiberstellung der
aufgetrennten Proben aus Kulturiiberstand und Eluat einer Anti-FVIII Aufreinigung mit der
KEDFDI-Amid Matrix (SMARTT™ System; Superdex”? 200 PC 3.2/30; Fluf: 40 ul/min; Pro-
benvolumen: 10 ul; Puffer: PBS, pH 7,0; Mefbereich: Vo-Vaceton, Vo: Totvolumen, 4 mg/ml
Dextranblau, V aceton: 10 % Aceton).

Peaks aufweist, verbleibt das UV-Signal des aufgetrennten Eluats auf der Basisli-
nie. Somit kann davon ausgegangen werden, daf zumindest keine der bei 280 nm
optisch aktiven Substanzen mit der Peptid-Affinitdtsmatrix interagiert und zu ei-
ner Verunreinigung des Produkts fiihrt.

Bei den nachgewiesenen niedermolekularen Komponenten im Kulturiiberstand han-
delt es sich vermutlich in erster Linie um den zugesetzten pH-Indikator Phenolrot,
kleinere zelluldre Peptide sowie die supplementierten Aminosduren. Letztere wur-
den durch eine HPLC-Analytik spezifisch erfafst und quantifiziert.

Die HPLC-Aminosdureanalytik erfolgte durch Umkehrphasenchromatographie mit
einer Cig-Sdule. Wie in der Gelfiltration wurden die Untersuchungen fiir jeweils
einen Aufarbeitungslauf mit den drei Peptidmatrices durchgefiihrt. Abbildung 3.26
stellt die absoluten Mengen in dem Kulturiiberstand, dem Durchlauf, der Wasch-
fraktion und dem Eluat einander gegeniiber. Dargestellt sind die Ergebnisse aus
dem Lauf, der bereits als Beispiel fiir die analytische Gelfiltration in Abbildung 3.25
dokumentiert wurde.

Wie auch in allen iibrigen Aufarbeitungsexperimenten lassen sich sdmtliche freie
Aminosduren aus der Ausgangsprobe nahezu quantitativ im Durchlauf wiederfin-
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Abbildung 3.26: Abreicherung von Aminosiiuren in der Peptid-Affinitétschromatographie. Ge-
geniiberstellung der absoluten Mengen aus Kulturiiberstand (50 ml), Durchlauf (50 ml), Wasch-
fraktion (4,2 ml) und Eluat (1,2 ml) einer Aufreinigung. (Siule: KEDFDI-Amid)

den. Somit kann eine Riickhaltung an der Peptid-Affinitdtsmatrix ausgeschlossen
werden. Geringfiigige Reste wurden im Waschschritt ausgespiilt, so daf das Eluat
frei von Kontaminationen war. In den Fillen, in denen sich auch im Eluat Ami-
nosduren nachweisen lieken, lag die Konzentration unter 20 pmol/L. Da zudem
immer andere Aminosiuren betroffen waren, ist davon auszugehen, daf es sich
hierbei um kein reproduzierbares charakteristisches Auftreten sondern um Mefun-
genauigkeiten in der HPLC-Analytik handelte.

Die Ergebnisse aus der analytischen Gelfiltration stimmten beziiglich der Abreiche-
rung niedermolekularer Substanzen mit denen aus der Aufarbeitung mit rProtein
A und dem Ionenaustauscher iiberein (Daten nicht dargestellt). Gleiches galt fiir
die Resultate aus der Quantifizierung freier Aminosauren. Aus diesem Grund sind
alle drei Matrixtypen hinsichtlich der untersuchten Kriterien als gleichwertig ein-
zustufen. Eine umfangreichere Uberpriifung des Verbleibs weiterer Fremdmolekiile
war mangels geeigneter Analysemethoden nicht moglich.

3.3.5 Untersuchung der Bindungsspezifitit

Fiir die Ermittlung der Spezifitdt der Peptid-Affinitdtsmatrix gegeniiber dem Pro-
dukt wurden Bindungsstudien mit Referenzantikorpern unternommen. Dabei sollte
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herausgefunden werden, ob und in welchem Ausmaf auch andere strukturverwand-
te Molekiile mit dem Chromatographiematerial interagierten oder es sich tatséch-
lich um eine monospezifische Bindung des Anti-FVIII handelte.

Die Untersuchungen verliefen analog zu den in Abschnitt 3.3.1 beschriebenen Auf-
arbeitungsexperimenten mit dem Produktantikérper. Nach Equilibrierung der Pep-
tidmatrix mit PBS wurde die jeweilige IgG-Losung aufgetragen und im Anschlufs
an einen Waschschritt mit 2 %iger Essigsiure eluiert. Zum Einsatz kamen insge-
samt vier verschiedene Referenzantikorper. Sie lagen vorgereinigt als Eluate aus
der Tonenaustausch- oder Affinitdtschromatographie bzw. als Ultrafiltrationskon-
zentrat vor. Vor der Applikation wurden die Losungen in Abhéngigkeit von ihrem
[gG-Gehalt in einem Verhiltnis zwischen 1:3 und 1:10 mit PBS verdiinnt und auf
pH 7,0 eingestellt. Die Auftragsmenge betrug jeweils 15 ml. Weitere Angaben zu
den verwendeten Antikorpern sind Tabelle 3.6 zu entnehmen.

Tabelle 3.6: Spezifitit und Applikationsform der verwendeten Referenzantikorper

IgG-Klasse Spezifitit Vorbehandlung Menge

mAK-1  Ratte IgGy k-Kette, Maus-IgG Ultrafiltration, 10 kDa 2.8 mg
mAK-2  Maus IgG; k.A. IEX-Chromatographie 1,3 mg
mAK-3  Maus IgG; Vinculin Affinitdtschromatographie n.d.
mAK-/  Maus IgGs Gangliosid GD3 Affinitatschromatographie n.d.

Die Versuche fanden mit allen HiTrap?™ Siulen statt und lieferten identische Er-
gebnisse. Die Auswertung erfolgte durch SDS-PAGE Analysen der einzelnen Chro-
matographiefraktionen. Abbildung 3.27 stellt am Beispiel der Experimente mit der
KEDFDI-Amid Matrix die aufgetrennten Proben aus den Ausgangslosungen, den
Durchlaufen und den Eluaten der Fremdantikorperaufarbeitung einander gegen-
iiber. Fiir die Elektrophorese wurde ein 12-zdhniger Applikationskamm eingesetzt.
Der in Spur 1 dargestellte LMW-Marker stammt aus einem parallel hergestellten
Referenzgel.

Die Immunglobuline mAK-1 (Spuren 2-4) und mAK-2 (Spuren 5-7), die durch Ul-
trafiltration bzw. mit einem Ionenaustauscher vorbehandelt worden sind, enthiel-
ten noch zahlreiche Verunreinigungen durch Fremdproteine. Deutlich zu erkennen
sind dabei verhaltnisméfig hohe Konzentrationen an Albumin, dessen Bande bei 68
kDa erscheint. Demgegeniiber handelte es sich bei den affinitdtschromatographisch
gereinigten mAK-3 (Spuren 8-10) und mAK-4 (Spuren 11-13) um Reinlésungen des
jeweiligen Antikorpers.



132 KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
MG N =

[kDa] - b
N 'U = - X — mAK
94— W T BT
i -
67— B . .‘ — BSA
43— W
30 — -
20 — - ‘ :
14 — -

Abbildung 3.27: Bindungsselektivitit der Peptid-Affinititsmatrix gegeniiber struktur-
verwandten Antikérpern. SDS-PAGE Analyse zur Aufarbeitung produktfremder mAK
(PhastGel”™ Gradient 8-25, nicht-reduzierende Bedingungen, Silberfirbung). Spuren: 1: LMW
Marker 14-96 kDa, reduziert; 2-4: mAK-1 Ratte IgGy; 5-7: mAK-2 Maus IgGy; 8-10: mAK-3
Maus IgGy; 11-13: mAK-4 Maus IgGs; jeweils Probe, Durchlauf, Eluat (1:3).

Unabhéngig von der Zusammensetzung der Ausgangsproben waren simtliche Pro-
teine quantitativ im Durchlauf wiederzufinden. Die in den Spuren 4, 7, 10 und
13 aufgetrennten Eluate weisen keinerlei Banden auf und konnen als proteinfrei
angesehen werden. Das bedeutet, dak neben den proteinogenen Kontaminationen
auch keiner der vier Referenzantikorper mit der Peptid-Affinitdtsmatrix interagier-
te. Dieses Ergebnis beweist, dafs die Bindungsstelle des Petidliganden nicht in der
fiir alle murinen Immunglobuline der Klasse IgG konstanten F.Region liegt son-
dern in der variablen F,,-Einheit. Da diese fiir jeden Antikérper charakteristisch
ist, kann davon ausgegangen werden, daf der Peptidligand sehr spezifisch auf eine
ausschlieflich im Anti-F'VIII vorkommende Doméne abgestimmt ist und aufser den
vier untersuchten auch keine weiteren produktfremden Immunglobuline bindet.
Das Resultat stiitzt die Theorie aus Abschnitt 3.1.3, in dem die Analogie des Li-
ganden mit einer Sequenz im Antigen des monoklonalen Antikorpers beschrieben
wurde. Demnach stellt das Peptid ein Teilstiick oder sogar die komplette Struk-
tur der antigenen Doméne dar, gegen die der Anti-F'VIII gerichtet ist. Die Bin-
dungsstelle befande sich somit innerhalb der hypervariablen Region, die fiir jeden
Antikorper einzigartig ist und nur sehr spezifische Wechselwirkungen mit einem
zweiten Molekiil zulaft.

3.3.6 Untersuchung der Bindungskapazitat

Die Ermittlung von Durchbruchsprofilen fiir den Anti-FVIII stellte einen Schwer-
punkt der Untersuchungen zur Charakterisierung der Peptid-Affinitdtsmatrices
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dar. Die dynamische Bindungskapazitit ist ein wichtiges Kriterium zur Beurtei-
lung der Leistungsfihigkeit von Chromatographiematerialien. Da sdmtliche bis-
herigen Ergebnisse keinen signifikanten Unterschied im Aufarbeitungserfolg mit
den verschiedenen Matrices erkennen liefsen, sollte der Vergleich des Durchbruchs-
verhaltens den entscheidenden Hinweis auf die eventuelle Favorisierung einer der
verwendeten Ligandenstrukturen oder Kupplungsmethoden fiir die Herstellung der
Fliefsbettmatrix liefern. Des weiteren wurde die Abhéngigkeit der Kapazitit von
der Beschaffenheit der Ausgangslosung und von der Fliefsgeschwindigkeit unter-
sucht. Letztere kann durch ihren Einflufs auf die Kontaktzeit zwischen dem Pro-
dukt und den Liganden gerade in affinitdtschromatographischen Prozessen haufig
einen limitierenden Faktor fiir die Riickhaltung auf der Sdule darstellen. In einer
dritten Studie stand die Auswirkung der Orientierung des Peptids an der Basalma-
trix im Vordergrund. Sie sollte Aufschluf iiber die Notwendigkeit der Einhaltung
der Kupplungsbedingungen aus der Spot-Synthese geben. Weitere Untersuchungen
der Bindungskapazitit erfolgten im Zusammenhang mit Stabilitdtstests.

Die dynamische Bindungskapazitit wurde durch frontale Adsorptionsanalysen er-
mittelt. Dabei wird eine produkthaltige Losung fortlaufend auf eine Sdule aufge-
tragen und der Durchbruch des Zielmolekiils im Durchlauf verfolgt. Per Definition
betragt der Wert der dynamischen Bindungskapazitit der Produktmenge, die bei
einem Durchbruch von 10 % der Ausgangskonzentration auf einen Milliliter Gel
aufgetragen wurde. Die Untersuchungen fanden mit Kulturiiberstand oder einem
affinitdtschromatographisch iiber rProtein A gereinigten, pH-konditionierten Kon-
zentrat statt. Letzteres hatte den Vorteil, daft der Produktdurchbruch direkt am
Verlauf des UV-Signals bei 280 nm abgelesen werden konnte. Trotzdem wurde in
den meisten Fillen wie auch generell bei der Verwendung Fremdprotein-haltiger
Losungen dem Durchlauf regelméfig eine Probe entnommen und der Anti-FVIII
Gehalt im ELISA bestimmt.

Als erstes erfolgte der Vergleich des Durchbruchsverhaltens der beiden Saulen,
die auf unterschiedliche Weise hergestellt jedoch mit der selben Peptidsequenz
ausgestattet wurden. Es handelte sich dabei um die zwei KEDFDC-Matrices, de-
ren Liganden einerseits durch direkte Synthese (KEDFDC-Amid) und andererseits
durch eine Disulfid-Austauschreaktion (KEDFDC-Disulfid) an das Chromatogra-
phiematerial gekuppelt worden sind.

Abbildung 3.28 stellt die Durchbruchskurven einander gegeniiber. Die Adsorpti-
onsanalysen erfolgten mit dem rProtein A Eluat (640 mg mAK/L) bei einer Flief-
geschwindigkeit von 300 cm/h. Die resultierenden Bindungsprofile liegen nahezu
deckungsgleich iibereinander. Zudem weisen beide Kurven einen annidhernd idea-
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Abbildung 3.28: Vergleich der Durchbruchskurven der unterschiedlich hergestellten KEDFDC-
Sdulen. KEDFDC-Amid: Direkte Synthese; KEDFDC-Disulfid: Kupplung {iber Disulfid-
Austauschreaktion. (Probe: Anti-FVIII Konzentrat 640 mg/L; Fluf: 300 cm /h)

len Verlauf auf. Wahrend das UV-Signal bis zu einem Produktauftrag von etwa
22 mg/ml Gel entlang der Basislinie verlduft, steigt es dann steil an und nahert
sich bei 60 mg/ml dem Wert der Ausgangslosung. Die aus den ELISA-Daten ermit-
telten Durchbriiche stimmen mit den Adsorptionsmessungen bei 280 nm iiberein
und bestéitigen das Ergebnis. Aus der Graphik lassen sich die dynamischen Bin-
dungskapazitéten der beiden Sdulen ablesen, die etwa 27 mg/ml Gel betragen. und
kennzeichnen die Peptidmatrices als dufterst hochkapazitiare Chromatographieme-
dien im Vergleich zu vielen kommerziell erhéltlichen Affinitidtsgelen. Ein Beispiel
sind die Protein A und Protein G Materialien der Firma Amersham Pharmacia
Biotech, deren Kapazititen mit 20 bis 40 mg/ml Trockengel angegeben werden,
was bei einem durchschnittlichen Quellfaktor von 3,5 lediglich 5,7 bis 11,4 mg/ml
Gel entspricht. Die exakten Werte sowie eine Gegeniiberstellung mit den Kapazi-
tiaten der anderen HiTrap?™ Siulen und weiterer Referenzmessungen sind Tabelle
3.7 auf Seite 142 zu entnehmen.

Das Resultat der ersten Kapazititsstudie zeigt, daf sich sowohl die direkte Syn-
these des Peptidliganden an das Basalmaterial als auch die Kupplung durch eine
Disulfid-Austauschreaktion in gleicher Weise fiir die Herstellung der Affinitédtsma-

trix eignete.



3.3. FESTBETTCHROMATOGRAPHIE 135

100 — 1,0
Lt e

— ‘-"— //
§ %71 —a— KEDFDC-Disulfid s - 0.9
R gy] —O-- KEDFDI-Amid g L 08
5 ----- KEDFDK-Fmoc
'-E 70 A - 0,7 -
G 60 - o6 E
5 2
2 50 - Los &
= 2
EI 40 . r 0,4 | :
= i i 1K
< 30 0,3
© 20 L 0,2
A
= 10 % Durchbruch

LU ey © et - 0,1

0 - —+y t [ v 1T vt v v T v | 1 ¢+ T T | 1t T ¥ T 0,0

0 10 20 30 40 50 60 70

Anti-FVIII Auftrag [mg/ml Gel]

Abbildung 3.29: Durchbruchsverhalten der verschiedenen HiTrap?™-Siulen. Vergleich der
Durchbruchskurven der KEDFDI-Amid, KEDFDC-Disulfid und KEDFDK-Fmoc Séule. (Probe:
Anti-FVIII Konzentrat, 640 mg/L; Fluf: 300 cm/h)

In einer zweiten Versuchsreihe wurde das Durchbruchsverhalten der iibrigen Pep-
tidmatrices ermittelt. Dabei sollte in erster Linie festgestellt werden, ob die Ver-
wendung der unterschiedlichen Aminosaduresequenzen fiir den Peptidliganden einen
Einfluk auf die Kapazitit der Sdulen hat. Ferner konnten anhand der Ergebnisse
auch in diesem Fall die verschiedenen Kupplungsmethoden miteinander verglichen
und beurteilt werden.

Abbildung 3.29 stellt die bereits in Graphik 3.28 dokumentierte Durchbruchs-
kurve der KEDFDC-Disulfid Sédule mit den Peptidmatrices KEDFDI-Amid und
KEDFDK-Fmoc einander gegeniiber. Diese wurden durch direkte Synthese bzw.
die orientierte Kupplung eines Fmoc-geschiitzten Peptids hergestellt.

Die Untersuchungen fanden ebenfalls mit dem Anti-FVIII Konzentrat bei einer
Fliefgeschwindigkeit von 300 cm/h statt. Bis zu einer Auftragsmenge von etwa
30 mg/ml verlaufen alle drei Kurven wieder nahezu deckungsgleich. Danach wei-
chen die ELISA-Werte und auch die UV-Signale etwas voneinander ab. Da jedoch
lediglich der Bereich bis zur Uberschreitung der dynamischen Bindungskapazitét
fiir die chromatographische Aufarbeitung des Produkts von Interesse ist, kdnnen
die Matrices als gleichwertig eingestuft werden. Auch in diesen Experimenten lag
die dynamische Bindungskapazitit fiir alle Sdulen zwischen 26 und 27 mg/ml Gel.
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Die frontalen Adsorptionsanalysen bewiesen, daf sich alle drei Peptidstrukturen
unabhéngig von der C-terminalen Aminosdurebelegung durch eine gleich hohe Ka-
pazitét fiir den Anti-F'VIII auszeichneten. Ferner konnte anhand der Resultate kei-
ne der ausgearbeiteten Methoden fiir die Herstellung der Peptid-Affinitdtsmatrix
als ungeeignet eingestuft werden. Sowohl die direkte Synthese des Liganden an das
Chromatographiematerial als auch die Fixierung iiber einen Disulfid-Austausch
und die Kupplung von Fmoc-geschiitzten Peptiden schienen die Ligandenausstat-
tung in optimaler Weise zu gewahrleisten. Selbst Fehlsequenzen, die bei der di-
rekten Synthese nicht vollstindig ausgeschlossen werden koénnen, oder die ver-
meindlich geringere Ligandenbeladung der KEDFDK-Fmoc Saule hatten keinen
negativen Einflul auf die Kapazitdt der Matrices.

Eine weitere Studie beschiftigte sich mit der Auswirkung der Fliefsgeschwindig-
keit auf das Bindungsvermdgen der Peptid-Affinitatssdulen. Die umfangreichsten
Untersuchungen wurden dazu am Beispiel der KEDFDC-Disulfid Matrix durch-
gefiihrt. Auch in diesem Fall diente das affinitdtschromatographische Konzentrat
als Ausgangslosung. Die Adsorptionsanalysen wurden bei 300, 150 und 75 ¢m/h
durchgefiihrt, was einem Volumenstrom von 1924, 962 bzw. 481 pl/min entsprach.
Die resultierenden Durchbruchskurven sind in Abbildung 3.30 dargestellt.
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Abbildung 3.30: Abhingigkeit des Durchbruchsverhaltens von der FlieRgeschwindigkeit. (Séu-
le: KEDFDC-Disulfid, Probe: Anti-FVIII Konzentrat, 640 mg/L)
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Die Daten aus der ELISA-Auswertung und der Verlauf der UV-Signale zeichnen
sich durch prizise Ubereinstimmung aus. Aus allen drei Kurven lit sich ein nahezu
optimales Durchbruchsverhalten erkennen. Einen besonders idealen Verlauf weist
der Versuch bei der langsamsten Fliefgeschwindigkeit von 75 ¢cm/h auf. Die Kurve
nimmt in diesem Fall einen steilen sigmoiden Charakter an, der einen plotzlichen,
schnell auf das Maximum ansteigenden Durchbruch des Produkts widerspiegelt.
Deutlich zu erkennen ist, daf sich die Kapazitit fiir den monoklonalen Antikor-
per mit abnehmender Fliefsgeschwindigkeit stark erhéht. Wéhrend die dynami-
sche Bindungskapazitit bei 300 cm /h noch 27,0 mg/ml Gel betrigt, steigt sie bei
150 em/h auf 45,4 und bei 75 cm/h sogar auf einen mehr als doppelt so hohen
Wert von 56,8 mg/ml an (s. auch Tab. 3.7, S. 142).

Die Ergebnisse zeigen, dak das Bindungsvermdgen der Peptid-Affinitdtsmatrix
stark von der Verweilzeit des Produkts in der Sdule abhéngig ist. Trotzdem waren
die Kapazitét und das gesamte Durchbruchsverhalten auch bei 300 cm/h bereits so
akzeptabel, dafs eine Verringerung der Fliefgeschwindigkeit fiir die Aufarbeitung
des Anti-FVIII iiberfliissig war.

