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1 Zielsetzung

Chromatographische Trennverfahren sind die Grundlage fur die Aufreinigung von Proteinen und
basieren auf komplexen Adsorptions- und Stofftransportvorgéngen in porésen Festphasen. Die
lonenaustauschchromatographie ist das am haufigsten eingesetzte chromatographische Verfahren
fur  die initiale  Produktgewinnung und  Feinreinigung von  Proteinen. Die
GroéRenausschlusschromatographie trennt Proteine auf Grund ihre GréRe und wird haufig fur die
finale Reinigung eines Proteins angewendet.

Fur beide chromatographische Trennverfahren kdnnen optimale ProzeRbedingungen nicht a
priori aus den Protein- und Festphaseneigenschaften abgeleitet werden und miussen (Uber
Experimente ermittelt werden.

Fur ein weitergehendes Verstandnis der Vorgénge wéhrend einer chromatographischen Trennung
und der Entwicklung von geeigneten Modellen zur Beschreibung und Optimierung der Prozesse
werden detaillierte Stofftransport- und Adsorptionsmessungen bendtigt. Klassischen Methoden
basieren auf der Untersuchung des S&uleneffluents aus gepackten Betten unter linearen
(analytische Trennungen) und nicht linearen Bedingungen (Durchbruchskurven). Dabei kénnen
die Beitrdge der einzelnen Faktoren, die am Stofftransport und der Adsorption beteiligt sind,
nicht unabhé&ngig voneinander betrachtet werden. Die eigentliche Trennung findet innerhalb der
porésen Festphasen statt, die mit den klassischen Methoden nicht direkt untersucht werden
konnen.

Die konfokale Laser Raster Mikroskopie wurde als neue Melimethode vorgestellt, Stofftransport-
und Adsorptionsvorgange in der Chromatographie auf dem Einzelpartikelniveau zu untersuchen
(Linden, 2001). Das Ziel dieser Arbeit ist, quantitative Analysen von Stofftransport- und
Adsorptionsvorgangen mit der konfokale Laser Raster Mikroskopie in der Chromatographie zu
etablieren und die MelRmethode auf Parameterbestimmungen, Untersuchungen in gepackten
Betten und auf Elutionsprozesse auszuweiten.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile: im ersten Teil werden Verteilungs- und
Stofftransportphdnomene unter nicht bindenden Bedingungen untersucht. Im zweiten Teil wird
die Adsorption und der Stofftransport unter nicht-linearen Bedingungen, sowie Vorgange bei
einer Stufenelution untersucht. Die einzelnen Schwerpunkte dieser Arbeit werden im Folgenden
dargestellt.

Der Gleichgewichtsverteilungskoeffizient eines Proteins fiir eine Festphase beschreibt die

sterische Interaktionen des Proteins mit der Festphase und ist der entscheidende Faktor fur
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grofRenausschlulRchromatographische Trennungen. Er wird klassisch mit
séulenchromatographischen Methoden gemessen. In dieser Arbeit wird zum ersten Mal der
Gleichgewichtsverteilungskoeffizient direkt auf dem Einzelpartikelniveau fur eine Auswahl an
unterschiedlichen Festphasen bestimmt.

Der intrapartikulare Diffusionskoeffizient ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der
Proteinchromatographie und wird fir die Simulation chromatographischer Trennungen benétigt.
Die konfokale Messung auf Einzelpartikelniveau wird in dieser Arbeit auf die dynamische
Messung des intrapartikularen Diffusionskoeffizienten ausgeweitet. Die Abhédngigkeit der
ProteingroRe und der Festphase wird mit der neu entwickelten Methode untersucht und mit
Literaturdaten verglichen.

Als Kombination der Effekte des Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten und des
intrapartikuldren  Diffusionskoeffizienten wird eine gréRenausschlusschromatographische
Trennung in einem gepackten Bett tber die Saulenlange verfolgt. Dies stellt eine Erweiterung der
MeRtechnik mittels konfokaler Laser Raster Mikroskopie auf dynamische Prozesse innerhalb
eines gepackten Bettes an unterschiedlichen Positionen dar. Die Ergebnisse werden mit
Simulationsdaten aus einem allgemeinen Geschwindigkeitsmodell verglichen.