Parallel zu den Versuchen mit dem affinitdtschromatographisch gereinigten Anti-
FVIII Konzentrat wurde eine Vergleichsstudie mit Kulturiiberstand durchgefiihrt.
Diese diente dazu, eventuelle Einfliisse der Produktkonzentration oder sonstiger
Bestandteile in der Ausgangslosung auf das Bindungsverhalten festzustellen. Das
Resultat sollte ferner fiir eine prizise Abschéitzung der maximalen Auftragsmenge
bei der Aufarbeitung des Antikorpers aus der Zellkulturernte genutzt werden.
Der Vergleichslauf mit dem Kulturiiberstand erfolgte mit der KEDFDC-Disulfid
Saule. Der Versuch fand bei einer Fliefigeschwindigkeit von 300 cm/h statt. Insge-
samt wurde ein Volumen von 1000 ml aufgetragen. Durch regelméfiige Probenent-
nahme aus dem Durchlauf und anschlieftende Auswertung im ELISA lieft sich die
resultierende Durchbruchskurve ermitteln. Die Ausgangskonzentration des Anti-
korpers betrug 50 mg/L. Abbildung 3.31 gibt das Bindungsprofil wieder und ver-
gleicht es mit einem entsprechenden Lauf, in dem unter gleichen Bedingungen das
Produktkonzentrat verarbeitet wurde.

Wiéhrend der Anti-FVIIT Gehalt im Durchlauf mit dem Konzentrat bereits nach
einer Auftragsmenge von 27,0 mg/ml Gel den Wert von 10 % der Ausgangskon-
zentration iiberschreitet, wird die dynamische Kapazitit mit dem Kulturiiberstand
erst nach etwa der 1,5-fachen Menge bei 36,5 mg/ml erreicht. Statt des hyperbo-
lischen Verlaufs deutet sich aus dem Profil mit dem Uberstand eher eine steile
sigmoide Kurve an, die bereits in der in Abbildung 3.30 dokumentierten Adsorp-
tionsanalyse bei 75 cm/h das Idealbild einer Durchbruchskurve reprisentierte.
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Abbildung 3.31: Vergleich des Durchbruchsverhaltens von verschiedenen Produktlésungen.
(Sdule: KEDFDC-Disulfid, Fluf: 300 cm/h)

Aus der ermittelten dynamischen Kapazitit 15t sich die maximale Auftragsmenge
bestimmen. Demnach kénnen mit der 1 ml HiTrap’™™ Siule bis zu 700 ml Kul-
turiiberstand ohne einen signifikanten Produktverlust aufgearbeitet werden. Die
Ergebnisse zeigen deutlich, da das Bindungsverhalten der Peptid-Affinitdtsma-
trix in erheblicher Weise von der Zusammensetzung der Ausgangslosung abhingt.

Fiir die nédhere Betrachtung der Ursachen wird an dieser Stelle eine weitere Ver-
gleichsstudie mit der KEDFDI-EBA Matrix herangezogen, in der ausschlieflich der
Einflufs der Produktkonzentration auf die Kapazitit untersucht worden ist. Um
mogliche Effekte anderer Komponenten aus dem Kulturmedium auszuschliefsen,
wurden fiir die entsprechenden Adsorptionsanalysen unterschiedliche Verdiinnun-
gen des rProtein A Eluats eingesetzt. Die Herstellung erfolgte auf der Basis des
Equilibrierungspuffers PBS.

Eine Gegeniiberstellung der Durchbruchskurven ist in Abbildung 3.32 wiederge-
geben. Als Referenz diente ein entsprechender Lauf mit Kulturiiberstand. Obwohl
die Versuche nur fiir die 1 ml HR5/5-Séule mit der fliefbettchromatographischen
Prototypmatrix durchgefiihrt wurden, lassen die Ergebnisse eine eindeutige Aus-
sage iiber die Konzentrationsabhingigkeit des Bindungsvermogens zu, die bedingt
auch auf die HiTrap’™ Materialien iibertragen werden kann.
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Abbildung 3.32: Abhingigkeit des Durchbruchsverhaltens von der Produktkonzentration.
(Sdule: KEDFDI-EBA, Flufs: 300 cm/h)

Auffillig ist zundchst, daf die Kapazitit der Prototypmatrix erheblich geringer ist
als die der HiTrap”™ S#ule. Die méglichen Griinde dafiir werden jedoch nicht an
dieser Stelle sondern erst in Kapitel 3.3.7 anhand von ausfiihrlichen Untersuchun-
gen zum Verweilzeitverhalten diskutiert.

Obwohl sich die Konzentrationen des Antikorpers in den verdiinnten Eluaten mit
Werten zwischen 407 und 54 mg/L erheblich voneinander unterschieden, ergaben
die ELISA-Werte sémtlicher Laufe einen identischen Kurvenverlauf ohne signifi-
kante Abweichungen. Das bedeutet, dafs das Durchbruchsverhalten der Peptidma-
trix in keiner Weise von der Produktkonzentration abhingig ist. Allerdings lag
auch in dieser Studie die dynamische Bindungskapazitit in dem Versuch mit Kul-
turiiberstand wesentlich hoher als bei der Verarbeitung der Konzentratlosungen.
Im Fall der Prototypmatrix konnte sogar etwa die doppelte Produktmenge aufge-
tragen werden, ohne dafs der Antikérpergehalt im Durchlauf 10 % des Ausgangs-
werts iiberschritt. Da die Konzentration des Anti-FVIII mit 50 mg/L in etwa der
Konzentration des am stiarksten verdiinnten Eluats entsprach, ist somit definitiv
bewiesen, daf nicht der Produkttiter sondern die generell andere Zusammenset-
zung des Uberstands einen positiven Einfluf auf die Kapazitit der Sdule hatte.
Welcher der Bestandteile dafiir verantwortlich war, konnte jedoch aufgrund der
Komplexitiat des Kulturmediums in der vorliegenden Arbeit nicht gekldrt werden.
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In einem letzten Vergleichsexperiment wurde die Kapazitit der Sdule mit revers
gekuppelten Peptidliganden untersucht. Als Ziel des Versuchs sollte der Einflufs
der Kupplungsorientierung auf das Bindungsvermogen iiberpriift werden.
Die Herstellung der bisher untersuchten Matrices erfolgte ausnahmslos durch eine
mit verschiedenen Methoden realisierte C-terminale Verkniipfung der Peptide an
das Basalmaterial. Um herauszufinden, ob diese aus der Spot-Synthese vorgegebene
Orientierung fiir eine erfolgreiche Bindung des Produkts zwingend notwendig war,
wurden Kapazititsuntersuchungen mit der in umgekehrter Ligandenausrichtung
ausgestatteten KEDFDI-Revers Sidule durchgefiihrt. Sollte die Bindungskapazitéit
von der Orientierung des Peptidliganden unbeeinflufst sein, so hitten die teilweise
komplizierten und materialaufwendigen C-terminalen Kupplungsstrategien durch
das vom Matrixhersteller vorgesehene einfache Verkniipfungskonzept sinnvoll er-
setzt werden konnen.
Abbildung 3.33 dokumentiert eine Durchbruchskurve mit der N-terminal gekuppel-
ten KEDFDI-Revers Sdule. Der Versuch fand mit dem affinitdtschromatographisch
gereinigten Anti-FVIII Konzentrat bei einer Fliekgeschwindigkeit von 300 ¢m/h
statt. Als Referenz dient eine unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrte Ad-
sorptionsanalyse mit der C-terminal gekuppelten KEDFDI-Amid Matrix. Die Dar-
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Abbildung 3.33: Durchbruchverhalten der revers gekuppelten Peptid-Matrix. Vergleich der
Durchbruchskurven der N-terminal gekuppelten KEDFDI-Revers mit der C-terminal gekuppel-

ten KEDFDI-Amid S&ule. (Probe: Anti-FVIII Konzentrat 640 mg/L; Fluf: 300 cm/h)
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stellung beschriankt sich auf die Gegeniiberstellung der UV-Signale. Die jeweilige
Auftragsmenge des monoklonalen Antikérpers wurde iiber die Produktkonzentra-
tion in der Ausgangslosung bestimmt.

Die Durchbruchskurve der KEDFDI-Revers Séule weist einen sehr steilen muster-
giiltigen Verlauf auf. Jedoch liegt die dynamische Bindungskapazitit fiir den Anti-
FVIII mit 6,9 mg/ml Gel weit unter der der Referenzmatrix. Die UV-Adsorption
erreicht bereits nach etwa einem Viertel der Auftragsmenge 10 % des Ausgangs-
werts der Konzentratlosung. Das bedeutet, daf die Ausrichtung der Liganden einen
starken Einflufs auf die Leistungsfihigkeit der Peptid-Affinitdtsmatrix hat. Um ei-
ne maximale Effizienz des Prozesses zu gewihrleisten, mufste somit die C-terminale
Verkniipfung aus der Spot-Synthese bei der Anfertigung der Chromatographieséu-
len eingehalten werden. Demnach bot die Kupplung ungeschiitzter Peptide keine
Alternative zur Herstellung der grofsvolumigeren Fliefsbettmatrix.

Tabelle 3.7 fakt abschliefsend die in den verschiedenen Versuchen ermittelten Bin-
dungskapazititen zusammen. Die Ergebnisse zeigen, dak alle C-terminalen Kupp-
lungsstrategien in gleicher Weise fiir die Herstellung einer leistungsfihigen Affini-
tatsmatrix geeignet waren. Auferdem bestétigte sich das Resultat aus den in Ab-
schnitt 3.1.4 dokumentierten Mutationsanalysen, wonach die Belegung der letzten
Aminosdureposition in der Peptidsequenz keinen relevanten Einfluft auf das Bin-
dungsvermogen hatte. Einbuflen ergaben sich ausschlieklich fiir den Versuch mit
der revers gekuppelten Peptidmatrix. Mit einer dynamischen Bindungskapazitét
von lediglich 6,9 statt durchschnittlich etwa 26,5 mg/ml Gel in den unter glei-
chen Bedingungen durchgefiihrten Vergleichsexperimenten schied dieses Verfahren
fiir die Bestlickung weiterer Matrices aus und bewies die eindeutigen Vorteile der
C-terminalen Kupplungsstrategien. Da letztere untereinander keine Unterschie-
de beziiglich der Kapazitit aufwiesen, konnte anhand der Experimente keine der
Herstellungsmethoden eindeutig favorisiert werden. Bei der Fertigung des fliefs-
bettchromatographischen Prototypen wurde jedoch aufgrund der Zuverlassigkeit
und der verhiltnisméafig unproblematischen Handhabung die direkte Synthese des
Liganden an das Basalmaterial gewahlt.

Aus den Ergebnissen ldft sich eine signifikante Abhéngigkeit der Kapazitidt von
der Flietgeschwindigkeit ablesen. Wahrend die dynamische Bindungskapazitit bei
300 cm/h fiir alle HiTrap”™ Sédulen noch bei durchschnittlich etwa 26,5 mg/ml
Gel lag, konnte sie durch sukzessive Verringerung auf 75 cm/h mit einem Wert
von fast 57 mg/ml Gel auf mehr als das Doppelte gesteigert werden.

Weitere Auffilligkeiten bestanden im Vergleich der Adsorptionsanalysen mit ver-
schiedenen Ausgangslosungen. Bei der Verwendung von Kulturiiberstand lag die
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Tabelle 3.7: Dynamische Bindungskapazitit der Peptid-Affinititsmatrices
Sdule Fluf Probe Bindungskapazitit
KEDFDC-Amid 300 cm/h Konzentrat! 27,0 mg/ml

150 cm/h Konzentrat 44,2 mg/ml
KEDFDC-Disulfid 300 cm/h Konzentrat 27,0 mg/ml
150 cm/h Konzentrat 45,4 mg/ml
75 cm/h Konzentrat 56,8 mg/ml
300 cm/h Uberstand? 36,5 mg/ml
KEDFDI-Amid 300 cm/h Konzentrat 25,9 mg/ml
KEDFDK-Fmoc 300 cm/h Konzentrat 25,8 mg/ml
KEDFDI-Revers 300 cm/h Konzentrat 6,9 mg/ml
KEDFDI-EBA 300 cm/h Konz. 407 mg/L 1,0 mg/ml
300 cm/h Konz. 227 mg/L 1,3 mg/ml
300 cm/h Konz. 116 mg/L 1,3 mg/ml
300 cm/h Konz. 54 mg/L 1,3 mg/ml
300 cm/h Uberstand 2,6 mg/ml
rProtein A® 300 cm/h Konzentrat 3,4 mg/ml
SP_XL 300 cm/h Uberstand 7,0 mg/ml

IrProtein A Konzentrat: 640 mg mAK/L
2Kulturiiberstand: ca. 50 mg mAK/L

3Daten aus der FlieRbettchromatographie

Bindungskapazitit fiir die HiTrap’™ Sdule um das 1,5-fache und im Fall der Pro-
totypmatrix sogar um das Doppelte hoher als fiir das affinitdtschromatographisch
gereinigte Anti-FVIII Konzentrat. Die genauen Ursachen fiir dieses Phinomen
konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden. Jedoch wurde ein Zusam-
menhang mit dem unterschiedlichen Produktgehalt in den Ausgangsproben durch
eine Referenzstudie mit verdiinnten Konzentratlosungen ausgeschlossen.

Insgesamt kennzeichneten die hohen Bindungskapazititen die HiTrap’™ Peptid-
matrices im Vergleich zu vielen kommerziell erhéltlichen Affinitatsgelen als dufserst
leistungsstarke Chromatographiemedien. Die Kapazitit der Protein A und Prote-
in G Materialien der Firma Amersham Pharmacia Biotech wird demgegeniiber
beispielsweise mit 20 bis 40 mg IgG/ml Trockengel angegeben, was bei einem an-
genommenen Quellfaktor von durchschnittlichen 3,5 lediglich 5,7 bis 11,4 mg/ml
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gequollenem Gel entspricht [AMERsSHAM PHARMACIA BIOTECH, 1993].

Die dynamische Kapazitit des Prototypmaterials lag insgesamt weit unter der der
HiTrap™™ Siulen. Selbst bei der Verarbeitung von Kulturiiberstand betrug sie
nur 2,6 mg/ml. Unter der Annahme eines maximalen Produkttiters von 90 mg/L
konnten in den geplanten fliekbettchromatographischen Versuchen mit 70 ml Gel
somit etwa 1000 bis 2000 ml Kulturernte ohne grofere Verluste aufgereinigt wer-
den. Die méglichen Griinde fiir die starke Abweichung zwischen den Kapazititen
der beiden Matrixtypen werden in Kapitel 3.3.7 diskutiert. An dieser Stelle bleibt
lediglich festzuhalten, daf auch die Referenzwerte mit den Streamline”™ Matrices
SP_ XL und rProtein A mit 7,0 bzw. 1,3 bis 3,4 mg/ml Gel verhéltnisméRig niedrig
sind. Bei diesem Vergleich muf jedoch beriicksichtigt werden, daf das Experiment
mit dem [onenaustauscher unter nicht optimaler Salzkonzentration im physiologi-
schen Bereich und die Adsorptionsanalysen fiir die Affinitdtschromatographie im
Fliekbett stattgefunden haben.

3.3.7 Untersuchung des Verweilzeitverhaltens

Aus dem vorigen Kapitel ging bereits hervor, daft die Bindungskapazitéit des Pro-
totypmaterials fiir den monoklonalen Antikérper wesentlich geringer war als die
der HiTrap’™ Siulen. Da die Ligandenbeladung der FlieRbettadsorbens laut Ami-
nosdureanalytik noch hoher war als bei den auf gleiche Weise hergestellten Fertig-
saulen (s. Abschnitt 3.2.4), ist anzunehmen, daf die wesentlichen Ursachen in den
strukturellen Unterschieden der Basalmatrices liegen.

Aus der mikroskopischen Darstellung in Abbildung 2.3 auf Seite 45 treten die ersten
Gegensitze deutlich hervor. Der Partikeldurchmesser der HiTrap’™ Sepharose’™
weist einen verhéltnismafig homogenen Charakter auf, wihrend sich die Grofen-
verteilung des Prototypen iiber ein weites Spektrum erstreckt. Da die Gelkugeln
der Fertigsdulen zudem im Durchschnitt fast 10 mal kleiner sind, ist davon aus-
zugehen, dafl ihre Packungsstruktur im Festbett wesentlich geordneter ist. Abge-
sehen davon entfillt bei der Prototypmatrix ein gewisser Raumanteil, der vom
Hersteller nicht ndher definiert wird, auf die eingestreuten Quarzkerne, wodurch
das Stromungsprofil lokal gestort werden konnte. Ein weiterer struktureller Unter-
schied besteht in der Zusammensetzung des Sepharose’™ Materials, das bei den
HiTrap?™ Siulen einerseits auf 4 %iger und bei der Prototypmatrix andererseits
auf 6 %iger quervernetzter Agarose basiert.

Alle Faktoren konnen in unterschiedlichem Ausmafs die Stromungsbedingungen
innerhalb der Festphase beeinflussen. Da die ermittelten Bindungskapazititen so



144 KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

massiv voneinander abwichen, schien eine vergleichende Untersuchung des Ver-
weilzeitverhaltens der Matrixtypen sinnvoll, um gegebenenfalls eine Korrelation
mit den Kapazitatsdifferenzen herstellen zu konnen.

Die Charakterisierung des Verweilzeitverhaltens erfolgte in Abhéngigkeit von der
Fliefsgeschwindigkeit. Die Studien wurden anhand von Spurstoffexperimenten auf
der Basis von PBS-Puffer mit jeweils 10 pl einer 5 %igen Acetonlosung durchge-
fithrt. Abbildung 3.34 gibt die Antwortfunktionen auf den Dirac-Impuls wieder.
Die Graphik vergleicht die Ergebnisse aus den Versuchen der mit einem Milliliter
Prototypmatrix befiillten HR5/5-Séule mit denen einer HiTrap?™ Siule.

Deutlich erkennbar ist, daf die Spurstoffexperimente mit dem EBA-Prototypen zu
einer wesentlich groferen Peakverbreiterung fiithrten als bei der anderen Matrix.
Besonders signifikant fallen die Unterschiede dabei fiir die Versuche mit hohen
Fliekgeschwindigkeiten aus. Bei 300 cm/h ist das Gesamtvolumen der Spurstoff-
verteilung beispielsweise nahezu doppelt so hoch wie in dem Referenzlauf mit der
HiTrap™ Siule. Erst in den Versuchen ab einem Fluf kleiner 50 cm/h gleichen
sich die Antwortfunktionen der beiden Matrixtypen aneinander an. Auffallig ist
dabei, daf die Kurven mit der HiTrap?™ Siule deutlich geringer voneinander ab-
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Abbildung 3.34: Analyse des Verweilzeitverhaltens durch Spurstoffexperimente. Vergleich der
Antwortfunktionen der EBA-Prototypmatrix (1 ml HR5/5, A) mit einer HiTrap?™ Siule (B) in
Abhéngigkeit von der Fliefgeschwindigkeit. (Dirac-Impuls: 5 % Aceton, 10 ul)
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Die Ergebnisse zeigen, dak die Verweilzeitverteilung bei der Prototypmatrix we-
sentlich stirker von der jeweiligen Fliefsgeschwindigkeit abhéngt. Die Ursachen da-
fiir liegen in den bereits beschriebenen Unterschieden der Basalmaterialien. Dabei
kann nicht geklirt werden, welcher der genannten Faktoren das Strémungsver-
halten mafigeblich beeinflufit. Offensichtlich ist jedoch, daf die Stréomungsbedin-
gungen erst bei niedrigen Fliefgeschwindigkeiten mit denen der HiTrap™ Siule
vergleichbar werden.

Um die Unterschiede der Verweilzeitverteilungen detaillierter diskutieren zu kon-
nen, wurden die Antwortfunktionen durch Umrechnung auf Basis der Zeit modi-
fiziert und mit einem von Herrn Dr. Udo Hunecke geschriebenen Computerpro-
gramm analysiert. Die ermittelten Charakteristika sind in Tabelle 3.8 zusammen-
gefakt. Abbildungen 3.35 und 3.36 stellen die Ergebnisse graphisch dar.

Die Auswertung der Spurstoffexperimente sowohl nach dem Dispersions- als auch
nach dem Zellenmodell ergaben dhnliche Resultate, die sich mit den bereits be-
schriebenen Schlufsfolgerungen aus der reinen Betrachtung der Antwortfunktionen
decken. Das Stromungsverhalten der HiTrap’™ Siule zeichnet sich im Bereich

Tabelle 3.8: Charakteristika der Verweilzeitverteilung der Basalmatrices

Fluf t o3 Bo D.. N HETP
[emh '] [min] -] [ [m*s'] [] [mm]
EBA-Prototyp 300 1,00 4,04x1072 48 9,01x1077 25 2,04
Ls=50,9 mm 200 1,56  3,53x1072 56 4,95x1077 28 1,82
150 2,06  2,53x107% 78 2,70x10°7 40 1,27
100 3,12 229x1072 86 1,61x1077 44 1,16
75 412  1,92x1072 103 1,02x10~7 52 0,98
50 6,20 1,61x1072 124 5,62x107% 62 0,82
40 7,71 1,25x1072 159 3,53x10°% 80 0,64
25 12,44 1,07x107%2 187 1,86x107% 94 0,54
20 15,41 8,08x107% 247 1,14x107% 124 0,41
12,5 25,13  7,10x10~% 281 6,12x107? 141 0,36
10 31,06 5,32x107% 375 3,71x107% 188 0,27
HiTrap™ 300 0,55 9,82x107% 208 9,83x10~% 105 0,25
Ls=26,0 mm 150 1,10 7,48x107% 267 3,.83x10°% 134 0,19
75 2,22 6,42x107% 310 1,63x10~% 156 0,17
50 3,33 6,15x107% 324 1,04x10~%® 163 0,16
40 4,18 5,79x107% 344 7,82x107? 173 0,15

20 8,34 516x107° 386 3,49x10~° 194 0,13
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Abbildung 3.35: Auswertung der Spurstoffexperimente nach dem Dispersionsmodell. Abhén-
gigkeit der Bodensteinzahl Bo (A) und des axialen Dispersionskoeffizienten D,, (B) von der
Fliefgeschwindigkeit. (EBA-Prototyp (1 ml HR5/5) vs HiTrap??)
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Abbildung 3.36: Auswertung der Spurstoffexperimente nach dem Zellenmodell. Abhiingigkeit
der theoretischen Bodenzahl N (A) und der Hohe der Einzelboden HETP (B) von der Fliefige-
schwindigkeit. (EBA-Prototyp (1 ml HR5/5) vs HiTrap”™)

hoher Fliefgeschwindigkeiten insgesamt durch etwa drei bis fiinf mal héhere Bo-

densteinzahlen Bo bzw. theoretische Bodenzahlen N aus. Bei niedrigerem Fluf

gleichen sich die Kennzahlen beider Matrices allmédhlich aneinander an, so daf

hier zunehmend von einer identischen Stromungscharakteristik ausgegangen wer-

den kann.
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Die dimensionslose Kenngrofe Bo gibt das Verhéltnis zwischen konvektivem und
dispersivem Stofftransport wieder. Aus diesem Grund mufs davon ausgegangen wer-
den, dak die mobile Phase wihrend der Passage der Prototypmatrix insbesondere
bei hohen Fliefsgeschwindigkeiten wesentlich stérker von Wirbelbildungen, Totzo-
nen und Stromungskanilen beeinflukt wird als bei dem HiTrap?™ Material. Noch
priagnanter fallen die Ergebnisse fiir die Berechnung des axialen Dispersionskoef-
fizienten D,, und der Hohe der theoretischen Béden HETP aus. Beide Grofen
sind von den verschiedenen Siulenldngen unabhingig und lassen einen direkten
Vergleich der Matrices zu. Wie aus den Graphiken 3.35B und 3.36B hervorgeht,
bleiben sowohl die axiale Dispersion (D) als auch die Hohe der fiktiven Einzel-
kompartimente (HETP), in denen von einer totalen Riickvermischung ausgegangen
wird, fiir die HiTrap?™ Siule bei allen FlieRgeschwindigkeiten nahezu konstant.
Demgegeniiber steigt bei der Prototypmatrix innerhalb des untersuchten Bereichs
D,, auf den 9-fachen und HETP etwa auf den 8-fachen Wert an, was fiir eine starke
Zunahme von Dispersions- bzw. Riickvermischungseffekten spricht.

Durch weiterfiihrende Untersuchungen zum Durchbruchsverhalten der EBA-Pro-
totypmatrix sollte herausgefunden werden, ob und in welcher Weise die Kapazitit
der Sdule tatsdchlich durch die unterschiedlichen Stromungsbedingungen beein-
flufst wird.

Die Studien erfolgten anhand von Adsorptionsanalysen mit dem affinitédtschro-
matographisch gereinigten Anti-FVIII Konzentrat. Die Stromungscharakteristik
wurde indirekt durch Variation der Fliefsgeschwindigkeit verdndert und schritt-
weise den Verhiltnissen der HiTrap?™ Siule bei 300 cm/h angepaft. Aus der
Tabelle 3.8 auf Seite 145 sowie den Abbildungen 3.35A und 3.36A auf Seite 146
geht hervor, daf die sidulenspezifischen Kenngrofsen Bo und N fiir die Prototyp-
matrix erst zwischen 25 und 20 cm/h entsprechend hohe Werte erreichen. Sollte
das Bindungsvermdégen ausschlieflich vom Verweilzeitverhalten abhéingig sein, so
miifte die Kapazitit bei dieser Fliefigeschwindigkeit dhnlich hoch sein wie bei der
HiTrap?™ Siule bei 300 cm /h.

Abbildung 3.37 stellt die einzelnen Durchbruchskurven einander gegeniiber. Die
resultierenden dynamischen Bindungskapazititen sind zusammen mit den dazu-
gehorigen Werten fiir die Kenngrofen Bo und N in Tabelle 3.9 zusammengefafit.
Fiir den direkten Vergleich werden die entsprechenden Versuchsergebnisse mit der
HiTrap™™ Siule ebenfalls beriicksichtigt.

Graphik 3.37 zeigt deutlich, dafs das Bindungsverhalten der EBA-Prototypma-
trix wie bei den HiTrap’™ Siulen von der FlieRgeschwindigkeit abhingig ist. Die
Durchbruchskurven unterscheiden sich im wesentlichen durch eine Parallelverschie-
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Abbildung 3.37: Abhiingigkeit des Durchbruchsverhaltens der EBA-Prototypmatrix von der
Fliefgeschwindigkeit. (Probe: Anti-FVIII Konzentrat 640 mg/L; Referenzsiule: KEDFDI-Amid)

bung voneinander, wobei die Steigung zunehmend etwas flacher verlduft und sich
der des Referenzlaufs mit der HiTrap’™ Siule annihert.

Die Abhéngigkeit der Bindungskapazitit und der Kenngrofen der Verweilzeitver-
teilung von der Fliefgeschwindigkeit sind fiir den Prototypen in Abbildung 3.38
wiedergegeben. Fiir die Vergleichssidule entsteht bei analoger Darstellung ein dhn-
liches Resultat (Daten nicht dokumentiert). Demnach verlauft der zunehmende

Tabelle 3.9: Gegeniiberstellung der Kenngréfen Bo und N mit der dynamischen Kapazitiit

Fluf Bo N Dyn. Kapazitit
EBA-Prototyp 300 cm/h 48 25 1,3 mg/ml
150 cm/h 78 40 2,2 mg/ml
75 cm/h 103 52 3,4 mg/ml
20 cm/h 247 124 9,2 mg/ml
HiTrap’™ 75 cm/h 310 156 56,8 mg/ml

150 cm/h 267 134 45,4 mg/ml
300 cm/h 208 105 27,0 mg/ml
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Abbildung 3.38: EBA-Prototypmatrix: Abhingigkeit der Bindungskapazitiit und der Kenn-
grofen der Verweilzeitverteilung von der Fliefgeschwindigkeit. A: Bindungskapazitét vs Boden-
steinzahl Bo; B: Bindungskapazitit vs theoretischen Bodenzahl N

Verlust der Bindungskapazitat in Bezug auf die Fliefsgeschwindigkeit nahezu di-
rekt proportional zur Abnahme der strémungscharakterisierenden Kenngrofen Bo
und N. Abbildung 3.39 ldft das Ergebnis noch eindeutiger erscheinen. Dargestellt

>
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Abbildung 3.39: Korrelation zwischen der Bindungskapazitit und den Kenngréfen der Ver-
weilzeitverteilung Bo und N. A: EBA-Prototypmatrix; B: HiTrap”™ Siule
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ist die Korrelation zwischen der dynamischen Bindungskapazitdt und den Kenn-
grofsen der Verweilzeitverteilung. Der lineare Zusammenhang der Mefwerte be-
weist fiir beide Matrixtypen die direkte Abhéngigkeit des Bindungsvermogens von
der Bodensteinzahl Bo und der Anzahl theoretischer Béden N. Jedoch verlaufen
die Regressionsgeraden fiir die HiTrap?™ Siule (B) insbesondere unter Beriick-
sichtigung der unterschiedlichen y-Achsen Skalierung wesentlich steiler als fiir den
Prototypen (A). Das bedeutet, dal die EBA-Matrix bei einer gleichwertigen Ver-
besserung der Stromungsbedingungen immer einen deutlich geringeren Anstieg der
Bindungskapazitit aufweist.

Die vergleichende Betrachtung der Durchbruchsprofile in Abbildung 3.37 und Ta-
belle 3.9 auf Seite 148 bestitigt dieses Ergebnis. Obwohl die Kenngrofen Bo und
N fiir die Prototypmatrix bei einer Fliefgeschwindigkeit von 20 cm /h in etwa mit
denen der HiTrap?™ Siule bei 300 cm/h iibereinstimmen, erreicht die dynamische
Bindungskapazitit mit 9,2 mg/ml Gel nur rund ein Drittel des Vergleichswerts.

Die Resultate deuten darauf hin, daf das schlechte Stromungsverhalten zwar ein
wesentlicher Hauptgrund fiir das vergleichsweise geringe Bindungsvermogen der
Prototypmatrix war, jedoch zusatzlich noch andere Faktoren einen negativen Ein-
flull auf die Kapazitdt haben mufiten.

Uber die méglichen Ursachen kann nur spekuliert werden, da weiterfithrende Un-
tersuchungen zu diesem Themengebiet den Rahmen der vorliegenden Arbeit iiber-
schritten hitten. Ein Gesichtspunkt wire beispielsweise die unterschiedliche Be-
deutung der Randeffekte, die aufgrund des schmaleren Durchmessers der HR5/5
Sdule bei dem Prototypen eventuell einen stirkeren Einflufs auf die vollstdndige
Ausnutzung der Bindungsstellen hatten. Zudem kénnen die Wechselwirkungen der
Peptide mit dem monoklonalen Antikérper durch die nachweislich héhere Ligan-
denbeladung der fliefbettchromatographischen Matrix (siehe Kapitel 3.2.4) ste-
risch behindert worden sein, was die Kapazitit ebenfalls einschrinken wiirde.

3.3.8 Optimierung der Regeneration

Fiir die Regeneration der Sdulen wurden zwei verschiedene CIP-Prozeduren gete-
stet. Die erste lehnte sich an eine fiir Affinitdtsmatrices mit empfindlichen Prote-
inliganden gebrauchliche Methode an, in der in einem dreischrittigen Prozef un-
ter schonenden Bedingungen zunéchst ionisch wechselwirkende Kontaminationen,
dann proteinogene Riickstédnde und abschlieffend Lipide von dem Chromatogra-
phiegel entfernt wurden. Demgegeniiber verlief die zweite Methode unter wesent-
lich drastischeren Bedingungen, die sonst nur fiir die Behandlung chemisch dufserst
stabiler Matrices wie beispielsweise Ionenaustauscher angewendet werden konnen.
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Tabelle 3.10: Alternativmethoden zur Regeneration der Peptid-Affinitéitsmatrices

CIP I: Guanidin-HCI

1. 2 M NaCl, pH 8,0 100 cm/h 15 min

2. 6 M Guanidin-HCl 50 cm/h 60 min

3. 70 % Ethanol 50 cm/h 60 min

4. Reequilibrierung: PBS, pH 7,0 300 cm/h 10 min
CIP II: Natronlauge

1. 0,5 M NaOH 50 cm/h 120 min

Reequilibrierung: PBS, pH 7,0 300 cm/h 20 min

Tabelle 3.10 listet die Arbeitsschritte der CIP-Regenerationen auf. In CIP I wurde
einleitend mit einem leicht basischen Puffer mit hoher Salzkonzentration gespiilt.
Die Entfernung von Protein- und Lipidresten fand dann sukzessive durch die Be-
handlung mit Guanidin-Hydrochlorid und einer hochkonzentrierten alkoholischen
Losung statt. Die CIP II erfolgte mit 0,5 M Natronlauge, die bei niedriger Fliefs-
geschwindigkeit fiir eine Kontaktzeit von 120 Minuten iiber die Sdule gepumpt
wurde. Aufer der Beseitigung proteinogener Riickstinde stellte dieser Prozef eine
vollstandige Inaktivierung von Viren, Bakterien und Pilzsporen sicher. Nach der
Regeneration wurden die Matrices fiir den néchsten Chromatographielauf reequi-
libriert oder in 20 % Ethanol gelagert.

Um die Regenerationsleistung beider Prozesse beurteilen zu kénnen, wurden die
Matrices nach der Sduberung auf Proteinriickstdnde hin untersucht. Als Kontrol-
le diente ein Ratte-Antikorper (HB58), der spezifisch an die x-leichte Kette von
Maus-Antikorpern bindet. Durch Chromatographie des HB58 konnte ermittelt wer-
den, ob nach der Regeneration noch Uberreste des murinen Anti-FVIII auf der
Matrix vorhanden waren. Dazu wurde ein Konzentrat des HB58 direkt vor und
nach der CIP-Prozedur analog zur in Abschnitt 3.3.1 beschriebenen Produktau-
farbeitung auf die Sdule aufgetragen und mit 2 %iger Essigsdure eluiert. Durch
die anschliefsende Western-Blot Analyse der Chromatographiefraktionen konnte
der HB58 sperzifisch erfaft werden und Aufschlufs iiber verbleibende Anti-FVIII
Riickstande auf der Matrix geben, die eine Abschétzung des Regenerationserfolgs
ermoglichten.

Um in dem Western Blot eine zweifelsfreie Unterscheidung zwischen dem HB58
und eventuell vorhandenen Resten des Produktantikorpers zu erreichen und eine
Verfilschung der Ergebnisse durch Kreuzreaktionen des Testantikorpers mit dem
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Anti-FVIII zu verhindern, wurde dieser selbst unter Ausnutzung der gegen al-
le Maus-Antikorper gerichteten Spezifitit des HB58 fiir den Nachweis eingesetzt.
Eine vorausgehende Biotinylierung des Anti-FVIII ermdoglichte die Reaktion mit
einem an Streptavidin gekuppelten Enzym, das das Substrat (NBT-BCIP) in ein
farbiges Produkt {iberfiihrte und die Anwesenheit des HB58 indirekt anzeigte. Zur
letzten Kontrolle des Testsystems wurde ein Konzentrat des Anti-FVIII mit auf
die SDS-Gele aufgetragen.

Die CIP-Experimente wurden fiir alle 1 ml Fertigsdulen durchgefiihrt. Da die Er-
gebnisse in allen Fillen iibereinstimmten, werden sie im folgenden nur exemplarisch
anhand der KEDKDI-Amid Séule vorgestellt. Abbildung 3.40 gibt eine digitale
Aufnahme der entsprechenden SDS-PAGE (A) und Western Blot Analyse (B) wie-
der. Aufgetragen wurden jeweils Proben aus der Ausgangslosung, dem Durchlauf
und dem Eluat der HB58 Chromatographie nach einer Anti-FVIII Aufreinigung
(Spuren 3-5) sowie nach der CIP I (Spuren 6-8) und der CIP II (Spuren 9-11).
Zwischen den Regenerationszyklen fand eine weitere Produktaufarbeitung statt,
so dak fiir beide Prozesse annidhernd die gleichen Ausgangsbedingungen vorlagen.

1 2 3 45 6 7 8 910 11 1 2 3 4 5 6 7 8 910 M
MG _
[kDa]

- $ 2 $ BEE

— - . - - - . -

94—

67— - - & - e 4 ¢ . ' — BSA
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14 — A B

Abbildung 3.40: Uberpriifung der Regeneration der Peptid-Affinititsmatrix durch Guanidin-
HCl und NaOH. SDS-PAGE (A) und Western Blot Analyse (B) der Chromatographie eines
Ratte-Anti-Maus IgG zum Nachweis von Produktriickstinden. (A: PhastGel”™ Gradient 8-25,
nicht-reduzierende Bedingungen, Silberfarbung; B: Diffusionsblot auf Nitrocellulose, NBT-BCIP
Substrat). Spuren: 1: LMW Marker 14-96 kDa, reduziert; 2: Anti-FVIII Konzentrat; 3-5: vor CIP
I; 6-8: nach CIP I; 9-11: nach CIP II; jeweils Probe, Durchlauf, Eluat (1:3).

Die ausgebliebene Blot-Anfirbung der Anti-FVIII Bande (Spur 2) sowie der LMW
Markerproteine (Spur 1) beweist eine hohe Selektivitit des ausgearbeiteten We-
stern Blots. Das dargestellte Resultat 1aft eine eindeutige Aussage in Bezug auf die
Regenerationsleistungen erkennen. Wihrend die Eluate der Chromatographie nach
der Produktaufarbeitung (Spur 5) und im direkten Anschluf an die CIP I (Spur 8)
in etwa die gleiche Menge des HB58 aufweisen, wird das Bindungsvermégen gegen-
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iiber dem Ratte-Antikorper erst durch die Regeneration mit der CIP II Prozedur
bis unter die Nachweisgrenze reduziert. In diesem Fall léft sich das Nachweispro-
tein quantitativ im Durchlauf (Spur 10) wiederfinden, so dak im aufgetrennten
Eluat (Spur 11) keine Banden mehr auftreten. Das bedeutet, daf nur durch die
Behandlung mit 0,5 M Natronlauge die Matrix vollstindig regeneriert und samtli-
che Produktriickstinde entfernt werden konnten. Dabei bleibt fragwiirdig, ob der
Miferfolg der CIP I auf die besonders starke Bindung zwischen den Peptidliganden
und dem Anti-FVIII zuriickzufiihren ist, oder die Regenerationsleistung der sonst
fiir andere Affinitdtsmatrices gebrduchlichen Methode generell angezweifelt wer-
den muR. Vergleichsexperimente mit den Streamline’ Medien rProtein A und
SP XL waren aufgrund deren immanenten Bindungsvermdégens gegeniiber dem
Testantikorper HB58 jedoch nicht moglich.

Aus der Zusammenfassung der Ergebnisse wird deutlich, daf die Regeneration
in Bezug auf die Beseitigung proteinogener Riickstdnde durch den in CIP II an-
gewendeten Prozefl am besten realisiert werden konnte. Voraussetzung fiir einen
standardisierten Einsatz dieser Prozedur war allerdings die Besténdigkeit der Pep-
tidliganden gegeniiber 0,5 molarer Natronlauge. Diese wurde anhand von Stabili-
tatstests tiberpriift, die im néchsten Abschnitt dokumentiert werden.

3.3.9 Stabilitatstest

Als Kriterium fiir die Gewéhrleistung der Stabilitdt der Peptidliganden in dem
CIP-Prozefs diente die vergleichende Untersuchung der Bindungskapazitit vor und
nach der Regeneration mit 0,5 M Natronlauge. Um ein langerfristiges Standzeit-
verhalten der Matrices zu simulieren, wurde die Behandlung mit NaOH in einem
weiteren Experiment auf eine 24-stiindige Inkubationszeit ausgeweitet.

Die Analysen des Durchbruchsverhaltens erfolgten mit dem affinitdtschromatogra-
phisch gereinigten Konzentrat des Produktantikorpers, das bereits fiir einige der
in Abschnitt 3.3.6 beschriebenen Versuche genutzt wurde.

Abbildung 3.41 gibt die Ergebnisse wieder. Dargestellt sind die Durchbruchskur-
ven unmittelbar vor und nach der 2-stiindigen CIP-Regeneration. Der Vergleich
bezieht sich auf die KEDFDC-Disulfid und KEDFDC-Amid Séule, wodurch alle
chemischen Verbindungen beriicksichtigt wurden, die bei der Kupplung der Peptid-
liganden an das Chromatographiematerial eine Rolle spielten. Im Voraus wurden
die Matrices ohne eine anschlieffende Sduberung fiir Aufarbeitungsexperimente mit
dem Anti-FVIII genutzt und befanden sich demnach in einem nicht-regenerierten
Zustand.
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Abbildung 3.41: Vergleich der Anti-FVIII Durchbruchskurven vor und nach der CIP-
Regeneration. A: KEDFDC-Disulfid Saule; B: KEDFDC-Amid Saule. (CIP: 0,5 M NaOH,
120 min Inkubation; Probe: Anti-FVIII Konzentrat (640 mg/L); Fliekgeschwindigkeit: 300 cm /h)

Die Durchbruchsprofile vor und nach der CIP-Prozedur verlaufen nahezu deckungs-
gleich iibereinander, so daf eine Schidigung der Peptidliganden ausgeschlossen
werden kann. Bei ndherer Betrachtung kann man sogar erkennen, daf die Kurven
nach der Regeneration zu etwas hoheren Werten hin verschoben liegen. Die er-
mittelten dynamischen Bindungskapazititen sind in Tabelle 3.11 zusammengefaist
und den Ergebnissen aus den 24-stiindigen Stabilitatstests gegeniibergestellt.