Die Adsorption unter nicht-linearen Bedingungen fir ein Einzelkomponentensystem wird Uber
Durchbruchskurven auf unterschiedlichen Adsorbern bei verschiedenen Salzkonzentrationen fir
die Modellproteine a-Chymotrypsinogen A und Ovotransferrin auf dem Einzelpartikelniveau in
einer gepackten S&ule untersucht. Die Partikeldaten werden mit den Daten aus dem
Sduleneffluents in Beziehung gesetzt, um eine umfassende Beschreibung der Stofftransport- und
Adsorptionsvorgange zu liefern. Fir die hochauflésende Messung der Proteinverteilung missen
die Proteine mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert werden. Bei der Messung des
Proteintransports mittels konfokaler Laser Raster Mikroskopie wurde in der Doktorarbeit von
Linden (2001) und Dziennik (2003) davon ausgegangen, dal} sich das Biokonjugat und das native
Protein identisch verhalten. Damit kann das gemessene Signal direkt mit dem Verhalten des
Proteins gleichgesetzt werden. Das chromatographische Verhalten von Biokonjugaten unter
adsorptiven Bedinungen unterscheidet sich vom nativen Protein fir die gewéhlten Proteine und
Fluoreszenzfarbstoffe in dieser Studie. Als Konsequenz kdnnen die gemessenen intrapartikuléren
Profile nicht direkt mit dem Verhalten des nativen Proteins gleichgesetzt werden, sondern massen
modellgestitzt berechnet werden. In dieser Arbeit wird der Ansatz verfolgt, fir jedes Experiment

drei unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe zu verwenden, die das Adsorptionsverhalten der
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Proteine aufgrund von elektrostatischen Wechselwirkungen unterschiedlich stark &ndern. Die drei
unterschiedlichen Profile entstehen durch das, in jedem Fall, identische Profil des nativen
Proteins, welches nicht direkt gemessen werden kann. Unter zu Hilfenahme von
Adsorptionsisothermen flir sowohl das native Protein, als auch der jeweiligen Biokonjugate, und
einem allgemeinen Geschwindigkeitsmodell werden die intrapartikuldren Konzentrationsprofile
des nativen Proteins und der Biokonjugate simuliert und mit den experimentellen Daten
verglichen. Im Gegensatz zu allen vorangegangen Arbeiten wird in diese Studie die Gleichheit
zwischen Biokonjugat und nativem Protein unter adsorptiven Bedingungen widerlegt und eine
Strategie fir die modellgestiitzte Rekonstruktion des Adsorptionsprofils des nativen Proteins
vorgestellt.

Der Vorgang der Elution ist, ebenso wie die Adsorption, an der Produktivitét
chromatographischer Trennungen beteiligt. Im Gegensatz zur Adsorption wurde die Elution in
der Literatur wenig untersucht und es fehlt eine Vorstellung der Stofftransportvorgange auf dem
Einzelpartikelniveau. Stofftransportvorgdnge wéhrend einer Stufenelution werden zum ersten
Mal auf dem Einzelpartikelniveau in dieser Studie gemessen und beschrieben, womit die

Grundlage fiir die Modellierung dieser Prozesse gelegt wird.
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2 Einleitung und Theorie

In dieser Studie werden fluoreszenzfarbstoffmarkierte Proteine verwendet, um mittels
konfokaler Laser Raster Mikroskopie (engl. confocal laser scanning microscopy, CLSM) die
Verteilung, Diffusion und Adsorption von Proteinen in chromatographischen Festphasen zu
untersuchen.

Die folgenden Kapitel geben eine Ubersicht iiber die Verfahren zur Herstellung von
Biokonjugaten, der konfokalen @ Meftechnik sowie der  Stofftransport- und
Adsorptionsphdnomene in der Proteinchromatographie mit Schwerpunkt auf der

Ionenaustauschchromatographie.

2.1 Biokonjugation von Fluoreszenzfarbstoffen an Proteine

Die kovalente Konjugation von Fluoreszenzfarbstoffen an Proteine bildet die Grundlage fiir
die Untersuchungen mittels konfokaler Laser Raster Mikroskopie in dieser Studie. Die
physikochemischen = Eigenschaften = der  Fluoreszenz und  der  verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe werden vorgestellt. Zudem werden Strategien zur Biokonjugation und

die Auswirkungen auf die Eigenschaften der Proteine dargestellt.