Tabelle 3.11: EinfluR der NaOH-Behandlung auf die Bindungskapazitiit

Dynamische Bindungskapazitit
Start vor CIP nach CIP nach 24 h Test

KEDFDC-Disulfid 27,0 mg/ml 24,4 mg/ml 26,9 mg/ml 27,2 mg/ml
KEDFDC-Amid 27,0 mg/ml 23,3 mg/ml 27,1 mg/ml 26,8 mg/ml

Die Daten zeigen deutlich, dafs die CIP-Prozedur mit 0,5 molarer Natronlauge
ihren Zweck erfiillte. Die durch den Gebrauch der Matrices entstandenen Kapazi-
téatsverluste von bis zu 15 % wurden durch die Regeneration wieder vollstindig aus-
geglichen. Aufserdem konnte bewiesen werden, dafs auch die Langzeitbehandlung
keinen Einfluff auf das Bindungsvermogen der Matrices hatte. Die dynamischen
Kapazitdten entsprechen mit jeweils nur geringen Abweichungen den Startwerten
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von 27 mg/ml Gel, die bei der erstmaligen Benutzung der Sdulen erzielt wurden.
Die in Tabelle 3.10 auf Seite 151 beschriebene CIP-Prozedur mit 0,5 molarer Na-
tronlauge bewies somit eine hohe Regenerationsleistung. Zudem verhielten sich
beide Kupplungsverbindungen und auch die Peptidbindungen innerhalb der Li-
gandensequenz in dem alkalischen Milieu stabil. Auch fiir die nicht untersuchten
Peptidmatrices konnte eine d&hnlich hohe Bestandigkeit angenommen werden. Diese
unterschieden sich in ihrer Struktur nur in der C-terminalen Position voneinander,
die jedoch nicht durch die besonders basenempfindlichen Aminosduren Asparagin
und Glutamin belegt war, was die Stabilitdt durch Deamidierungsprozesse gefiahr-
det hitte. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurde der CIP-Prozef mit 0,5 M
Natronlauge als Standardmethode fiir die Regeneration der Matrices eingesetzt.

Um die Regenerationszeit bei gleichwertiger Leistung gegebenenfalls verkiirzen zu
konnen, wurde in einer weiteren Studie die Stabilitdt der Liganden gegeniiber einer
hoher konzentrierten NaOH-Losung untersucht. Da eine Beschédigung der Peptide
unter diesen Bedingungen nicht ausgeschlossen werden konnte, fanden die Experi-
mente mit einer zweiten revers gekuppelten HiTrap’™ Matrix 2-KEDFDI-Revers
statt, die fiir keine weiteren Versuche verwendet werden sollte.

Die Studie setzte sich aus zwei 12-stiindigen Inkubationsschritten zusammen, in
denen die Sdule bei einer langsamen Fliekgeschwindigkeit mit jeweils 20 ml 1 M
Natronlauge iiberstromt wurde. Die Beurteilung der Ligandenstabilitét erfolgte an-
hand von Durchbruchskurven, die im direkten Anschluf an die NaOH-Behandlungen
aufgezeichnet wurden. Als Referenz diente ein zuvor mit der unbenutzten Siule
erstelltes Kapazititsprofil. Die Untersuchung des Bindungsverhaltens fand unter
den gleichen Versuchsbedingungen wie bei den oben beschriebenen Stabilitdtstests
statt. Abbildung 3.42 stellt die drei resultierenden Durchbruchskurven einander
gegeniiber.

Der Vergleich 14#t eine deutliche stufenweise Abnahme des Bindungsvermogens der
Matrix erkennen. Wahrend die dynamische Kapazitit fiir den Referenzlauf noch
bei etwa 4,4 mg/ml Gel liegt, sinkt sie nach der ersten Inkubation mit Natronlauge
bereits auf 2,9 und nach der zweiten sogar auf 1,7 mg/ml ab. Somit betrégt das
Bindungsvermdégen nach der insgesamt 24-stiindigen Behandlung mit 1 M NaOH
nur noch ca. 40 % des Ausgangswerts. In der letzten Kurve tritt zudem ein friithzei-
tiger Durchbruch des monoklonalen Antikorpers auf, der sich in Form eines Peaks
widerspiegelt. Auch dieses Phidnomen 14#t sich als ein weiteres Indiz fiir das stark
gestorte Bindungsverhalten interpretieren.

Die Ergebnisse weisen auf eine massive Schadigung der Affinitatsmatrix hin. Es ist
davon auszugehen, daf die Peptidliganden unter den stark basischen Bedingungen
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Abbildung 3.42: Uberpriifung der NaOH-Stabilitiit der Peptid-Matrix. Durchbruchskurven des
Anti-FVIII vor und nach einer 12- bzw. 24-stiindigen Behandlung mit 1 M Natronlauge. (Sdule:
2-KEDFDI-Revers; Probe: Anti-FVIII Konzentrat, 640 mg/L; Flufs: 300 cm/h)

zunehmend durch alkalische Hydrolyse zerstort wurden. Demnach konnte die 0,5
molare Natronlauge aus dem Regenerationsprozefs nicht durch eine héher konzen-
trierte Losung ersetzt werden.

3.3.10 Zusammenfassung

Die Studien zur Festbettchromatographie zeigten, daf sich alle entwickelten C-
terminalen Kupplungsstrategien einschliefslich der daraus resultierenden Sequenz-
variationen in der letzten Aminoséureposition zur Herstellung einer funktionstiich-
tigen Peptid-Affinititsmatrix eigneten. Die verschiedenen HiTrap?™ Siulen wiesen
keinerlei Unterschiede in ihrer chromatographischen Leistung auf.

In simtlichen Aufarbeitungsldufen lagen die Bindungs- und Wiederfindungsraten
fiir den monoklonalen Antikérper zwischen 97 und 100 %, so daf die Produkt-
ausbeute immer iiber 96 % betrug. Das Zielprotein konnte trotz der in Relation zu
den Bindungstests mit den Cellulosemembranen stark verkiirzten Kontaktzeiten
auch in der Chromatographie erfolgreich an den Peptidliganden zuriickgehalten
werden. Zudem lieferte die mehrfache Wiederholung der Aufreinigungszyklen eine
sehr gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.
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Der Prozefl erwies sich in einem Bereich zwischen pH 6,0 und 7,5 als pH-unab-
hangig, so dals auf eine vorausgehende Konditionierung der Kulturiiberstinde ver-
zichtet werden konnte. Diese Tatsache ist insbesondere in Hinblick auf die Arbeit
in der biomasseintegrativen Fliekbettadsorption als positiv zu bewerten, da jeder
zusitzliche Eingriff das Risiko einer unerwiinschten Zellschiddigung birgt.

Durch SDS-PAGE Analysen der Aufarbeitungsldufe und Bindungsstudien mit hoch
konzentrierten Reinsubstanzlosungen konnte eine sehr gute Abreicherung von Fremd-
proteinen nachgewiesen werden. Sie beweist eine fiir affinitdtschromatographische
Prozesse charakteristische Selektivitit der Peptidmatrices und fiihrte zu einem
entsprechend hohen Reinheitsgrad des Produkteluats.

Des weiteren wurde eine fast vollstindige DNA-Abreicherung erzielt, die unter Be-
riicksichtigung des Detektionslimits des eingesetzten Testverfahrens von 10 ng/ml
in jedem Fall auf die Gesamtmenge bezogen mehr als 99,994 % ausmachte. Gleiches
galt fiir die Reduktion niedermolekularer Substanzen, die allerdings nur unspezi-
fisch bzw. anhand der freien Aminosiduren untersucht wurden.

Ein Experiment mit vier produktfremden Antikérpern zeigte, dafs der Peptidligand
eine ausschliefliche Bindungsspezifitit gegeniiber dem Anti-FVIII Immunglobulin
aufwies. Da die meisten Referenzantikorper ebenfalls murinen Ursprungs waren,
lag die Bindungsstelle demnach nicht in der fiir die gesamte IgG-Klasse konstanten
F.-Region sondern in der variablen F,-Einheit, die fiir jeden Antikérper charak-
teristisch ist.

In Regenerations- und Standzeittests zeichneten sich die Peptidmatrices durch eine
aufserst hohe Stabilitét aus, die mit der von Chromatographiematerialien vergleich-
bar ist, die lediglich mit kleinen funktionellen Gruppen substituiert sind wie bei-
spielsweise den Ionenaustauschern. Dadurch liefsen sich die Sdulen in einem einfa-
chen CIP-Prozef mit 0,5 molarer Natronlauge regenerieren, was fiir herkémmliche
Affinitdtsmedien aufgrund der Denaturierungsgefahr der iiblicherweise eingesetz-
ten Proteinliganden undenkbar wére.

Den letzten zweifelsfreien Beweis fiir die absolute Gleichwertigkeit der auf un-
terschiedliche Weise hergestellten Peptid-Affinitdtsmatrices lieferten umfangrei-
che Untersuchungen und Vergleiche der dynamischen Bindungskapazititen. Sie
lagen bei einer Fliefigeschwindigkeit von 300 cm/h fiir alle C-terminal gekuppel-
ten HiTrap?’™ Materialien mit nur duferst geringen Abweichungen zwischen 25,8
und 27,0 mg/ml Gel. Zudem lief sich die dynamische Bindungskapazitat durch
Verringerung der Fliefsgeschwindigkeit auf 75 ¢m/h noch einmal auf mehr als das
Doppelte (56,8 mg/ml) erhohen.

In weiteren Kapazititsstudien stellte sich heraus, daf das Bindungsvermdégen un-
abhéngig von der Produktkonzentration war, jedoch signifikante Abweichungen bei
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der Verarbeitung von Losungen anderer Basalzusammensetzungen bestanden. So
wurde der Durchbruch bei der Verwendung von Kulturiiberstand statt eines vor-
gereinigten Produktkonzentrats unter den gleichen Prozefbedingungen erst nach
einer etwa 1,5-fachen Auftragsmenge erreicht. Die Ursachen fiir dieses Phinomen
konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden.

Weitere bedeutende Ergebnisse gingen aus einer Referenzstudie mit der revers ge-
kuppelten Peptidmatrix (KEDFDI-Revers) hervor. Da die Bindungskapazitét hier
mit 6,9 mg/ml Gel um etwa 75 % niedriger lag als bei der entsprechenden Re-
ferenzsiule, konnte bewiesen werden, daf die Kupplungsausrichtung tatséchlich
einen entscheidenden Einflufs auf das Bindungsvermdgen hatte, demzufolge die C-
terminalen Strategien als wesentlich erfolgreicher eingestuft werden mufsten. Die
genaue Ubereinstimmung der iibrigen Versuchsergebnisse lief jedoch ansonsten
keine Favorisierung eines der Herstellungsverfahren fiir die Anfertigung der grofs-
volumigeren Fliebettmatrix zu.

Aufgrund der guten Kalkulierbarkeit des Material- und Zeitaufwands fiel die Ent-
scheidung auf die direkte Synthese des Peptidliganden an das Chromatographie-
material. In den Untersuchungen zum Durchbruchsverhalten einer gepackten 1 ml
Testsaule stellte sich jedoch heraus, daf die Kapazitiat der EBA-Matrix mit maxi-
mal 2,6 mg/ml Gel fiir die Verarbeitung von Kulturiiberstand bei 300 cm/h nur
etwa einem Zehntel des Bindungsvermégens der HiTrap”™ Siulen entsprach. Die
Ursachen wurden in einen Zusammenhang mit dem wesentlich schlechteren Ver-
weilzeitverhalten des Prototypmaterials gebracht. Obwohl dies nicht der einzige
Grund fiir die signifikanten Abweichungen sein konnte, liefsen sich iiber weitere
Einfliisse wie eine sterisch bedingte Kapazititslimitierung durch eine eventuelle
Ligandeniiberladung nur spekulative Aussagen machen.
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3.4 Flielbettchromatographie

Der folgende Ergebnisteil falit die Versuche zur Aufarbeitung des monoklonalen
Antikorpers in der FlieRbettchromatographie zusammen. Neben der Uberpriifung
des Reinigungserfolgs und der Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus der Festbett-
chromatographie stand die Untersuchung der Partikelabreicherung und eventuell
auftretender Interaktionen zwischen der Biomasse und der Peptid-Affinitdtsmatrix
im Vordergrund. Einen wesentlichen Schwerpunkt bildete in diesem Zusammen-
hang die Quantifizierung der prozefbedingten Zellschidigung, die zum Schutz des
Produkts vor zelluldren Enzymen vermieden werden mufte.

An geeigneter Stelle erfolgt eine Gegeniiberstellung mit den Streamline’™ Matrices
SP XL und rProtein A, die innerhalb des Forschungsprojekts ebenfalls fiir die Rei-
nigung des Anti-FVIII benutzt wurden. Der Vergleich ermoglichte eine Abschét-
zung der Leistungsfahigkeit der Peptid-Affinitdtsmatrix sowie eine abschliefsende
Beurteilung ihrer Eignung fiir den alternativen Einsatz in der Fliefsbettchroma-
tographie. Dariiber hinaus liefsen sich die Chancen der entwickelten Methodik in
Bezug auf die Anwendung auch fiir andere biotechnologisch gewonnenen Produkte
abschatzen.

3.4.1 Festlegung der Betriebsparameter

Die fliefbettchromatographische Aufreinigung des Anti-F'VIII fand mit einer Stream-
line”25 Siule statt, die mit 70 ml der substituierten Prototypmatrix befiillt war
und in einem GradiFrac’™ System betrieben wurde. Das einsetzbare Probenvo-
lumen wurde aus den in Tabelle 3.7 auf Seite 142 aufgelisteten Ergebnissen zur
dynamischen Bindungskapazitidt abgeschitzt. Demnach betrug die Menge anti-
korperhaltiger Zellsuspension, die ohne signifikante Produktverluste aufgetragen
werden konnte, ungefihr ein bis zwei Liter. Die Bereitstellung des Ausgangsmate-
rials erfolgte mit einem SuperSpinner, so daf im satzweisen Betrieb etwa alle drei
Tage ausreichend produkthaltige Zellsuspension fiir ein Aufarbeitungsexperiment
erzeugt werden konnte.

Die Festlegung der Fliefgeschwindigkeit erfolgte anhand eines Expansionsprofils.
Dazu wurde die Hohe des fluidisierten Gels in Relation zu der Ausgangshohe des
Sediments gegen die Anstromgeschwindigkeit aufgezeichnet. Aus dem Bereich li-
nearer Abhéngigkeit liefen sich die optimalen Arbeitsbedingungen ablesen. Dabei
wurden makroskopisch erkennbare Unregelméfigkeiten des Fluidisierungsverhal-
tens ebenfalls beriicksichtigt.

Abbildung 3.43 gibt das Expansionsprofil der Peptid-Affinitdtsmatrix wieder. Die
Berechnung der Regressionsgeraden erfolgte aus dem Mefbereich zwischen 50 und
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Abbildung 3.43: Expansionsprofil der EBA-Prototypmatrix. Sdule: Streamline”™25; Ma-
trixvolumen: 70 ml; Hy = 14,3 cm; Adapterhohe: 93 cm; Puffer: PBS, pH 7,0; Regression: Mefs-
daten 50-200 cm/h.

200 cm /h, in dem die Fluidisierung eine duferst hohe Stabilitit aufwies. Das Pro-
fil verlauft bis zu einer Fliefgeschwindigkeit von etwa 350 ¢cm/h nahezu linear.
Innerhalb dieses Bereichs konnten die Hohe der fluidisierten Matrix prézise abge-
lesen und keine Kanalbildung festgestellt werden. Bei weiterer Vergroferung der
Anstrémgeschwindigkeit stieg die Expansionshohe iiberproportional an. Durch die
zunehmende Ausdiinnung der Gelpartikel im oberen Sdulenabschnitt konnte die
Fluidisierungsgrenze nur noch ungenau bestimmt werden. Zudem wurde eine ver-
starkte Neigung zu Turbulenzbildungen festgestellt, die die Expansion des Chro-
matographiematerials instabil erscheinen liefen.

Die Beobachtungen deckten sich mit den Versuchsergebnissen zum Fluidisierungs-
verhalten der Streamline”™ Matrices rProtein A und SP_ XI (Daten nicht darge-
stellt). Beide wiesen bei gegebener Fliefigeschwindigkeit einen dhnlich hohen Ex-
pansionsgrad auf. Demnach hatte die chemische Prozedur der Ligandensynthese
trotz teilweise auch hoher mechanischer Belastungen keine auffélligen strukturel-
len Verdnderungen der Basalmatrix hervorgerufen, die einen mefsharen Einflufl auf
die Expansionscharakteristik gehabt hatten.

Aus den Daten zur Expansion der Peptidmatrix wurde das in Abbildung 3.44 dar-
gestellte Richardson-Zaki Diagramm erstellt, aus dem der Expansionskoeffizient n
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Abbildung 3.44: Richardson-Zaki Diagramm fiir das Expansionsverhalten der Peptidmatrix

und die terminale Fallgeschwindigkeit u; der Gelpartikel mit 5,0 und 1305 ¢m/h
bestimmt werden konnten. Demnach hétte die Matrix mit iiber 1000 cm/h an-
gestromt werden konnen, worauf jedoch aufgrund der beobachteten Instabilititen
oberhalb von 400 ¢cm/h verzichtet wurde. Zudem erreichte die Expansion der klei-
neren Matrixpartikel im Realsystem bereits ab einer Flieligeschwindigkeit von etwa
700 cm/h den oberen Sdulenadapter, so dak ein Betrieb unter diesen Bedingungen
aufgrund des Verblockungsrisikos ausgeschlossen war.

Auch die Erstellung des Richardson-Zaki Diagramms erfolgte nur auf Basis der
Mefwerte zwischen 50 und 400 cm/h, da sich bei hoheren Fliefgeschwindigkeiten
eine Verfilschung durch Ablesefehler kaum vermeiden liefs. Auferdem mufte davon
ausgegangen werden, daf sich das Stromungsprofil aus dem laminaren zunehmend
in den turbulenten Bereich verschob, so daf die in der Einleitung beschriebenen
physikalischen Zusammenhénge keine Giiltigkeit mehr gehabt hétten.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse und in Anlehnung an die Experimente im
Festbettmodus wurde die Fliefigeschwindigkeit fiir die fliefsbettchromatographische
Aufreinigung des Anti-FVIIT auf 300 cm/h festgelegt, was einem Volumenstrom
von 24,5 ml/min entsprach. Unter diesen Voraussetzungen konnten fluidisierungs-
bedingte Komplikationen weitgehend ausgeschlossen werden. Weitere Parameter-
einstellungen sind Tabelle 3.12 zu entnehmen.
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Tabelle 3.12: Betriebsparameter in der FlieRbettchromatographie

Betriebsparameter

Gelvolumen 70 ml

Fluf Beladung 1300 cm/h
FElution 1100 cm/h

Ezpansionshiohe 300 e¢m/h 35 cm

Sedimentationshéhe  Hy 14,3 cm

Adapterhohe Beladung 40 cm
Elution 14,3 cm

Probenvolumen ca. 1000 ml

Bei 300 cm/h betrug die Expansionshohe etwa 35 cm. Da bei der Verarbeitung
von Zellsuspensionen aufgrund der héheren Viskositéit jedoch mit einem leichten
Anstieg gerechnet werden mufste, wurde der Sdulenadapter trotz des groferen Tot-
volumens bei einer Abmessung von 40 cm arretiert.

Fiir eine optimale Ankonzentrierung des Produkts wurde die Fliefsgeschwindigkeit
fiir die Elution auf 100 ¢cm/h (8,2 ml/min) herabgesetzt. Sie sollte im Festbett
stattfinden, was allerdings eine vorausgehende Uberpriifung eventuell auftretender
Biomasse/Matrix Interaktionen erforderte.

3.4.2 Aufreinigung aus Kultursuspensionen

Zur Uberpriifung der Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus der Festbettchromato-
graphie und der Reproduzierbarkeit der Antikérperaufreinigung in der Fliefbet-
tadsorption wurden insgesamt sieben Aufarbeitungsldufe mit zellhaltiger Kultur-
suspension durchgefiihrt. Da in den einzelnen Experimenten unterschiedliche Un-
tersuchungskriterien im Mittelpunkt standen, beschrinkte sich die Auswertung
der meisten Laufe nur auf begrenzte Teilaspekte. Die folgenden Abschnitte fassen
zunéchst die Versuche zur Beurteilung des Reinigungserfolgs zusammen. Weitere
fliefsbettcharakteristische Untersuchungen, wie beispielsweise die Abreicherung der
Biomasse oder die Analyse von Zellschidigungen und Biomasse/Matrix Interak-
tionen, werden in gesonderten Kapiteln dokumentiert.

Die Aufarbeitung des Antikorpers erfolgte unter den in Tabelle 3.12 zusammenge-
fakten Bedingungen. Das Puffersystem wurde im Vergleich zu den Festbettexperi-
menten nicht verdndert. Die Equilibrierung und der Waschschritt fanden mit einem
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PBS-Puffer bei pH 7,0 statt und die Elution mit 2 %iger Essigsdure. Auch in die-
sem Fall wurde zur Neutralisierung des Produktkonzentrats eine 1 M Tris-Losung
mit pH 9,0 vorgelegt. Nach jedem Lauf wurde die Matrix wie in Tabelle 2.8 auf
Seite 61 beschrieben durch eine etwa 2-stiindige CIP-Prozedur mit 0,5 M NaOH
griindlich gesdubert und regeneriert.
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Abbildung 3.45: Chromatogramm der Anti-FVIII Aufreinigung im Fliefbett

Abbildung 3.45 gibt ein typisches Chromatogramm der Anti-FVIII Aufreinigung
im Fliefbett wieder. Im Vergleich zur Festbettchromatographie (Abb. 3.21, S. 121)
war der EBA-Prozefs durch stirkere Riickvermischungseffekte geprigt. Dies wird
an dem flacheren Anstieg bzw. Abfall des UV-Signals beim Wechsel der Fliissig-
phase deutlich und beruht in erster Linie auf dem gréferen Hohlraumanteil in der
Streamline’™ Siule. Die Zeitpunkte der Fraktionierung sind im Chromatogramm
eingezeichnet.

Eine weitere verfahrensbedingte Besonderheit lag fiir den Waschschritt vor. Kurz
nach der Adaptersenkung und Fluffumkehr trat ein kleiner Peak auf, der jedoch
nicht proteinogenen Ursprungs war. Unter Beriicksichtigung der zeitlichen Verzo-
gerung und des Totvolumens der angeschlossenen Schlauche mufte es sich dabei
um Biomassepartikel handeln, die wihrend des Probenauftrags am unteren Siu-
lenadapter zuriickgehalten und durch den Wechsel der Stromungsrichtung wieder
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gelost wurden. Diese Annahme konnte durch Kontrolluntersuchungen mit einem
CASY-System bestétigt werden.

3.4.2.1 Produktbilanzierung

Fiir die Auswertung der Chromatographieldufe wurden der Anti-FVIII Gehalt
samtlicher Fraktionen mittels ELISA bestimmt und die charakteristischen Bewer-
tungskriterien berechnet. Tabelle 3.13 fakt die Ergebnisse von vier Fliefsbettexpe-
rimenten mit der Peptid-Affinitdtsmatrix zusammen und gibt eine Gegeniiberstel-
lung mit den Streamline’™ Medien rProtein A und SP_ XL.

Tabelle 3.13: Bilanzierung der Anti-FVIII Aufreinigung im FlieRbett.

Vp 1gG BR WFR AB Konz.-Faktor

[ml]  [mg] [%] [%%] [%] IgG Vol
Pep-EBA I 910 29 97,1 93,7 90,7 4,1 46
Pep-EBA II 1800 36 96,5 100,0 96,5 149 150
Pep-EBA III 810 44 98,2 100,0 98,2 10,3 9,0
Pep-EBA IV 870 29 98,0 100,0 98,0 7,7 7,3
rPA-EBA I 1010 90 97,0 95,0 92,1 112 123
rPA-EBA II 1050 94 97,0 100,0 97,0 139 150
rPA-EBA III 1060 95 97,1 90,6 88,0 126 151
rPA-EBA IV 1050 94 97,0 99,1 96,1 13,7 15,0
SP_XL-EBA I? 112x10° 4086 94,0 61,8 58,1 4,2 73
SP_XL-EBA II2 105x10° 5215 95,6 69,0 65,9 4,2 6,9

LElution im Fliefibettmodus

IPilotmaRkstab: Streamline”™ 200 Siule; 7,5 bzw. 5,0 L Matrix; Elution im FlieRbett

In den Versuchen mit der EBA-Prototypmatrix wurden jeweils zwischen 810 und
1800 ml Zellsuspension aufgearbeitet. Da die Auftragsmenge nie iiber 44 mg IgG
lag, wurde die im Festbettmodus ermittelte dynamische Bindungskapazitiat von
2,6 mg/ml Gel in keinem der Laufe iiberschritten. Die regelmifige Probenent-
nahme aus dem Durchlauf und anschliefende Bestimmung im ELISA liefs keinen
sukzessiv ansteigenden Produktdurchbruch erkennen (Daten nicht dargestellt), der
die Bilanzierung der chromatographischen Aufarbeitung verfilscht hétte.

Die Versuchsergebnisse spiegeln fiir die gewéhlten Betriebsparameter eine sehr gu-
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te Reproduzierbarkeit wider. Die Bindungsraten BR lagen mit Werten zwischen
96,5 und 98,2 % &hnlich hoch wie in der Festbettchromatographie (s. Tab. 3.4,
S. 122). Wiederfindungsraten WFR, von 100 % gewihrleisteten eine der Bindung
entsprechend hohe Ausbeute AB.

Einzige Ausnahme bildete der Lauf Pep-EBA I, in dem die Produktausbeute nur
rund 91 % betrug. Im Unterschied zu den anderen Versuchen wurde die Elution hier
im expandierten Modus durchgefiihrt. Mogliche Ursache fiir die verhéltnisméfbig
hohen Verluste kénnte eine schlechte Durchstromung der einzelnen Matrixpartikel
gewesen sein, infolge deren die im Inneren gebundenen Molekiile nicht vollstin-
dig von dem Elutionsmittel erfatt werden konnten. Dagegen spielt dieser Effekt
im Festbett aufgrund des Druckaufbaus und der eingeschriankten Moglichkeit, die
Gelpartikel zu umstromen, eine geringere Rolle, so daf in den entsprechenden Ver-
suchen keine Produktverluste auftraten. Unterstiitzt wurde diese These durch das
Auftreten einer relativ starken Peakverbreiterung bei der Elution im Fliefsbett.
Dabei kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daf diese teilweise auch durch
einfache Riickvermischungsvorginge verursacht worden ist.

Die hohe Peakverbreiterung fiihrte im ersten Lauf zu einem verh&ltnisméfkig grofen
Elutionsvolumen, wodurch der erzielte Konzentrierungsfaktor nur 4,1 fiir das Pro-
dukt respektive 4,6 beziiglich der Volumenreduktion betrug. In den iibrigen Versu-
chen lief sich der Antikorper auf das bis zu 15-fache ankonzentrieren, was mit den
Werten aus herkommlichen priméaren Konzentrierungsverfahren wie der Ultrafiltra-
tion vergleichbar ist [TesBe, 1997]. Dabei muf jedoch beriicksichtigt werden, daf
das Elutionsvolumen hinsichtlich der Fraktionsbegrenzung und der Tris-Vorlage
zur Vermeidung von Produktverlusten nicht optimiert wurde.

Aus der Gegeniiberstellung mit den beiden anderen Streamline’™ Medien 1&Rt
sich eine deutliche Ubereinstimmung der Ergebnisse mit denen der rProtein A
Matrix erkennen. Im Hinblick auf die Wiederfindungsrate und Ausbeute schneidet
der peptid-affinitdtschromatographische Prozef sogar etwas besser ab und beweist
eine hohere Reproduzierbarkeit. Das Gegenteil gilt allerdings fiir die Konzentrie-
rungsfaktoren, die jedoch wie bereits erwdhnt nicht optimiert wurden.

Die Ergebnisse der Anti-FVIII Aufreinigung mit dem Kationenaustauscher SP_ XL
fielen deutlich schlechter aus. Im Unterschied zu den anderen Liufen fanden die
dargestellten Versuche mit der SP_ XL, Matrix im Pilotmafstab statt [Ameskawmp,
1999]. Jedoch zeichneten sich fiir den Labormafsstab dhnliche Resultate ab, die
allerdings aufgrund einer Uberschreitung der Bindungskapazitit fiir die Gegen-
iiberstellung der Aufreinigungsbilanzen ungeeignet waren.

Wihrend die Bindungsraten von 94,0 bzw. 95,6 % noch mit denen aus der Affi-
nitatschromatographie vergleichbar waren, lag die Produktausbeute nur zwischen
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58 und 66 %. Grund dafiir waren die niedrigen Wiederfindungsraten, die vermut-
lich durch die intensiven Zell/Matrix Interaktionen entstanden sind. Obwohl alle
Prozefsschritte im Flielsbettmodus stattfanden, wurden die Gelpartikel durch die
zuriickgehaltene Biomasse miteinander verklebt, so daf es bei der Elution zu aus-
gepragten Kanalbildungen kam. Es ist anzunehmen, dafl die Matrixbereiche mit
besonders starken Verklumpungen bei der Durchstromung ausgespart blieben, und
der gebundene Antikérper von dem Elutionsmittel nicht erfafst wurde. Gleichzeitig
traten grofse Peakverbreiterungen auf, die zu verhaltnisméfig geringen Konzentrie-
rungsfaktoren von 4,2 fiir das Produkt und durchschnittlich 7,1 fiir das Endvolu-
men fiihrten.

Die Zusammenfassung der in Tabelle 3.13 dargestellten Ergebnisse zeigt, dall mit
70 ml der Peptidmatrix eine effiziente fliekbettchromatographische Aufarbeitung
von ein bis zwei Litern Kultursuspension bewerkstelligt werden konnte. Dabei war
der Reinigungserfolg mit dem der Affinitdtsmatrix rProtein A vergleichbar. Deswei-
teren gewihrleisteten die Streamline” 25 Siule und der Betrieb im GradiFrac?™
System eine optimal auf den Mafsstab angepalite Prozeffiihrung. Nur bei einem der
sieben Aufarbeitungsldufe mufste der Versuch in Folge einer Verblockung der Sau-
lenadapter abgebrochen werden. Diese resultierte aus einer unzureichenden Ree-
quilibrierung der Matrix nach der CIP-Regeneration, wodurch der pH-Wert zum
Zeitpunkt der Beladung mit Kultursuspension noch im basischen Bereich lag und
grofse Zellaggregate entstanden, die die diinnporigen Netze und Stromungsverteiler
blockierten. In allen anderen Léufen konnte das Produkt innerhalb einer Zeitspan-
ne von etwa 90 bis 120 Minuten erfolgreich prozessiert werden.

3.4.2.2 Abreicherung von Fremdproteinen

Zur Uberpriifung der Abreicherung von Fremdproteinen wurden die Chromato-
graphiefraktionen aus der Antikérperaufreinigung im Fliefsbett mittels Gelelektro-
phorese und analytischer Gelfiltration untersucht.

Abbildung 3.46 zeigt die Aufnahme eines SDS-Polyacrylamidgels, in dem die Pro-
ben aus dem Lauf Pep-EBA 1II sowie die Medienbestandteile Albumin BSA, Trans-
ferrin HTR und Insulin BI als Reinsubstanzldsungen aufgetragen wurden. Deutlich
erkennbar ist, daf sdmtliche proteinogenen Kontaminationen, die nach der Silber-
farbung in der Zellkulturernte (Spur 2) nachzuweisen sind, nahezu quantitativ
im Durchlauf (Spur 3) erscheinen und letzte verbleibende Reste im Waschschritt
(Spur 4) ausgespiilt wurden. Das Eluat (Spur 5-6) weist demnach in Ubereinstim-
mung mit den in Kapitel 3.3.2 ab Seite 124 beschriebenen Ergebnissen aus der
Festbettchromatographie nur noch das hochkonzentrierte Produkt auf.

Das Bandenmuster der aufgetrennten Durchlaufprobe léfst eine relativ hohe Kon-
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Abbildung 3.46: Abreicherung von Fremdproteinen in der FlieRbettchromatographie. SDS-
PAGE Analyse zur Uberpriifung des Reinigungserfolgs in der flieRbettchromatographischen Auf-
reinigung des Anti-FVIII mit der Peptid-Affinitéitsmatrix (PhastGel?™ Gradient 8-25, nicht-
reduzierende Bedingungen, Silberfirbung). Spuren: 1,10: LMW Marker 14-96 kDa, reduziert
(1:15); 2: Probe (1:3); 3: Durchlauf (1:3); 4: Waschfraktion (1:3); 5,6: Eluat (1:3, 1:20); 7: BSA
(500 mg/L, 1:5); 8: HTF (250 mg/L, 1:3); 9: BI (250 mg/L, 1:3)

zentration an ungebundenem Antikérper vermuten. Entsprechende Produktverlu-
ste konnten jedoch in den ELISA-Tests nicht bestétigt werden. Da in der Albumin-
probe (Spur 7) auf der Hohe des Anti-FVIII ebenfalls eine Anzahl von schwachen
Banden erkennbar ist, handelt es sich wahrscheinlich um ein BSA-Aggregat.

Um den Reinigungserfolg der Peptid-Affinitdtsmatrix besser beurteilen zu kon-
nen, wurden die Resultate mit den Streamline’™ Medien SP_ XL und rProtein A
verglichen. Abbildung 3.47 stellt ein SDS-Polyacrylamidgel dar, in dem die aufge-
trennten Fraktionen der Chromatographieldufe mit den drei verschiedenen Matri-
ces einander gegeniibergestellt sind.

Die Aufreinigung mit dem Ionentauscher resultierte in einem Eluat (Spur 4), in
dem neben dem eigentlichen Produkt noch zahlreiche weitere Proteine ankonzen-
triert oder wie im Fall von Albumin nur unvollstindig abgereichert wurden. Dieses
Ergebnis spiegelt das typische Problem bei der Nutzung von ladungs- oder grup-
penspezifischen Liganden wider. In der Tonenaustausch-Chromatographie werden
Proteine nach ihrer Ladung voneinander getrennt. Die Bindung ist abhingig vom
pH-Wert, der bei der Aufarbeitung des Anti-FVIII (pI = 6,3) fiir eine optimale
Produktausbeute auf pH 4,6 eingestellt werden mufste. Somit wurden samtliche
Proteine mit einem isoelektrischen Punkt oberhalb dieses pH-Werts ebenfalls an
der Matrix zurilickgehalten. Eine Trennung kann im allgemeinen nur iiber eine
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Abbildung 3.47: Vergleich der Fremdprotein-Abreicherung mit verschiedenen Fliefbettmatri-
ces. SDS-PAGE Analyse der Anti-FVIII Aufreinigung mit Streamline” SP XL, rProtein A und
der Peptid-Affinititsmatrix (PhastGel?™ Gradient 8-25, nicht-reduzierende Bedingungen, Silber-
farbung). Spuren: 1,11: LMW Marker 14-96 kDa, reduziert (1:15); 2-4: SP_ XL; 5-7: rProtein A;
8-10: Peptid-Affinitdtsmatrix; jeweils Probe 1:3, Durchlauf 1:3, Eluat 1:10

prazise abgestimmte Gradientenelution erfolgen. Solche ist jedoch in Fliefbettpro-
zessen nur schwer zu realisieren und in diesem Fall nicht durchgefiihrt worden.

Im Gegensatz zu dem Kationenaustauscher weist das Eluat aus dem rProtein A Ex-
periment (Spur 7) keinerlei proteinogene Kontaminationen mehr auf. Protein A ist
ein Zellwandprotein, das von dem Gram-positiven Bakterium Staphylococcus au-
reus auf der Zelloberfliche exponiert wird und eine hohe Affinitit zu der F.-Region
von Immunglobulinen vom Typ IgG aufweist. Bei dem Liganden handelt es sich
um ein rekombinantes Protein A, dessen Albumin-Bindungsstelle durch gezielte
Mutation inaktiviert wurde. Auf diese Weise verhilt sich das Molekiil hochselek-
tiv, so dak sich mit der rProtein A Matrix eine Vielzahl verschiedener Antikérper
selbst aus komplexen Losungen mit einem hohen Reinheitsgrad isolieren lassen.

Aus dem in Abbildung 3.47 dargestellten Vergleich der verschiedenen Chromato-
graphiemethoden geht deutlich hervor, daf der erzielte Reinigungserfolg mit der
Peptidmatrix (Spuren 8-10) mit dem der rProtein A Saule vergleichbar ist. Da das
Eluat (Spur 10) ebenfalls keine verunreinigenden Fremdproteine aufweist, kann das
Material in demselben Mafse als hochselektive Affinitdtsmatrix eingestuft werden.

3.4.2.3 Abreicherung von DNA

Die Bestimmung der DNA-Abreicherung fand fiir sémtliche fliekbettchromatogra-
phischen Aufreinigungen des Anti-FVIII statt. Tabelle 3.14 faft die Ergebnisse
zusammen und vergleicht sie mit Experimenten aus der Aufarbeitung mit der
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Tabelle 3.14: DNA-Abreicherung in der Fliefbettchromatographie

DNA [pg/ml] Abreicherung

Probe Durchlauf Eluat [%]
Pep-EBA 1 2,44 2,27 < 0,01 > 99,6
Pep-EBA I 1,74 1,95 < 0,01 >994
Pep-EBA IIT 957 9.72 <001 > 99.9
Pep-EBA IV 823 9.52 <001 > 99.9
Pep-EBA V3,09 3.35 <001 > 99,7
Pep-EBA VI 8,73 9,39 < 0,01 > 99,9
rPA-EBA I 1,93 2,09 < 0,01 > 99,5
rPA-EBA II 2,00 2.12 <001 > 995
rPA-EBA III 0,99 0,98 <001 > 99,0
rPA-EBA IV 223 2.20 <001 > 996

DNA [ug] Abreicherung

Probe Durchlauf Eluat [%] [logio]
Pep-EBA I 2220 2066 <20 > 99,91 > 3,05
Pep-EBA IT 3132 3510 <12 > 99.96 > 3.4
Pep-EBA IIT 7752 7873 <09 > 9999 > 4,0
Pep-EBA IV 7160 8282 <1,2 > 99,98 > 3,7
Pep-EBA 'V 2920 3166 <0,7 > 99,98 > 3,7
Pep-EBA VI~ 8206 8827 <0,7 > 99,99 >4,0
rPA-EBA I 1949 2111 <0,8 > 99,96 >34
rPA-EBA II 2100 9926 <07  >9997 > 352
rPA-EBA III 1049 1039 <0,7 > 99,93 > 3,15
rPA-EBA IV~ 2342 2310 <0,7 > 99,97 > 3,52

Affinitdtsmatrix rProtein A. Die Messungen erfolgten wie in der Festbettchroma-
tographie mit dem interkalierenden Farbstoff PicoGreen’™

Eine entsprechende Auswertung der Versuche mit dem Ionenaustauscher SP_ XL
war aufgrund starker Mefwertschwankungen nicht moglich. Es ist anzunehmen,
dak die DNA unter den gegebenen pH-Bedingungen ganz oder teilweise denaturiert
bzw. ausgefillt wurde und von dem Test nicht mehr korrekt erfakt werden konn-
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te. Detailliertere Untersuchungen zur Auswirkung der Ansduerung DNA-haltiger
Losungen sind der Diplomarbeit von Herrn Dipl.-Biol. Christoph Priesner zu ent-
nehmen [PRIESNER, 1998].

Wie aus den in Abschnitt 3.3.3 zusammengefafiten Ergebnissen mit den 1 ml Fest-
bettsdulen zu erwarten war, geben auch die in Tabelle 3.14 dargestellten Resultate
aus der Fliekbettchromatographie keinen Hinweis auf eine Interaktion zwischen
der Peptidmatrix und der DNA. In simtlichen Eluaten lag die DNA-Konzentration
unterhalb der Nachweisgrenze der Testmethode von 10 ng/ml, so dafs sie sich in
Abhéngigkeit von der jeweiligen Ausgangsmenge in allen Féllen um iiber 99,4 %
verringerte. Die Gesamtabreicherung betrug bis zu 99,99 % bzw. 4,0 log-Stufen.
Auch an dieser Stelle muf jedoch auf den denaturiereden Effekt durch die kurz-
zeitige Ansduerung wahrend der Elution hingewiesen werden. Demnach kann eine
erfolgte DNA-Riickhaltung an der Matrix und die Moglichkeit zur Kontaminati-
on des Produkts nur indirekt iiber den Vergleich der Ausgangsproben mit den
Durchlaufen abgeschitzt werden. Die Mefswerte weisen jedoch keine signifikanten
Unterschiede auf und lassen statt der zu erwartenden Abnahme sogar eher einen
geringfiigigen Anstieg erkennen, der wiederum auf eine leichte Schiadigung der Zel-
len wahrend der Sdulenpassage hinweist.

Die Ergebnisse zeigen eine weitgehende Ubereinstimmung mit denen aus der fliek-
bettchromatographischen Aufreinigung mit der rProtein A Saule. Auch dort lag
die DNA-Gesamtabreicherung in allen untersuchten Fillen iiber 99,93 %. Somit
bewies die Peptidmatrix erneut ihre selektiven Bindungseigenschaften, die mit der
herkommlicher Affinitdtsmaterialien vergleichbar ist.

3.4.3 Abreicherung der Biomasse

Neben den herkdmmlichen Kriterien zur Bewertung chromatographischer Prozesse
stellt sich in der Fliekbettadsorption die zusitzliche Frage nach dem Klarungser-
folg der Methode.

Die Abreicherung der Biomasse wurde fiir simtliche Aufarbeitungsldufe bestimmt.
Die Quantifizierung des Biomassegehalts in den einzelnen Fraktionen erfolgte mit
einem Casy-System (Schérfe). Mit Hilfe der ermittelten Partikelgrofenverteilun-
gen liefs sich der Feststoffanteil durch die nach Glauner definierte Klassierung in
Debris (< 6 pm), tote (6-10 pum) und lebende Zellen bzw. Aggregate (10-50 pm)
unterteilen.

Abbildung 3.48 gibt die Ergebnisse wieder. Graphik A vergleicht die Partikelgro-
fsenverteilungen in der Zellkulturernte und dem Eluat. Die dargestellten Analysen
beziehen sich auf den ersten Aufarbeitungslauf (Pep-EBA I), in dem die Elution
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Abbildung 3.48: Abreicherung der Biomasse in der Peptid-Affinitéitschromatographie. Analyse
der Partikelgrofsenverteilung mit dem Casy-System. A: Vergleich von Proben aus der Zellkultur-
ernte und dem Eluat. B: Gegeniiberstellung der Proben aus der Elution im expandierten und im
gepackten Gelbett mit der Blindwertmessung des Casyton Puffers. (Probenverdiinnung: 1:100;
Mefivolumen: 3x 400 pl)
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Abbildung 3.49: Abreicherung der Biomasse mit herkémmlichen Fliefbettmatrices. Analyse
der Partikelgrofenverteilung mit dem Casy-System. A: Streamline” SP_ XL. B: Streamline”™
rProtein A. (Probenverdiinnung: 1: 100; Mefvolumen: 3 x400 pl)

im Fliefbett durchgefiihrt wurde, und somit keine verfilschenden Filtrationseffek-
te seitens der durchstromten Matrixschiittung vorlagen. Im Graphikteil B wird die
Elution im expandierten Modus dann mit der im gepackten Gelbett und einem
Blindwert verglichen, der auf der Basis von 0,2 pm-filtriertem Casyton-Puffer oh-
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ne Probenzusatz erstellt wurde. Abschliefend ermoglichen die in Abbildung 3.49
dargestellten Analysen einen Vergleich mit den Streamline”™ Medien SP__ XL und
rProtein A. Die detaillierten Berechnungen zur Biomasseabreicherung sind in Ta-
belle 3.15 auf Seite 173 zusammengefaft.