2.1.1 Grundlagen der Fluoreszenz

Allgemein wird die Emission von Licht einer Substanz aus einem elektronisch angeregten
Zustand heraus als Lumineszenz bezeichnet. Von Fluoreszenz spricht man, wenn die
Emission eines Lichtquants aus dem angeregten Singlett Zustand in den Grundzustand erfolgt
(Lakowicz, 1997). Das Elektron im Singlett Zustand des angeregten Orbitals ist gepaart mit
dem zweiten Elektron im Grundzustand. Die Riickkehr zum Grundzustand ist daher erlaubt
und erfolgt durch Emission eines Photons. Im Singlett Zustand besitzen die Elektronen in
einem Molekiilorbital einen antiparallelen Spin (Atkins, 1996). Der Triplett Zustand
entspricht dem parallelen Spin zweier Elektronen. Nach dem Pauli Prinzip darf ein beliebiges
Orbital nie mehr als zwei Elektronen besitzen und wenn zwei Elektronen das gleiche Orbital
besetzen, miissen sie gepaarte Spins besitzen (Atkins, 1996). Elektroneniibergénge, die nach
dem Pauli Prinzip erfolgen bezeichnet man als erlaubte Uberginge; solche die dagegen
verstoflen als verboten (Atkins, 1996). Die Spektren verschiedener Substanzen variieren stark

und sind primédr abhédngig von der chemischen Struktur einer Substanz und einer Reihe von
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physikochemischen Eigenschaften der Umgebung der Substanz (s.u.). Die Prozesse, die
wiéhrend der Absorption und Emission von Licht ablaufen, werden hédufig in Form eines
Jablonski Diagramms dargestellt (Abb. 2.1). Die Grund-, Singlett- und angeregten Zustinde
sind mit Sy, S; bzw. S, gekennzeichnet. Auf jedem dieser energetischen Zustinde kann die
fluoreszierende Substanz in einer Reihe von Schwingungsenergieniveaus existieren, die mit 0,
1 oder 2 gekennzeichnet sind.

Die Ubergiinge zwischen den einzelnen Zustéinden sind als vertikale Linien dargestellt. Bei
Raumtemperatur ist die Wéarmeenergie zu niedrig, um angeregte Schwingungszustinde zu
besetzen (Lakowicz, 1997). Absorption erfolgt daher in der Regel aus dem niedrigsten
Schwingungszustand (2.1-A). Nach der Lichtabsorption gibt es eine Reihe von Prozessen, die
ablaufen konnen. Eine fluoreszierende Substanz wird in der Regel in ein hdoheres
Schwingungsniveau von S; oder S, angeregt, welche typischerweise in das niedrigste
Schwingungsniveau von S; relaxiert. Dieser Prozel verlduft meist schneller als 10"% s und
wird als interne Umwandlung bezeichnet (2.1-B). Weil Fluoreszenzlebensdauern oft im
Bereich von 10® s liegen, ist der ProzeB der internen Umwandlung vor der Emission
abgeschlossen. Die Fluoreszenzemission findet in der Regel vom niedrigsten
Schwingungszustand von S; statt (2.1-C). Die Riickkehr zum Grundzustand S, verlduft
typischerweise iiber ein hoheres, energetisches Schwingungsniveau von Sy, welches schnell
(107"% s) das thermische Gleichgewicht erreicht (2.1-D) (Lakowicz, 1997).

Als Konsequenz der Emission zu einem hdheren Schwingungsgrundzustand ist das
Emissionsspektrum oft das Spiegelbild des Absorptionsspektrums fiir die So —S; Transition.
Molekiile kdnnen auch iiber eine Spinumwandlung in den ersten Triplettzustand T; gelangen.
Umwandlung von S; in T; wird als ,,intersystem crossing* bezeichnet (2.1-E), und Emission
von T nach Sy wird Phosphoreszenz genannt (2.1-F) (Lakowicz, 1997).

Die Energie der Emission ist typischerweise niedriger als die der Absorption. Eine Substanz
emmitiert bei einer lingeren Wellenldnge als die Absorptionswellenlédnge. Dieses Phinomen
wird als Stokessche Verschiebung (engl. ,,Stokes’ shift”) bezeichnet und kann durch den
schnellen Abfall zum niedrigsten Schwingungszustand von S;, durch thermischen Verlust der
zusitzlichen Schwingungsenergie bis in den S, Zustand und ganz allgemein durch
Losungsmitteleinfliisse, Reaktionen im angeregten Zustand, Komplexbildung und
Energietransfers erklart werden (Lakowicz, 1997). Eine weitere Eigenschaft der Emission ist

ein gleichbleibendes Emissionsspektrum unabhingig von der Anregungswellenldnge.
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Abbildung 2.1. Vereinfachtes Jablonksi Diagramm fir Absorptions-, Fluoreszenz- und
Phosphoreszenzprozesse.