Die Uberlagerung der PartikelgroRenverteilungen aus der Kultursuspension und
dem Eluat in Graphik 3.48 A zeigt deutlich, daf ein groker Anteil der vorhan-
denen Biomasse in der Fliekbettchromatographie mit der Peptid-Affinitdtsmatrix
erfolgreich abgereichert werden konnte. Wie aus 3.48 B hervorgeht, ist die Menge
und Zusammensetzung der im Produktkonzentrat verbleibenden Reste vom Eluti-
onsmodus unabhéingig. Es handelt sich dabei in erster Linie um Partikel mit einem
Durchmesser kleiner als 6 pm. Da die Blindwertmessung eine dhnliche Verteilung
aufweist, konnen die nachgewiesenen Partikel jedoch in erster Linie auf einen Ar-
tefakt in der Casy-Messung zuriickgefiihrt und die Produktkonzentrate als nahezu
partikelfrei betrachtet werden.

Die in Tabelle 3.15 dokumentierten Berechnungen basieren auf Blindwert-korri-
gierten Daten und spiegeln das tatsédchliche Bild wider. Demnach betriagt die Par-
tikelabreicherung im Bereich toter und lebender Zellen in den meisten Léufen iiber
99 %. Im Gegensatz dazu treten in der Grokenklasse unterhalb von 6 pm mit Wer-
ten zwischen 89,7 und 99,6 % etwas stirkere Schwankungen auf. Diese konnen mit
den hohen Mefungenauigkeiten des Casy-Systems begriindet werden, die selbst in
den Blindwertbestimmungen zu hohen Abweichungen in diesem Bereich fiihrten
(Daten nicht dargestellt). Des weiteren muf darauf hingewiesen werden, dak die
Puffer fiir die Fliefsbettchromatographie nicht filtriert wurden, so dafs ungeloste
Komponenten oder sonstige partikuldre Kontaminationen in den Vorlagegeféifien
die Ergebnisse verfilscht haben konnten.

Zum Zeitpunkt der Ernte betrug die Lebendzellzahl durchschnittlich 2,1-10° Zel-
len/ml. Laut Casy-Messungen lag der Biomasseanteil in den Ausgangssuspensionen
zwischen 4200 und 6700 nl/ml. Nach der Prozessierung betrug das Feststoffvolu-
men in den Eluaten nur noch 5,2 bis 17,9 nl/ml, wodurch in allen Versuchen eine
tiber 99,6 %ige Partikelabreicherung erzielt wurde.

Aus der Gegeniiberstellung der Abbildungen 3.48 A und 3.49 B wird ersichtlich, daf
der Klarungserfolg der Peptid-Affinitdtschromatographie mit den Resultaten aus
der Aufarbeitung mit der kommerziell erhiltlichen rProtein A Matrix vergleichbar
ist. Die Partikelabreicherung betrug in dem dargestellten repriasentativen Beispiel-
experiment fiir alle drei Grofenklassen etwa 99 %. Mit einem Wert von 8,6 nl/ml
lag der Biomasseanteil im Eluat in der gleichen Grofenordnung wie in den Versu-
chen mit der Peptidmatrix.
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Tabelle 3.15: Abreicherung der Biomasse in der FlieRbettchromatographie

Partikelabreicherung [%] !

3,4-6,0 ym 6,0-10,0 ym 10,0-50,0 pm
Pep-EBA I 99,1 99,4 99,7
Pep-EBA II 98,8 99,4 99,8
Pep-EBA II1 89,7 98,4 99,1
Pep-EBA IV 97,7 96,7 99,9
Pep-EBA V 95,5 98,0 99,6
Pep-EBA VI 99,6 99,5 99,9
rProtein A 98,8 99,7 99,7
SP_ XL 35,3 79,7 93,8
Biomassevolumen!

Probe [nl/ml] Eluat [nl/ml] Abreicherung [%]

Pep-EBA 1 5403,2 15,5 99,7
Pep-EBA I 5803,7 8,3 99,9
Pep-EBA 111 5667,1 17,9 99,7
Pep-EBA IV 6696,6 5,6 99,9
Pep-EBA 'V 4307,7 15,2 99,6
Pep-EBA VI 4263,1 5,2 99,9
rProtein A 3400,4 8,6 99,7
SP_ XL 5851,8 2684 95,4

I'Werte um den Casyton-Blindwert korrigiert

Dahingegen wurden mit dem Kationenaustauscher SP XL deutlich schlechtere
Ergebnisse erzielt. Schon aus der Partikelgrofenverteilung in Abbildung 3.49 A
14t sich im Eluat noch eine hohe Debris- und Totzellkonzentration erkennen, und
selbst lebende Zellen wurden nur unvollstandig abgereichert. Das Ergebnis spiegelt
sich in den tabellarisch zusammengefafiten Daten wider und weist signifikante Un-
terschiede zu den beiden Affinitdtsmatrices auf. Die Biomassereduktion betrigt in
dem Bereich toter und lebender Zellen lediglich rund 80 bzw. 94 %, wobei der Ge-
halt an Zellbruchstiicken mit einem Durchmesser unterhalb von 6 pm sogar nur um
35 % vermindert werden konnte. Der diirftige Kldrungserfolg, der zu einem etwa
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25fach hoheren Feststoffvolumen im Eluat fiihrte, hingt ursichlich mit den unspe-
zifischen Bindungseigenschaften des lonentauschermaterials zusammen. Wahrend
des Probenauftrags wurde die Biomasse an der Matrix zuriickgehalten und unter
Elutionsbedingungen wieder abgeldst, so dak die Kontamination des Produktkon-
zentrats selbst bei Verlingerung des Waschschritts nicht verhindert werden konnte.

Die Versuchsergebnisse beweisen, daf die Peptidmatrix auch hinsichtlich der Bio-
masseabreicherung der Qualitdt hochselektiver Affinitdtsmaterialien entspricht.
Der Feststoffgehalt lief sich auf das Niveau von Uberstéinden reduzieren, die durch
zweistufige Zentrifugation gewonnen wurden. Herr Dr. Hermann Tebbe fiihrte aus-
fiihrliche Untersuchungen zu dieser Kldrungsmethode durch [TeBBE, 1996]. Er be-
wies, dak sich Losungen mit einem Partikelgehalt zwischen 24 und 19,1 nl/ml
problemlos zur Aufarbeitung in Filtrationsverfahren wie der Ultrafiltration oder
Membranadsorption einsetzen lassen, so dafs auch fiir die Weiterverarbeitung der
Eluate aus der Peptid-Affinitdtschromatographie keine weiteren Klirungsschritte
notwendig sind.

3.4.4 Zellschadigung

In Aufarbeitungsprozessen fiir extrazellulare Proteine sollte die Zellschiddigung bei
der Biomasseabtrennung zur Vermeidung von Kontaminationen mit Zellinhalts-
stoffen und Enzymen, die die Produktstabilitidt gefihrden konnten, moglichst ge-
ring gehalten werden. Dies gilt gleichermafen fiir herkommliche Zentrifugations-
und Mikrofiltrationsverfahren wie auch fiir die neuartige Methode der integrati-
ven Fliefsbettadsorption. Im Fall der Peptid-Affinitdtschromatographie wurde das
Ausmafs der prozefbedingten Zellschiddigung anhand verschiedener Analysen un-
tersucht, deren Ergebnisse im folgenden diskutiert werden.

Mit einem Casy-System konnen Viabilitdtsverluste in Zellkultursuspensionen durch
die unterschiedliche Zusammensetzung der Biomasse ermittelt werden. Abbildung
3.50 vergleicht die Messungen von Fraktionsproben eines repriasentativen Laufs.
Graphik A gibt die Partikelgrofsenverteilungen in der Ausgangssuspension zum
Zeitpunkt der Kulturernte (P-0) und nach einem Auftragsvolumen von 500 ml
(P-500) wieder, wodurch eventuelle zellschiadigende Auswirkungen der Riihrvor-
richtung im Vorlagegefif erfaft werden. In Graphik B wird das P-500 Resultat
mit einer zum gleichen Zeitpunkt entnommenen Durchlaufprobe (D-500) vergli-
chen, um den Einfluf der System- und Fliefbettpassage auf die Zellviabilitit zu
iiberpriifen.

Alle drei Fraktionsproben weisen nur geringfiigige Unterschiede auf. Aus der Uber-
lagerung der Partikelgrofenverteilungen in P-0 und P-500 14#t sich in dem Bereich
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Abbildung 3.50: Einfluf der flieRbettchromatographischen Aufarbeitung auf die Biomasse.
Vergleich der Partikelgrofienverteilung in den Proben. A: Zellkulturernte (P-0) vs Ausgangssus-
pension nach 500 ml Auftragsvolumen (P-500). B: P-500 vs Durchlaufprobe nach 500 ml (D-500).
(Casy-Analysen; Probenverdiinnung: 1: 100; Mekvolumen: 3x 400 pl)

zwischen 10 und 50 pum eine leichte Verschiebung des Spektrums zu kleineren
Durchmessern erkennen. Obwohl dieser Effekt in allen Aufarbeitungsexperimenten
zu beobachten war, hatte er nur einen unwesentlichen Einflufl auf die berechneten
Viabilitdten, die in Abbildung 3.51 dargestellt sind. Da weder der Debris- noch der
Totzellanteil anstieg, ist von keiner signifikanten Zellschiddigung im Vorlagegefafs
auszugehen. Es bleibt zu vermuten, daf die Verschiebung in der Lebendzellklasse
auf der Zerteilung von Zellaggregaten seitens der Riihrvorrichtung oder auf Sedi-
mentationsvorgangen beruht.

Aus dem Vergleich der Ausgangsprobe P-500 mit dem Durchlauf D-500 in Graphik
3.50 B lassen sich ebenfalls keine wesentlichen Unterschiede in den Konzentratio-
nen der lebenden und toten Zellen erkennen. Die Partikelgrofsenverteilungen liegen
in den entsprechenden Abschnitten nahezu deckungsgleich iibereinander und deu-
ten auf keine Zellschidigung wahrend der Passage der Chromatographieanlage hin.
Auffallend ist demgegeniiber jedoch der signifikante Debrisanstieg im Durchlauf,
der in sdmtlichen Aufarbeitungsexperimenten auftrat und unabhéngig von der ur-
spriinglichen Konzentration bzw. Viabilitat der Kultur zwischen 50 und 140 %
schwankte. Der erhohte Debrisanteil 14kt sich auf die im Schlauch- und Ventil-
system sowie in der expandierten Matrix entstehenden Scherkrifte zuriickfiithren.
Da die Lebend- und Totzellzahlen jedoch wie bereits erwdhnt nahezu unverandert
blieben, kann nur eine duferst geringe Anzahl von Zellen von der Schadigung be-
troffen gewesen sein. Es ist davon auszugehen, dafs in erster Linie wenige grofsere
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Abbildung 3.51: Einfluf der flieRbettchromatographischen Aufarbeitung auf die Zellviabilitét.
Vergleich der Viabilitit in der Zellkulturernte (P-0), im Vorlagegefifs nach einem Auftragsvolu-
men von 500 ml (P-500) und im Durchlauf (D-500). (Berechnungen aus Casy-Analysen; Proben-
verdiinnung: 1: 100; Mefvolumen: 3 x400 ul)

Partikel in zahlreiche kleinere Bruchstiicke zerteilt worden sind, die sich dann in
einer stark erhthten Gesamtanzahl niederschlagen.

Ein &hnliches Bild ergibt sich auch aus den auf Basis der Casy-Messungen be-
rechneten Viabilitdten, die in Abbildung 3.51 dargestellt sind. Der Anteil lebender
Zellen an der Gesamtzellzahl nahm zwar in allen Féallen im Laufe der Prozessierung
ab, jedoch betrug der Viabilitatsverlust niemals mehr als 6,3 %.

In zwei weiteren Analysen wurde das Ausmaf der Zellschiadigung indirekt {iber den
Konzentrationsanstieg von Zellinhaltsstoffen in der Kultursuspension bestimmt.
Als Marker dienten das zytosolische Enzym LDH, das bereits bei einer geringen
Verletzung der Zellmembran ins Medium gelangt, und die erst nach massiver Zer-
storung der Zellen einschlieflich der Kernmembranen freiwerdende DNA.

Die Lactatdehydrogenase wurde iiber ihre katalytische Aktivitdt nachgewiesen.
Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte mit dem interkalierenden Fluo-
reszenzfarbstoff PicoGreen”™ . Da die Einzelexperimente zur FlieRbettchromato-
graphie fiir jeweils unterschiedliche Untersuchungsschwerpunkte genutzt wurden,
und sich die LDH-Aktivitdt nur aus frischen Proben ermitteln 14dft, erfolgte die
entsprechende Analytik lediglich fiir drei der sechs Aufarbeitungslidufe. Demge-
geniiber konnte der DNA-Gehalt auch nachtriglich anhand von eingefrorenen Ali-
quoten bestimmt werden, so dafs eine vollstindige Auswertung samtlicher Versuche
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vorliegt. Die Ergebnisse sind in Abbildungen 3.52 und 3.53 dargestellt, in denen
wie in Graphik 3.51 die jeweiligen Kulturernten (P-0) mit den Ausgangssuspen-
sionen (P-500) und Durchldufen (D-500) nach einem Auftragsvolumen von 500 ml
verglichen werden. [hnen gegeniibergestellt sind die Durchschnittswerte aus Refe-
renzmessungen, die anhand von Ultraschall behandelten P-0 Proben vorgenommen
wurden und die Bedingungen nach volliger Zerstorung der Zellen widerspiegeln.
Da die Zellkonzentrationen zum Zeitpunkt der Ernte fast identisch waren, wichen
die Einzelmessungen der Ultraschallproben nur um bis zu 2 % von dem Durch-
schnittswert ab, so dal dieser zu Vergleichszwecken in guter Naherung fiir alle
Versuche herangezogen werden konnte.

Wie aufgrund der Casy-Messungen bereits zu erwarten war, lassen auch die LDH-
und DNA-Analysen keine signifikante Zellschiadigung wihrend der Prozessierung
erkennen. Obwohl sich die Enzymaktivitit ausgehend von der P-0 Probe in den
Durchléufen mit bis zu 405 nkat/L um etwa 45 % und der Gehalt an freier DNA
mit bis zu 1,37 pg/ml um ca. 17 % erhohte, waren die Unterschiede im Vergleich
zu den Referenzmessungen bei maximaler Zellschddigung (LDH: 14.715 nkat/L,
DNA: 37,57 ug/ml) nur geringfiigig.

Tabelle 3.16 faft das Ausmak der in den drei Untersuchungsreihen nachgewiesenen
Zellschiadigung fiir die Einzelexperimente zusammen. Die Berechnungen erfolgten
durch Relation der Mefdifferenzen in den Proben auf die bei maximaler Zerstorung
der Zellen gegebenen Werte. Zur Ermittlung des prozentualen Viabilitidtsverlusts
wurde die Abnahme der Viabilitit um die jeweilige Bezugsgrofe P-0 bzw. P-500
als 100 %ige Zellschadigung definiert. Fiir die LDH- und DNA-Zunahme diente
die P-0 Ultraschall Probe nach Abzug des jeweiligen P-0 Werts als Bezugsgrofe,
um eine Verfilschung der Ergebnisse durch die bereits in der Kulturernte vorlie-
genden Markerkonzentrationen zu verhindern. Simtliche Ergebnisse basieren auf
Stichprobenmessungen, die durch Pipettier- und Zentrifugationsvorginge sowie
unterschiedlich lange Fristen zwischen der Aliquotentnahme und den Analysen be-
einflutt worden sein konnten. Aus diesem Grund laft die Auswertung nur eine
Abschétzung der Zellschdadigung zu. Negative Werte, die einen Viabilitdtsanstieg
wahrend der Prozessierung anzeigen, werden in der folgenden Diskussion nicht be-
riicksichtigt.

Obwohl die drei analytischen Mefreihen fiir die Einzelexperimente aus besagten
Griinden keine exakt iibereinstimmenden Werte liefern, 1dft sich anhand der in
Tabelle 3.16 zusammengefakten Ergebnisse in keinem Versuch eine signifikante
Zerstorung der Zellen erkennen. Der aus den Casy-Daten hervorgehende Viabi-
litatsverlust liegt iiber den gesamten Prozef betrachtet zwischen 1,1 und 6,3 %.
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Abbildung 3.52: Abschiitzung der Zellschiidigung anhand des LDH-Anstiegs. Vergleich der
Ausgangsproben P-0 und P-500 mit den Durchldufen D-500. P-0 Ultraschall: Durchschnittswert
der P-0 Proben nach Ultraschallbehandlung.
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Abbildung 3.53: Abschitzung der Zellschidigung anhand des DNA-Anstiegs. Vergleich der
Ausgangsproben P-0 und P-500 mit den Durchldufen D-500. P-0 Ultraschall: Durchschnittswert
der P-0 Proben nach Ultraschallbehandlung.
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Tabelle 3.16: Abschiitzung der Zellschiidigung in der FlieRbettchromatographie

Pep-EBA I II IIr v v VI
Viabilititsverlust [%]'  P-0 vs P-500 1,9 1,0 1,2 02 37 -24
P-500 vs D-500 0,9 0,2 35 6,1 08 33
P-0 vs D-500 2,9 1,2 47 63 45 111
LDH-Zunahme [%] 2 P-0 vs P-500 n.d. nd nd 03 0,7 09

P-500 vs D-500 n.d. n.d. n.d. 1,1 23 25
P-0 vs D-500 n.d. nd. nd 14 29 34

DNA-Zunahme [%] 2 P-0 vs P-500 07 03 05 03 08 -0,7
P-500 vs D-500 05 0,6 05 44 08 23
P-0 vs D-500 02 08 1,1 47 15 16

1100 % Zellschéidigung = Abnahme um P-0 bzw. P-500
2100 % Zellschadigung = P-0 Ultraschall - P-0

Nach Abschitzung aus den LDH- und DNA-Messungen betrigt die Zellschéddigung
zwischen 1,4 und 3,4 % bzw. 0,2 und 4,7 %. Vergleicht man die Ergebnisse aus
der P-0 vs P-500 mit denen aus der P-500 vs D-500 Gegeniiberstellung, so 1aft
sich allerdings anhand aller drei Bewertungskriterien tendenziell eine leicht hohere
Beeintriachtigung der Zellviabilitdt durch die Systempassage als durch die Riihr-
vorrichtung im Vorlagegefif erkennen. Das Ausmaf der Zellschéddigung ist jedoch
mit Durchschnittswerten von 2,5 bzw. 1,6 % in beiden Féllen so gering, dal weder
die Passage des GradiFrac’™ Systems und der Streamline’™25 Siule noch der
zur Homogenisierung frei im Vorlagegefaft an der Ansaugvorrichtung aufgehéngte
Magnetriihrer eine signifikante Gefihrdung der Stabilitit des Flielsbettprozesses
darstellt. Aus diesem Grund kann die gesamte Apparatur prinzipiell als geeignet
fiir eine zellschonende Aufarbeitung eingestuft werden.

Vergleichsanalysen mit den Streamline’™ Matrices SP_ XL und rProtein A liefer-
ten in den meisten Féllen d&hnliche Ergebnisse, die in den jeweiligen projektasso-
zierten Diplomarbeiten nachgeschlagen werden konnen [PRIESNER, 1998; AMESKAMP,
1997]. Der Vorteil der Peptid-Affinitdtschromatographie besteht allerdings darin,
dak die Bindungsbedingungen bereits bei der Ligandensuche auf die spateren Gege-
benheiten bei der Aufarbeitung von Zellsuspensionen abgestimmt werden kénnen,
so dafs keine pH-Einstellung oder sonstige Konditionierungen der Kulturernte fiir
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die erfolgreiche Bindung des Produkts notwendig sind. Demgegeniiber stellte ins-
besondere die Einstellung des pH-Werts auf 4,5 fiir den Ionentauscher und 8,0
fiir das rProtein A Material ein Risiko fiir die stabile Prozeffiihrung dar. Trotz
der Verwendung von stark verdiinnter Saure oder Lauge wurde die Viabilitit der
Zellsuspension sowohl durch die Titration als auch durch die Verweilzeit unter
den unphysiologischen Bedingungen teilweise stark beeinflufst. Beispielsweise neig-
ten die Zellen bei unvorsichtiger Alkalisierung héiufig zur Aggregatbildung, infolge
derer die Verteilerplatten der Siule und die Ventile des GradiFrac’™ Systems ver-
blockten, so daf der Probenauftrag in einigen Versuchen friihzeitig abgebrochen
werden mufte. Ahnliches galt fiir die Ansiuerung auf pH 4,5, die zudem zu massi-
ven Problemen durch Interaktionen der Biomasse mit der Matrix fiihrten, die im
nachsten Abschnitt detaillierter diskutiert werden. Des weiteren stieg die Anzahl
toter Zellen im Vorlagegefifs fiir beide Aufarbeitungsmethoden infolge des unphy-
siologischen pH-Werts teilweise relativ stark an, was auf keines der Experimente
zur Peptid-Affinitdtschromatographie zutraf.

Der allgemeine Vorteil der Fliekbettchromatographie gegeniiber herkémmlichen
Klarungsverfahren wie der Zentrifugation oder der Mikrofiltration ist, dafs die
Biomasseabreicherung und Isolation des Produkts in einem einschrittigen Prozef
erfolgen, und keine langeren Lagerzeiten oder dazwischenliegende Aufarbeitungs-
schritte wie die Ankonzentrierung durch Ultrafiltration bestehen. Aufgrund der
sofortigen Trennung von freiwerdenden Zellinhaltsstoffen und sonstigen Kontami-
nationen im Medium kann davon ausgegangen werden, dafs die Produktstabilitét
selbst im Fall von massiveren Zellschiadigungen nicht gefdhrdet wird.

3.4.5 Biomasse/Matrix Interaktionen

Mit der Entwicklung der Peptid-Affinitdtsmatrix fiir den Einsatz in der Fliefbett-
chromatographie wurden insgesamt drei Ziele verfolgt. Neben einer fiir Affinitéts-
materialien charakteristischen Produktselektivitat und einer gleichzeitig wesentlich
hoheren Ligandenstabilitit sollte das neuartige Adsorbergel keine Interaktionen
mit der Biomasse eingehen, wodurch nachhaltige Probleme bei der Prozeffiihrung
entstehen héatten konnen.

Die Riickhaltung der Biomasse tritt insbesondere bei der Verwendung von grup-
penspezifisch bindenden Liganden wie den Ionenaustauschern auf und fiihrt haufig
zu massiven Leistungseinbufien hinsichtlich der Partikelabreicherung und der Pro-
duktausbeute. Je nach Zielmolekiil miissen die Bindungsparameter teilweise auf
sehr unphysiologische Bedingungen eingestellt werden, wodurch auch die physiko-
chemischen Eigenschaften der Biomasse hinsichtlich ihrer Nettoladung und ihres
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Adhasionsverhaltens beeinflutt werden. In ungiinstigen Féllen hat dies eine mehr
oder minder ausgeprigte Riickhaltung von Zellen und Zelldebris an der Matrix zur
Folge, die das Fluidisierungsverhalten verdndert und die Stabilitit der Expansion
sowie des gesamten Aufarbeitungslaufs gefiahrdet.

Wie bereits aus den in Abschnitt 3.4.5 zusammengefaliten Ergebnissen zur Biomas-
seabreicherung deutlich wird, konnte mit dem Kationenaustauscher SP XL keine
zufriedenstellende Klarung erzielt werden. Neben kleineren Partikeln wies das Pro-
duktkonzentrat sogar noch vollstindig intakte Zellen auf, was auf eine Riickhaltung
der Biomasse wahrend der Probenapplikation und eine nachfolgende Ablésung in
der Elution schlieflen 14ft. Wenn selbst im Waschschritt nicht alle Partikel aus der
Saule ausgespiilt werden kénnen, mufl die Elution aufgrund des Verblockungsri-
sikos zudem im expandierten Modus erfolgen, wodurch das Elutionsvolumen auf
Kosten der Ankonzentrierung des Zielproteins erhoht wird. Dahingegen konnte so-
wohl mit dem rProtein A Adsorbens als auch mit der Peptidmatrix im gepackten
Gelbett eluiert und ein akzeptabler Klarungserfolg erreicht werden.

Das Auftreten von Biomasseadsorptionen lafst sich anhand verschiedener Kriterien
feststellen und beurteilen. Neben der makroskopischen Beobachtung von Kanal-
bildungen und Verdnderungen der Matrixfluidisierung wurde die Retention in der
vorliegenden Arbeit durch gezielte Untersuchungen des Partikeldurchbruchs wéh-
rend des Probenauftrags sowie durch den Vergleich der Expansionsprofile vor und
nach einem EBA-Lauf erfaft. Tabelle 3.17 faft zunéchst die dufserlich erkennba-
ren Auswirkungen der Biomassebeladung auf das Fluidisierungsverhalten der drei

Tabelle 3.17: Makroskopische Beobachtungen des Fluidisierungsverhaltens

SP_ XL rProtein A Peptid
Kanalbildung *>2 + (++) - () - (=)
Matrizaggregation *>2 + (++) - () - (=)
Hy 15,4 cm 15,3 cm 14,3 cm
H Equilibrierung 38,5 cm 40,0 cm 35,8 cm
H Probenauftrag 1 62-70 cm 41,3 cm 37,2 cm
H/H, Equilibrierung 2,5 2,6 2.5
H/H, Probenauftrag S4-45 2,7 2.6

lwihrend des Probenauftrags; in Klammern: wihrend der Elution
2Skala: —, +, ++: keine, geringfiigig, stark
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verwendeten Fliekbettmatrices zusammen. Alle beriicksichtigten Versuche fanden
unter vergleichbaren Betriebsparametern mit einer Matrixschiittung zwischen 70
und 75 ml statt. Die Fliekgeschwindigkeit betrug 300 cm/h und wurde fiir die
Elution, die in allen Féllen im expandierten Modus erfolgte, auf 100 cm/h herab-
gesetzt. Der Sdulenadapter wurde jeweils auf einer Hohe von etwa 2 cm oberhalb
der fluidisierten Matrix arretiert.

Wihrend die Expansion der rProtein A und der Peptidmatrix durch den Auftrag
der Zellsuspension kaum beeinflufst wurde, traten bei der Aufarbeitung mit dem
lonenaustauscher deutliche Verdnderungen auf. Bereits zu Beginn der Probenappli-
kation liefsen sich haufig leichte Kanalbildungen und Matrixaggregationen erken-
nen, die sich im weiteren Verlauf leicht verstiarkten und auch im Waschschritt nicht
wieder auflosten. Gleichzeitig stieg die Expansionshohe wihrend der Beladung von
urspriinglich 38,5 cm auf bis zu 70 cm an, so daf sich der Expansionsgrad nahezu
verdoppelte, und die Adapterhohe immer wieder neu angepafst werden mufste.
Vergleichbare Phénomene traten bei den anderen beiden Matrices nicht auf. Hier
nahm die Hohe des fluidisierten Gels mit dem Wechsel auf die Kultursuspension
lediglich um etwa 1,5 cm zu und blieb dann konstant. Dieser leichte Anstieg des
Expansionsgrads 14t sich allerdings nicht auf eine etwaige Biomassebindung zu-
riickfiihren, sondern vielmehr mit dem Dichteunterschied der Fliissigphasen erkla-
ren. Kanalbildungen und Matrixaggregationen waren bei den Affinitdtsadsobern
selbst zum Zeitpunkt der Elution nicht erkennbar, obwohl durch die verwendeten
Puffer sehr unphysiologische Bedingungen entstanden. Es ist davon auszugehen,
dafs die Anwesenheit von zelluldren Riickstdnden unter diesen Voraussetzungen
zumindest im Fall der Peptidmatrix (pH 2,7, kein Salzzusatz) deutlich sichtbare
Effekte im Fluidisierungsverhalten hervorgerufen hétte.

Demgegeniiber hatte bei dem lonenaustauscher SP XL der Wechsel auf das Elu-
tionsmittel (20 mM Acetat, 1 M NaCl, pH 4,5) noch gravierendere Auswirkun-
gen als die Beladung mit der Kultursuspension. Einerseits 16ste sich ein Teil der
zuriickgehaltenen Biomasse wieder von der Matrix, was zu den in Kapitel 3.4.5
diskutierten Kontaminationen des Produktkonzentrats fiihrte. Andererseits trat
teilweise eine so starke Matrixverklebung auf, dal das Gel an einigen Stellen gar
nicht mehr durchstromt wurde, und die Zugénglichkeit der gebundenen Zielmole-
kiile fiir den Elutionspuffer stark eingeschréinkt war. Infolgedessen kam es in den
meisten Versuchen zu relativ hohen Produktverlusten, die sich bei der Bilanzierung
in entsprechend niedrigen Wiederfindungsraten und Ausbeuten niederschlugen (s.
Abschnitt 3.4.2.1).
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Bei der Biomasseriickhaltung am SP XL Material handelt es sich vermutlich um
einen Absittigungsproze. Diese Annahme beruht auf der Tatsache, daf die Ex-
pansionshohe wihrend der Beladung zwar stark anstieg, sich jedoch nach eini-
ger Zeit an einen gewissen Wert anndherte und dann nahezu stagnierte. Nach
der Biomasseadsorption scheint sich innerhalb der expandierten Matrix ein neu-
es Gleichgewicht der abgesattigten Gelpartikel einzustellen, die durch die anhaf-
tenden Zellen und Zellbruchstiicke ein geringeres spezifisches Gewicht haben und
entsprechend hoher aufgeschwemmt werden. In den zugrundeliegenden Versuchen
erreichte die Expansion nach einem Probenauftrag von etwa 1000 bis 1200 ml Kul-
tursuspension wieder einen stabilen Gleichgewichtszustand.

Die Annahme, dafs es sich bei der Biomasseriickhaltung um eine kontinuierliche
Absiattigung des SP_ XL Materials handelte, konnte durch die Untersuchung des
Partikeldurchbruchs wéhrend der Beladung bestétigt werden. Abbildung 3.54 gibt
das Durchbruchsverhalten anhand der Casy-Messungen von regelméfiig entnom-
menen Durchlaufproben wieder und vergleicht das Ergebnis mit den entsprechen-
den Resultaten aus der Peptid-Affinitdtschromatographie. Aufgrund der besseren
Ubersichtlichkeit wurden die Originaldaten der Casy-Analysen durch eine iiber-
lappende Mittelwertbildung iiber jeweils zehn aufeinanderfolgende Mefkkanile ge-
glattet.

Peptid

D-200

Partikelkonzentration [x104 ml'1]

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Partikeldurchmesser [um] Partikeldurchmesser [um]

Abbildung 3.54: Partikelriickhaltung wihrend der Biomassepassage. Durchbruch der Biomasse
in Abhingigkeit vom Auftragsvolumen. A: SPXL; B: Peptidmatrix.
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In dem Versuch mit dem Kationenaustauscher (A) steigt die Partikelkonzentra-
tion im Durchlauf nur langsam an und erreicht erst nach 750 ml die Werte der
Ausgangssuspension, die sich dann im weiteren Verlauf nicht mehr wesentlich ver-
dandern. Unter Beriicksichtigung der Grofenklassierung nach Glauner sind sowohl
die Zellbruchstiicke als auch die Zellkerne und lebenden Zellen von der Riickhal-
tung im gleichen Ausmaf betroffen. Das bedeutet, daf jegliche Form der Biomasse
mit der Matrix interagiert und die Fluidisierung beeinflutt. Demgegeniiber liegt
fiir die Peptidmatrix (B) bereits nach einem Auftragsvolumen von 200 ml ein voll-
standiger Durchbruch der Biomasse vor. Dies entsprach in etwa dem Zeitpunkt, an
dem auch das durch die Proteine und den Phenolrot-Zusatz im Medium hervorge-
rufene UV-Signal bei 280 nm sein Maximum erreichte, so dafs davon ausgegangen
werden kann, dak die Biomasse die Sdule ungehindert und ohne Wechselwirkungen
mit dem Chromatographiematerial passiert hat. Da die Experimente mit rProte-
in A zu den gleichen Resultaten fithrten (Daten nicht dargestellt), 148t sich auch
in Bezug auf die Biomasse/Matrix-Interaktionen eine groke Ahnlichkeit der Pep-
tidmatrix mit der herkbmmlichen Affinitdtsadsorbens feststellen.

Abschliefsend wurden die Auswirkungen der Biomassepassage auf das Expansions-
verhalten der EBA-Matrices anhand der Aufnahme von Expansionsprofilen cha-
rakterisiert. Abbildung 3.55 stellt die Profile vor und nach einem Aufarbeitungs-
lauf sowie nach der Regeneration der Materialien einander gegeniiber. Tabelle 3.18
gibt die aus den in Abschnitt 1.3.1.4 beschriebenen Zusammenhéngen ermittelten
Expansionskoeffizienten n und terminalen Fallgeschwindigkeiten u; der Matrices
wieder. Auf eine Abbildung der dazugehorigen Richardson-Zaki Diagramme wird
in diesem Fall verzichtet.

Die Versuchsreihen wurden mit einer konstanten Adaptereinstellung von 90 cm
durchgefiihrt, so daf die Druckverhéltnisse und Strémungsbedingungen in der Séu-
le etwas vom Realsystem in den Aufarbeitungsexperimenten abwichen, und sich
leichte Unterschiede im Expansionsgrad H/H, erkliren lassen. Die CIP-Prozeduren
und verwendeten Regenerationslésungen sind in Tabelle 3.19 auf Seite 187 zusam-
mengefafst.

Aus der Graphik wird sichtbar, dafs das SP_XIL. Material nach Beendigung des
Aufarbeitungslaufs ein stark verdndertes Expansionsprofil aufweist, wahrend die
Fluidisierungscharakteristik der rProtein A und der Peptidmatrix durch die Pas-
sage der Zellsuspension kaum beeinfluftt wurde. Das bedeutet, daf der Kationen-
austauscher trotz der bereits in der Elution abgelosten Partikel nach wie vor durch
zuriickgehaltene Biomasse belastet sein mufte. Erst nach der Regeneration war die
Expansion des gebrauchten Gels wieder mit der im Ausgangszustand vergleichbar.
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Abbildung 3.55: Einfluk der Biomassepassage auf das Expansionsverhalten der EBA-Matrices.
Abhéngigkeit des Expansionsgrads H/Hy von der Fliefigeschwindigkeit. Vergleich der Expansi-
onsprofile vor und nach einem EBA-Lauf sowie nach der Regeneration der Matrices. A: SP XL;
B: rProtein A; C: Peptidmatrix (Adapterhche: 90 cm)

Ahnliche Ergebnisse liefern die in Tabelle 3.18 zusammengefafiten Berechnungen
der Richardson-Zaki-Parameter n und u;. Der Einflufs der Biomassepassage auf das
Fluidisierungsverhalten wird durch die Gegeniiberstellung der terminalen Fallge-
schwindigkeiten u; der Matrixpartikel besonders deutlich. Wahrend die Abwei-
chung von u; nach dem EBA-Lauf und nach der CIP-Prozedur im Vergleich zu
den Ausgangswerten fiir das rProtein A und die Peptidmatrix in allen Fiallen un-
ter 10 % liegt, zeigt sich bei dem Ionenaustauscher eine signifikante Abnahme um
34,5 % von urspriinglich 1318 auf 863 cm/h. Erst nach der Regeneration erreichte
die terminale Fallgeschwindigkeit mit 1384 cm/h wieder in etwa den Wert des un-
benutzten Gels.

Die Abweichungen von bis zu 10 % bei den Affinitdtsmatrices lassen sich weitge-
hend mit Mefsungenauigkeiten begriinden. Jedoch konnen auch hier nach einem
EBA-Lauf tendenziell eher verringerte als erhohte wu;-Werte festgestellt werden.
Dieser Effekt hangt vermutlich mit den Proteinriickstinden zusammen, die wéih-
rend oder nach der Elution auf der Matrix denaturiert oder ausgefallen sein konn-
ten und somit einen gewissen Einfluff auf das Expansionsverhalten der Partikel hat-
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Tabelle 3.18: Experimentell aus den Richardson-Zaki-Diagrammen ermittelte Werte der Ex-
pansionsindices n und terminalen Fallgeschwindigkeiten u; der Fliefshettmatrices

nll  w[em/h]  Aw [%]'

SP XL vor EBA-Lauf 5,12 1318

nach EBA-Lauf 4,79 863 34,5

nach CIP 5,29 1384 5,0
rProtein A vor EBA-Lauf 4,81 943

nach EBA-Lauf 4,66 893 5,3

nach CIP 4,52 900 4.6
Peptid vor EBA-Lauf 5,00 1305

nach EBA-Lauf 4,82 1188 9,0

nach CIP 4,89 1243 4,8

I Prozentuale Abweichung von dem Wert vor dem EBA-Lauf

ten. Aukerdem weist die rProtein A Matrix mit einem Ausgangswert von 943 cm /h
insgesamt eine niedrigere terminale Fallgeschwindigkeit auf. Dies 1dft sich jedoch
auf die unterschiedlichen Eigenschaften der Basalmaterialien zuriickfiihren, die fiir
die beiden anderen Matrices wiederum identisch waren.

Wie aus Tabelle 3.19 ersichtlich ist, gestaltete sich die CIP-Prozedur fiir den lonen-
austauscher aufgrund der massiven Kontaminationen als duferst langwierig und
kompliziert. Die im Laufe der Elution und zu Beginn des ersten Regenerations-
schritts gebildeten Aggregate aus Biomasse und Matrixpartikeln 16sten sich nur
sehr langsam auf. Somit war der Vorteil von Ionentauschern, die sich aufgrund
ihrer kleinen, stabilen Liganden im allgemeinen durch eine einfache und schnelle
Regenerierbarkeit mit konzentrierten Salzlosungen und Natronlauge auszeichnen,
fiir den Einsatz in der Fliekbettchromatographie nicht gegeben.

Wihrend das SP_ XL Material zur Aufrechterhaltung reproduzierbarer Bedingun-
gen nach jedem Aufarbeitungslauf gereinigt werden mufste, hétten die Affinitéts-
matrices auch direkt im Anschluft an die Elution reequilibriert und erneut benutzt
werden konnen. Zum Schutz vor einem mikrobiellen Befall und zur vollsténdi-
gen Beseitigung von Proteinriickstdnden oder sonstigen mit den zur Verfiigung
stehenden Mitteln nicht nachweisbaren Kontaminationen wurde auf eine dazwi-
schengeschaltete CIP-Prozedur jedoch in den meisten Féllen nicht verzichtet. Wie
aus Tabelle 3.19 hervorgeht, war die rProtein A Regeneration dabei mit einem we-
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Tabelle 3.19: Regeneration der FlieRbettmatrices

Matrix Losung Fluf Kontaktzeit
SP_ XL 1. 0,5 M NaOH, 1M NaCl 30 cm/h 9240 min

2. Milli-Q Reinstwasser 100 cm/h 90 min

3. 30 % Isopropanol 100 cm/h 60 min

4. 25 % Essigséure 100 cm/h 60 min

5. Equilibrierungspuffer 300 cm/h 30 min

rProtein A 1. 20 % Ethanol, 2 M NaCl, 1 mM NaOH 100 cm/h 120 min

2. 20 mM Na-Phosphat, pH 7, 0,1 M NaCl,

2
20 mM EDTA, 5 % Sarcosyl! 100 cm/h 90 min

3. 20 % Ethanol, 50 mM Acetat 300 cm/h 20 min
4. Equilibrierungspuffer 300 cm/h 30 min
Peptid 1. 0,5 M NaOH 50 cm/h 120 min
2. Equilibrierungspuffer 300 cm/h 20 min

Lschwach anionisches Detergens
2Spiilen mit 3fachem Gelvolumen, 90 min einwirken lassen

sentlich hoheren Aufwand verbunden, da die Sensibilitdt der Proteinliganden ge-
geniiber Denaturierungsprozessen die Auswahl der verwendbaren Losungen stark
einschrankte [HALE ET AL., 1994].

Die Zusammenfassung der Ergebnisse zeigt, daft mit der Entwicklung des Peptid-
liganden ein Chromatographiematerial geschaffen wurde, das wie herkémmliche
Affinitdtsmatrices nicht mit der Biomasse interagiert. Das Gel zeichnet sich zu-
dem durch seine unkomplizierte Regenerierbarkeit aus, die es aufgrund der hohen
Ligandenstabilitit einerseits und der hochselektiven Adhésionseigenschaften an-
dererseits sowohl gegeniiber dem rProtein A als auch dem Ionenaustauscher zur
vorteilhaftesten Fliekbettmatrix fiir die Aufreinigung des Anti-F'VIII Antikorpers

machen.

3.4.6 Zusammenfassung

In den Experimenten zur Fliefbettadsorption bewies die EBA-Peptidmatrix eine
fiir die Affinitdtschromatographie charakteristische Prozefleistung. In insgesamt
sieben Aufarbeitungsldufen wurden jeweils 810 bis 1800 ml Kultursuspension in-
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nerhalb von 90 bis 120 Minuten erfolgreich prozessiert. Mit einer hohen Reprodu-
zierbarkeit und ausgezeichneten Bindungs- und Wiederfindungsraten konnten in
allen Versuchen Produktausbeuten von 96 bis 98 % erreicht werden. Die einzige
Ausnahme bildete eine Aufreinigung, bei der die Elution im Fliefsbettmodus statt-
fand, was prinzipiell jedoch nicht erforderlich war.

Beziiglich der Fremdproteinabreicherung wies die Peptidmatrix die gleichen selek-
tiven Bindungseigenschaften auf wie das kommerziell erhiltliche rProtein A Gel.
Im Gegensatz zu dem Kationenaustauscher SP XL liefien sich in den Eluaten der
Affinitdtsmedien mittels SDS-PAGE Analysen keine verbliebenen Kontaminatio-
nen nachweisen. Gleiches galt, wie aus der Festbettchromatographie zu erwarten
war, fiir die Gesamtabreicherung der DNA, die in Abhéngigkeit von der jeweiligen
Ausgangsmenge mit dem gewéahlten Nachweissystem zwischen 99,91 und 99,99 %
lag.