Die zwei wichtigsten Parameter fiir eine fluoreszierende Substanz ist ihre Quantenausbeute
und die Fluoreszenzlebensdauer. Die Quantenausbeute ist definiert als Verhéltnis emmitierter
zu absorbierten Photonen. Die Fluoreszenzlebensdauer ist definiert als die durchschnittliche
Zeit, die eine Substanz im angeregten Zustand verbringt und liegt durchschnittlich bei 10 ns
(Lakowicz, 1997). Losungsmitteleigenschaften konnen die oben genannten Prozesse
beeinflussen. Die wichtigsten Losungsmittelparameter sind pH-Wert, Temperatur, Viskositét,
Polaritdt und Ionenstérke. Der pH-Wert hat einen groen EinfluB auf die Fluoreszenz eines
Molekiils durch die Siure-Base Titration von funktionellen Gruppen. Viele
Fluoreszenzfarbstoffe, die in einem biologischen Kontext verwendet werden, sind i.d.R. so
konzipiert, da3 sie im physiologischen pH-Bereich von 4 bis 10 keine nennenswerte pH-
Abhingigkeit der Fluoreszenz zeigen. Temperatur, Viskositit, Polaritit und lonenstirke
zeigen verwandte Effekte, in dem sie die Effizienz der Energierelaxation nach Anregung
durch Licht und zwischenmolekulare Prozesse beeinflussen.

Es existieren Prozesse, die die Fluoreszenzintensitdt einer Substanz verringern: beim
dynamischen Quenching verliert ein Fluorophor im angeregten Zustand einen Teil seiner
Energie durch Kollisionen mit anderen Molekiilen. Diese Energie steht nicht mehr fiir die

Emission von Photonen zur Verfligung. Die Molekiile, mit denen der angeregte Fluorophor
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zusammenstoft, werden als Quencher bezeichnet. Eine Reihe von Substanzen konnen als
dynamische Quencher agieren wie z.B. Sauerstoff, Halogene oder Amine (Lakowicz, 1997).
Der innere Filtereffekt ist ein wichtiger Faktor, der bei der Messung von
Fluoreszenzintensitidten bedacht werden muB. Beim inneren Filtereffekt absorbiert eine
Losung bis zum MeBpunkt einen Teil der durch sie durchtretenden Lichtenergie. Am
eigentlichen Anregungspunkt steht nicht mehr 100% der Lichtintensitdt zur Verfiigung und
die emmitierte Lichtintensitdt ist geringer. Dabei ist es egal, ob die Absorption des
anregenden Lichts durch die fluoreszierende Substanz selbst oder durch andere absorbierende
Substanzen hervorgerufen wird. Dies betrifft auch die Reabsorption von emittierten Licht
durch entweder den Fluoreszenzfarbstoff (bei niedriger Stokes’scher Verschiebung) oder
anderen Substanzen. Die integrale Wirkung dieser beiden Effekte ist, dal die gemessene
Fluoreszenzintensitit und die Substanzkonzentration nicht mehr linear proportional
zueinander sind und damit die Quantifizierung erschwert wird. Fluoreszenzmessungen sollten
daher nur in klaren Losungen bis zu einer maximalen optischen Dichte von 0.05 erfolgen.
Neben den oben genannten Effekten auf das gemessene Fluoreszenzsignal kann auch die
zeitliche Einwirkung des anregenden Lichts zu einer Verringerung der Fluoreszenzemission
filhren, welches als Photobleaching bezeichnet wird. Beim derzeitigen Verstindnis des
Photobleachings kommt es zu photochemischen Reaktionen zwischen der fluoreszierenden
Substanz im angeregten Zustand und einem Reaktanden wie z.B. Sauerstoff, der zu einem
nicht-fluoreszierenden Produkt fiihrt (Lakowicz, 1997). Der Prozel3 wird i.A. als irreversibel
angesehen, obwohl die Mdglichkeit von reversiblem Photobleaching demonstriert wurde

(Sinnecker et al., 2005).