Die Untersuchungen zum Klirungserfolg der Methode zeigten ebenfalls eine her-
vorragende Ubereinstimmung mit den Resultaten aus Referenzliufen mit der rPro-
tein A Matrix. In den meisten Féllen konnte eine Abreicherung der Zellbestandteile
von mehr als 99 % erreicht werden. Bei den im Eluat nachgewiesenen Partikeln
handelte es sich in erster Linie um Debris, dessen Durchmesser kleiner als 6 pym
war. Bezogen auf das vorhandene Biomassevolumen lag die Gesamtabreicherung
mit einem Anteil von weniger als 18 nl/ml im Produktkonzentrat in allen Laufen
bei mehr als 99,6 %. Somit hatten die Eluate problemlos ohne einen weiteren Kla-
rungsschritt auf gepackte Chromatographiematrices mittlerer Korngréfte wie die
Sepharose” FF (d =100 ym) aufgetragen werden kénnen.

Wie bereits fiihere Versuche mit den Streamline’ Medien SP_ XL und rPro-
tein A vermuten liefen, traten auch in der Fliefbettadsorption mit der Peptid-
matrix keine signifikanten prozef- und apparaturbedingten Zellschidigungen auf
[LUTKEMEYER ET AL., 1999]. Der Anstieg des Totzelltiters wurde in Abhéngigkeit
von der analytischen Methode mit maximal 6,3 % beziffert. Der Vorteil der Pep-
tidmatrix gegeniiber den beiden anderen Materialien bestand jedoch darin, dafs
aufgrund der Moglichkeit, die Prozefparameter bereits in den Bindungsstudien
mit den Peptidbibliotheken auf die spéateren Aufarbeitungsbedingungen abzustim-
men, keine vorausgehende Konditionierung der Ausgangssuspensionen notwendig
war. Die unphysiologischen pH-Werte fiihrten dort hdufig zu massiven Einbufen
der Kulturviabilitdt sowie zu Zellaggregationen, die aufgrund von Verblockungser-
scheinungen einen friithzeitigen Abbruch des Probenauftrags erforderlich machten.
In der Fliekbettadsorption mit der Peptidmatrix konnten wie bei dem rProtein A
Gel keine Biomasse/Matrix Interaktionen nachgewiesen werden, die die Prozefs-
fiihrung wie im Fall des Ionenaustauschers erheblich erschwert hiatten. Somit liefs
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sich die Elution im Festbettmodus durchfiihren, wodurch unter anderem erheblich
hohere Konzentrierungsfaktoren erreicht wurden. Zudem bereitete die Regenerati-
on keine Probleme durch verbliebene Biomasse, die sich bei dem SP XL Material
nur durch eine sehr material- und zeitaufwendige CIP-Prozedur entfernen liefen.
Da die Peptidmatrix keinerlei Zelladhésionseigenschaften aufwies und sich gleich-
zeitig durch eine hohe Stabilitdt auszeichnete, konnte sie in einem kostenglinstigen
und schnellen Verfahren mit 0,5 molarer Natronlauge gereinigt werden. Dadurch
hatte sie selbst gegeniiber dem rProtein A Gel einen Vorteil, da dessen Regene-
ration aufgrund der Sensibilitidt der Liganden gegeniiber Denaturierungsprozessen
mit physiologischeren Losungen erfolgen mufite, und die CIP-Methode sich infol-
gedessen wesentlich komplizierter gestaltete.






Kapitel 4
Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren zur Herstellung einer
spezifischen Peptid-Affinitdtsmatrix fiir die flielbettchromatographische Aufreini-
gung eines extrazelluldren Proteins aus Sdugetierzellkulturen entwickelt. Durch die
Auswahl universell einsetzbarer Techniken gelang es, eine auf beliebige Produkte
der Zellkulturtechnik iibertragbare Vorgehensweise zu etablieren.

Mit dem geschaffenen Chromatographiematerial konnte ein erfolgreicher Fliefbett-
prozels verwirklicht werden, der sich durch eine hervorragende Reproduzierbarkeit
und eine minimale Storanfilligkeit auszeichnete. Die Peptidliganden erwiesen sich
als dufserst stabil, so dak die Regeneration keine Schwierigkeiten bereitete, und mit
langen Standzeiten zu rechnen war. Gleichzeitig sicherte die hohe Bindungsselek-
tivitdt und -spezifitit einen hervorragende Reinigungs- und Klérungserfolg.

Die Ausarbeitung der einzelnen Methoden erfolgte exemplarisch anhand eines Mo-
dellproteins, bei dem es sich um einen aus Maus/Maus Hybridomkulturen ge-
wonnenen monoklonalen Antikorper (Anti-FVIII) handelte. Die zugrundeliegen-
den Studien gliederten sich in vier aufeinander aufbauende Einzelschritte.

Als erstes wurde mit einem geeigneten Verfahren eine hochaffine Peptidsequenz
fiir die Bindung des Zielmolekiils ermittelt. Danach erfolgte die Entwicklung einer
optimalen Strategie fiir die Ligandenfixierung an das Chromatographiematerial.
Dazu wurden kleine 1 ml Festbettsiulen vom Typ HiTrap’™ eingesetzt, anhand
derer im dritten Arbeitsschritt die verschiedenen Kupplungsmethoden und die dar-
aus hervorgegangenen Peptidmatrices miteinander verglichen und charakterisiert
werden konnten. Abschliefsend wurde das erfolgreichste Verfahren fiir die Anferti-
gung einer Fliefbettmatrix iibernommen, deren Leistung dann durch ausfiihrliche
Untersuchungen und durch den Vergleich mit den kommerziell erhéltlichen Fliefs-
bettmedien Streamline’™ SP_ XL und rProtein A getestet und beurteilt wurde.
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Die Selektionierung des Peptidliganden erfolgte mit kombinatorischen gerasterten
Teilbibliotheken aus linearen Hexapeptiden, die mittels Spot-Synthese auf Cellu-
losemembranen hergestellt wurden. Durch den Einsatz einer dualen Suchstrategie
(XX12XX; X1CD2X; 1BCDE2) mit X-Positionen, die sich aus allen proteinoge-
nen Aminosiuren zusammensetzten, gelang es, in nur drei Selektionszyklen eine
hochaffine Sequenz fiir die Bindung des monoklonalen Antikérpers zu ermitteln.
Die Strategie war prinzipiell fiir jedes beliebige Zielprotein einsetzbar und beriick-
sichtigte alle 64 Mio. Hexapeptidvarianten.

Nach der Ermittlung des Affinitdtsliganden wurden drei verschiedene Kupplungs-
methoden fiir dessen Fixierung an das Chromatographiematerial entwickelt. Durch
spezielle Modifikationen der Basaltriager und der Peptidsequenz konnte der Ligand
in der gleichen Ausrichtung wie auf den Spotmembranen an der NHS-aktivierten

Sepharose”™

verkniipft werden, was eine optimale Zuginglichkeit in der Chro-
matographie gewéhrleistete. Die unterschiedlichen Methoden gaben einen Einblick
in die vielfaltigen Moglichkeiten, durch gezielte Schutzgruppenstrategien und Ak-
tivierungsmechanismen fiir jede Peptidsequenz ein geeignetes Verfahren fiir eine
orientierte Kupplung an einem festen Triger zu realisieren. Dadurch war die Uber-
tragbarkeit auf andere Zielproteine bzw. deren spezifische Liganden auch fiir den
eigentlichen Anfertigungsprozeft gesichert. Eine besonders universell einsetzbare
Methode stellte die direkte Synthese des Peptids an das Chromatographiemateri-
al dar, da Fehlkupplungen hier génzlich ausgeschlossen werden konnten, und eine
vorausgehende Reinigung aufgrund der durch die Kiirze und den einfachen linea-
ren Aufbau der Sequenz nur geringen Anzahl an fehlerhaften Syntheseprodukten
nicht erforderlich war.

Die nachfolgenden Studien in der Festbettchromatographie zeigten, dafs sich al-
le entwickelten C-terminalen Kupplungsstrategien einschlieflich der daraus re-
sultierenden Sequenzvarianten zur Herstellung einer funktionstiichtigen Peptid-
Affinitéitsmatrix eigneten. Die verschiedenen 1 ml HiTrap”™ Siulen wiesen keine
signifikanten Unterschiede in ihrer chromatographischen Leistung auf, so daf zur
Herstellung der Flielsbettmatrix die universell einsetzbare und beziiglich des Zeit-
und Materialaufwands gut zu kalkulierende direkte Synthese des Peptids an das
Chromatographiematerial gewahlt wurde.

In sémtlichen Aufarbeitungslaufen in der Festbettchromatographie lagen die Bin-
dungs- und Wiederfindungsraten fiir den monoklonalen Antikérper zwischen 97
und 100 % und die Produktausbeuten bei iiber 96 %. Somit war die wichtigste
Voraussetzung gegeben, dafs das Zielprotein trotz der in Relation zu den Bin-
dungstests mit den Cellulosemembranen stark verkiirzten Kontaktzeiten auch in
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der Chromatographie erfolgreich an den Peptidliganden zuriickgehalten wurde.
Die Peptidmatrices bewiesen eine fiir affinitdtschromatographische Prozesse cha-
rakteristische Selektivitit, was zu einem entsprechend hohen Reinheitsgrad der
Produkteluate fiithrte. In SDS-PAGE Analysen konnten keine kontaminierenden
Fremdproteine nachgewiesen werden. Das gleiche galt fiir die Abreicherung der
DNA, die unter Beriicksichtigung des Detektionslimits des eingesetzten Testver-
fahrens von 10 ng/ml in allen Féllen mehr als 99,994 % betrug.

Experimente mit vier produktfremden Antikorpern zeigten, daf der Peptidligand
eine ausschliefliche Bindungsspezifitit gegeniiber dem Anti-FVIII Immunglobulin
aufwies, und die Bindungsstelle demnach nicht in der fiir die gesamte [gG-Klasse
konstanten F.-Region sondern in der variablen F,,-Einheit des Zielantikorpers lie-
gen mufte.

In Regenerations- und Standzeittests zeichneten sich die Peptidmatrices durch eine
auferst hohe Stabilitit aus, die mit der gruppenspezifischer Chromatographiema-
terialien wie den Ionenaustauschern vergleichbar war. Daher konnten die Sdulen
in einem einfachen CIP-Prozef mit 0,5 molarer Natronlauge regeneriert werden.
Die dynamische Bindungskapazitit betrug fiir alle C-terminal gekuppelten Mate-
rialien bei 300 cm/h durchschnittlich etwa 26,5 mg/ml Gel und lief sich durch
Verringerung der Fliefgeschwindigkeit noch weiter erhdhen. Eine Referenzstudie
mit einer revers gekuppelten Peptidmatrix ergab, dafs die Ligandenausrichtung
einen entscheidenden Einflufs auf das Bindungsvermogen hatte, da die Bindungs-
kapazitét hier mit 6,9 mg/ml Gel um etwa 75 % niedriger lag als bei den C-terminal
verkniipften Materialien.

In den Untersuchungen zum Durchbruchsverhalten einer mit der Fliekbettmatrix
befiillten 1 ml Testsdule stellte sich jedoch heraus, daf die Kapazitiat der EBA-
Matrix mit maximal 2,6 mg/ml Gel nur etwa einem Zehntel des Bindungsver-
mogens der HiTrap?™ Sidulen entsprach. Die Ursachen wurden in einen Zusam-
menhang mit dem wesentlich schlechteren Verweilzeitverhalten des grobkornigen
Prototypmaterials gebracht, womit sich die Signifikanz der Abweichungen jedoch
nur teilweise erkléren lief.

Trotz der verhiltnisméfig geringen Bindungskapazitit konnten in den Experimen-
ten zur Fliekbettadsorption mit einer Matrixschiittung von 70 ml bis zu 1800 ml
Kultursuspension innerhalb von 90 bis 120 Minuten erfolgreich prozessiert wer-
den. Die EBA-Peptidmatrix bewies dabei eine fiir die Affinitdtschromatographie
charakteristische Prozefsleistung. In allen Versuchen lag die Produktausbeute mit
einer hohen Reproduzierbarkeit zwischen 96 und 98 %.

Der Vergleich mit den herkdmmlichen Fliefsbettmedien zeigte, daf die Peptid-
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Affinitdtsmatrix sowohl beziiglich der Abreicherung von Kontaminationen wie DNA
und Fremdproteinen als auch hinsichtlich der Biomasse/Matrix Interaktionen die
gleichen selektiven Bindungseigenschaften wie das kommerziell erhéltliche rProte-
in A Gel aufwies. In allen Féllen konnte mit einem Biomasseanteil von weniger als
18 nl/ml im Produktkonzentrat ein Klarungserfolg von mehr als 99,6 % erreicht
werden.

In der Flielshettadsorption mit der Peptidmatrix traten keine signifikanten prozefs-
und apparaturbedingten Zellschiadigungen auf. Der Anstieg des Totzelltiters be-
trug in Abhéngigkeit von der analytischen Methode lediglich maximal 6,3 %. Der
Vorteil bestand darin, daf fiir die Arbeit mit der Peptidmatrix keine vorausge-
hende Konditionierung der Ausgangssuspensionen notwendig war, die bei dem
Ionenaustauscher und dem rProtein A Gel in einigen Féllen zu massiven Ein-
buften der Kulturviabilitit sowie zu Zellaggregationen fiihrte, die aufgrund von
Verblockungserscheinungen einen friihzeitigen Abbruch des Probenauftrags erfor-
derlich machten.

Da mit der Peptidmatrix keine Biomasse/Matrix Interaktionen auftraten, die die
Prozeffiihrung wie im Fall des lonenaustauschers erheblich erschwert hatten, und
die Peptidliganden zudem eine sehr hohe Stabilitit aufwiesen, konnte die Sdule in
einem kostengiinstigen und schnellen Verfahren mit 0,5 molarer Natronlauge ge-
reinigt werden. Aus diesem Grund hatte sie selbst gegeniiber dem rProtein A Gel
einen Vorteil, da sich dessen Regeneration aufgrund der Sensibilitdt der Liganden
gegeniiber Denaturierungsprozessen wesentlich komplizierter gestaltete.

In der abschliefenden Beurteilung kann der Einsatz der Peptid-Affinitdtsmatrix
fiir die Aufreinigung des monoklonalen Antikorpers in der Fliefsbettadsorption als
eine ausgezeichnete Alternative fiir die herkémmlichen Matrices eingestuft werden.
Das angestrebte Ziel der Arbeit, ein Chromatographiematerial zu entwickeln, in
dem sich die hochselektiven Bindungseigenschaften eines Affinitatsgels mit der ho-
hen Stabilitdt der gruppenspezifischen Materialien vereinen lassen, wurde erreicht.
Dariiber hinaus ist es durch eine optimale Auswahl und Kombination der Techni-
ken gelungen, den Entwicklungsprozef auf beliebige biotechnologisch gewonnene
Produkte iibertragbar zu machen. Dies betraf insbesondere das Selektionierungs-
verfahren und die Kupplungsmethoden.

Mit angepakten Nachweissystemen wie einer radioaktiven Markierung sind die
Bindungsstudien mit den Spotmembranen unter methodischen Gesichtspunkten
betrachtet fiir jedes denkbare Zielprotein durchfiihrbar, wenn sich sicherlich auch
nicht fiir alle Biomolekiile ein derart einfacher und kurzer Affinitdtspartner auffin-
den lafst wie fiir das hier gewéhlte Modellprotein.
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Erfolgversprechend ist die Methode fiir Zielproteine, deren Struktur und biologi-
sche Funktion von Natur aus eine Bindung oder starke Wechselwirkung mit an-
deren Molekiilen vorsieht wie Enzyme, Rezeptoren oder die gesamte Gruppe der
Immunglobuline. Fiir weniger reaktive Produkte bietet die Vielseitigkeit der kon-
zeptionellen Moglichkeiten der kombinatorischen Peptidsynthese jedoch die Mog-
lichkeit, die Suche nach einem geeigneten Affinitétsliganden auf lingere oder zy-
klische Sequenzen auszuweiten oder nicht proteinogene Aminosiuren bzw. andere
Modifikationen miteinzubeziehen. In dieser Arbeit konnte ansatzweise verdeutlicht
werden, daf auch die Moglichkeiten in der Kupplungschemie eine grofte Vielfalt
aufweisen, so dak fiir jeden Kandidaten eine geeignete Methode zur Realisierung
der gewiinschten Orientierung an der Matrix denkbar ist. In dieser Arbeit hat sich
der Einsatz von Peptid-Affinitdtsliganden als eine wertvolle Alternative fiir die
Ausstattung fliekbettchromatographischer Matrices erwiesen. Zukiinftige Studien
mit anderen Zielproteinen werden zeigen, fiir welche Produkte die Entwicklung
solcher Liganden geeignet ist, und in wie weit sich diese neuartige Chromatogra-
phiemethode durchsetzen kann.






Anhang A

Abkurzungsverzeichnis

Aminosauren:
A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Aspartat
E Glu Glutamat
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

[ e Isoleucin
K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin
N Asn Asparagin
P Pro Prolin

Q Giln Glutamin
R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin
V  Val Valin

W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin
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Sonstige Abkiirzungen:

AB
Abb.
ABTS
AG
AP
AS
ATCC
BCIP
BI
Boc
BOP

BPB

Ausbeute

Abbildung
2,2-Azino-di-(3-ethyl-benzthiazolinsulfonsiure-(6))
Arbeitsgruppe

alkalische Phosphatase

Aminosdure

American Tissue Culture Collection (engl.)
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl Phosphat

Bovine Insulin (engl.)

tert.-Butyloxycarbonyl
Benzotriazol-1-yl-oxy-tris(dimethylamino)phosphonium
Hexafluorophosphat

37,377,57,5" "-Tetrabromphenolsulfophtalein (Bromphenolblau)
Bindungsrate

Bovine Serum Albumin (engl.)

tertidr-Butyl

Benzyl

Counter and Analyser System (engl.)

Citrat Buffered Saline (engl.)

Compact Disk (engl.)

Cleaning-In-Place (engl.)

Dichlormethan

Diisopropylethylamin

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylformamid

Desoxyribonucleic acid (engl.)

Dithioerythrit

Divinylbenzol

Expanded Bed Adsorption (engl.)

Editor (engl.)

elektronische Datenverarbeitung
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (engl.)
et alias (lat.)

Ethanol

Fraction Antigen Binding (engl.)

Fraction Cristallizing (engl.)
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FCS
Fmoc
FPLC
HAc
HBTU

HIC
HOBt
HPLC
Hrsg.
HSA
HT

IgG
k.a.
LDH
LMW
mAk
MALDI
MG
min

MS
MTT
MW
MWCO
NAD™
NADH
NBT
NHS
OPA
PAM
PBS
PCR
PDEA
ppm
PyBOP

RP
RT

Fetal Calf Serum (engl.)
Fluorenyl-9-methoxycarbonyl

Fast Performance Liquid Chromatography (engl.)
Essigsaure
1-[Bis(dimethylamino)methyliumyl]-1H-1,2,3-triazolo
[4,5-b|pyridin-3-oxid Hexafluorophosphat
Hydrophobe Interaktions-Chromatographie
1-Hydroxybenzotriazol

High Performance Liquid Chromatography (engl.)
Herausgeber

Human Serum Albumin (engl.)

Human Transferrin (engl.)

Immunglobulin

keine Angaben

Lactatdehydrogenase

Low Molecular Weight (engl.)

monoklonaler Antikérper

Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation (engl.)
Molekulargewicht

Minute(n)

Massenspektrometrie
(3-[4,5-Dimethylthiaziol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)
Molecular Weight (engl.)

Molecular Weight Cut Off (engl.)
Nicotinamidadenindinucleotid (oxidiert)
Nicotinamidadenindinucleotid (reduziert)

Nitroblue Tetrazolium Salt (engl.)
N-Hydroxysuccinimid

ortho-Phthaldialdehyd

Phenylacetamidomethyl

Phosphate Buffered Saline (engl.)

Polymerase Chain Reaction (engl.)
2-(2-Pyridinyldithio)ethanamin

parts per million (engl.)
Benzotriazol-1-yl-oxy-tris(pyrrolidino)phosphonium
Hexafluorophosphat

Reversed Phase (engl.)

Raumtemperatur



IV

S.

SA
SASRIN
SDS
SG

sp
SPPS
SV

t

T-
Tab.
TBS
TBTU
tert.
TFA
ToF
Tris
i. N.
uv
vgl.
WFR
Xaa
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Seite

Streptavidin

Super Acid Sensitive Resin (engl.)
Sodium-Dodecylsulfate
Schutzgruppe

semipermanent

Solid Phase Peptide Synthesis (engl.)
Saulenvolumen

temporar

TweenT™2()

Tabelle

Tris Buffered Saline (engl.)
O-Benzotriazolyl-N,N,N " N "-tetra(methyluronium) tetrafluorborat
tertiar

Trifluoressigsdure

Time of Flight (engl.)
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
iiber Nacht

Ultraviolett

vergleiche

Wiederfindungsrate

beliebige Aminosaure
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