2.1.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Nachdem die Grundlagen der Fluoreszenz im vorgehenden Kapitel erldutert wurden, soll nun
eine Ubersicht der Eigenschaften von Fluoreszenzfarbstoffen gegeben werden, die fiir die
vorliegende  Studie Verwendung finden. Die in dieser Arbeit verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe miissen bestimmte Eigenschaften ausweisen: erstens werden die
Farbstoffe fiir Untersuchungen mit einem konfokalen Laser Raster Mikroskop eingesetzt,
welches zur Anregung drei verschiedene Laser mit insgesamt sechs diskreten Wellenldngen
besitzt. Die Farbstoffe sollten auf die Anregungswellenlédngen der Laser abgestimmt sein, um
optimale Anregungsbedingungen zu erhalten. Zweitens sollten die Farbstoffe im wéssrigen

Milieu 16slich sein. Drittens sollte der pH-Wert im Bereich zwischen 4 und 10 und die
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Ionenstirke zwischen 0 bis 2 M keinen signifikanten Einflul auf die Fluoreszenzemission
besitzen. Anderungen der spektralen Eigenschaften nach Konjugation an Proteine sollten
idealerweise nicht vorhanden sein. Generell sollten die Farbstoffe robust gegen
Photobleaching und Quenching sein und keine Strukturdndung der Proteine nach Konjugation
hervorrufen. Es existieren eine Reihe von kommerziell erhidltlichen Fluoreszenzfarbstoffen,
die ndherungsweise die oben genannten Bedingungen erfiillen, und die im Folgenden nédher
beschrieben werden.

Eine wichtige Gruppe stellen die BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene, Abb.
2.2) Farbstoffe dar (Karolin et al., 1994). BODIPY Farbstoffe haben sehr enge
Emissionsbandbreiten und sehr kleine Stoke’sche Verschiebungen, weswegen sie meist
suboptimal angeregt werden miissen, um eine geeignete Detektierbarkeit zu gewihrleisten.
Aufgrund der Abwesenheit einer Ladung zeigen BODIPY Farbstoffe keine Abhéngigkeit der

Fluoreszenz vom pH-Wert, aber die Loslichkeit in wéssrigen System ist z.T. gering.

BODIPY FL NHS Ester
(Molecular Probes)
MW: 776 g/mol

Exmax: 504 nm

Empax: 513 nm

Emax: 68000 (M-cm)’

I
F F —_— —
H.C GHEEH2 C—0—N
8]

Abbildung 2.2. Strukturformel und spektrale Eigenschaften von BODIPY FL.

Zur Gruppe der Sulfoindocyanine gehodren die Farbstoffe Cy3 und Cy5 (Abb. 2.3). Die
Basisstruktur der Indoleninfarbstoffe ~wird zur Erhdhung der Loslichkeit mit
Sulfonsduregruppen substituiert (Mujumdar et al., 1993). Die Cyaninfarbstoffe besitzen sehr
hohe Extinktionskoeftizienten und Photostabilitit.

Cy3/ Cy5 NHS Ester
(GE Healthcare)

-0,8 so,- n=1fiir Cy3
O O MW: 776 g/mol
. VA EXmax: 550 nm
L\ Empax: 570 nm
Emax: 150000 (M-cm)™

MW: 792 g/mol
0 ExXmax: 649 nm
Empax: 670 nm
Emax: 250000 (M-cm)™
Abbildung 2.3. Strukturformel und spektrale Eigenschaften von Cy Farbstoffen.

0O
_<N—o n=2 fiir Cy5
%O
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Der Farbstoff Atto635 basiert auf einem Carbopyronin Grundgeriist und ist stabil bis pH 8.5
(Abb. 2.4). Die Atto-Farbstoffe besitzen eine starre Struktur, was zu einer erhohten

Photostabilitét fithrt (Buschmann et al., 2003).

x
- “‘ “+ Atto635 (Atto-Tec GmbH)
T‘\I N MW: 531 g/mol

0 EXmax: 635 nm
\ Empax: 659 nm
ClOo, Y Emax: 120000 (M-cm)™
0 O

Abbildung 2.4. Strukturformel und spektrale Eigenschaften von Atto635.

2.1.3 Biokonjugation

Das Ziel einer Biokonjugation, im Rahmen dieser Arbeit, ist die stabile, kovalente
Verkniipfung eines Fluoreszenzfarbstoffes an ein Protein. Hierbei sollte moglichst die
Integritat — Struktur und Eigenschaft — des jeweiligen Proteins nicht verdndert werden.

Die verwendete Strategie fiir die Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an Proteine ist die
Verniipfung der Farbstoffe iiber Amingruppen via Reaktivester. Die typische Reaktivgruppe
ist N-Hydroxysuccinimid (NHS), welches in Form eines Reaktivesters an kommerziell
erhéltliche Farbstoffe gekoppelt ist. Die Reaktion mit den aktivierten Farbstoffen erfolgt iiber
die nucleophile Gruppe des aliphatischen e-Amins des Lysins und der freien Amingruppe der
o-Aminosdure eines Proteins unter Ausbildung einer stabilen Amidbindung nach folgendem

Reaktionsschema (Brinkley, 1992):

Protein-NH, + Farbstoff-COO-NHS — Protein-NHCO-Farbstoff + NHS-OH (2-1)

Der optimale pH-Wert fiir diese Reaktion liegt zwischen 8.0-9.0 (Brinkley, 1992; Hermanson,
1997), wobei mit steigendem pH-Wert die Konkurrenzreaktion der Hydrolyse des
Reaktivesters beschleunigt wird und sich damit die Ausbeute an Biokonjugat verringert.

Die Konjugationsreaktion ist eine nucleophile Substitution zweiter Ordnung, wohingegen die
Hydrolyse eine pseudo-erste Ordnung besitzt. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Konjugation
ist hoch und der Markierungsgrad wird durch das Verhiltnis von Protein zu Reaktivfarbstoff

und nicht durch die Reaktionsdauer bestimmt (Brinkley, 1992). Aus thermodynamischen
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Griinden erhoht eine Absenkung der Temperatur die Selektivitit (Brinkley, 1992) Die
Temperatur kann auch eine Verdnderung der Zugénglichkeit von Amingruppen durch
partielle Entfaltung der Proteine bewirken (Pinto et al., 2003).

Eine Steigerung der Ionenstirke von 0.01 auf 0.1 M bei konstantem pH kann eine
Beschleunigung der Reaktion bewirken (Jing et al., 2002), dndert aber nicht die Ausbeute.
Eine potentiell Erkldrung fiir diesen Effekt konnte in der Abschirmung von Ladungen durch
die hohere Ionenstirke liegen, die eine weitere Addition von (geladenen) Farbstoffen
begiinstigt (Anderson et al., 2002).

Die Reaktion iiber NHS Ester erfolgt nur an der protonierten Form der Amingruppen, sodafl
es u.U. moglich ist, die Selektivitit dadurch zu erhohen, dall der pH-Wert auf 7.0 gesenkt
wird, um gezielter die a-Aminosdure zu derivatisieren.

Aus der Sicht der Erstellung eines Biokonjugates fiir die Untersuchung von
chromatographischen Trennprozessen ist es sinnvoll, ein Protein mit nur einem einzigen
Farbstoffmolekiil pro Protein an einer exakt bestimmten Position zu erstellen.

Verschiedene Methoden stehen zur Verfligung, um einen Fluoreszenzfarbstoff an eine
definierte Stelle zu konjugieren (Kapanidis und Weiss, 2002), wie die molekularbiologische
Mutation der Lysinaminosduren (Parola et al., 1997), Konjugation iiber Hexahistidingruppen
an rekombinante Proteine (Kapanidis et al., 2001), Thioesterkonjugation an N-terminale
Cysteine (Gentle et al., 2004; Schuler und Pannell, 2002), Intein-vermittelte Ligation (Wood
et al., 2004) oder iiber Transaminierung des N-Terminus und anschlieBender Reaktion mit
Hydrazino-aktiviertem Fluoreszenzfarbstoff (Dong et al., 2005). Keine der genannten
Methoden ist generell in der Lage, Proteine selektiv zu Markieren, sondern verlangt i.d.R.
eine molekularbiologische oder chemische Verdnderung des Proteins, sodall nicht mehr das
native Protein markiert wird, sondern eine evtl. unterschiedliche Mutante.

Anstatt eine spezielle Reaktivgruppe zu verwenden oder chemisch-molekularbiologische
Anderungen am Protein durchzufithren, wurde auch die Derivatisierung iiber NHS Ester an
Feststoff-gebunden Proteine demonstriert (Attiya et al., 2002; Houen et al., 2003). Auf diese
Weise konnen wichtige Bindungsstellen, wie z.B. eine Antikorperbindestelle, vor der
Derivatisierung geschiitzt werden.

Eine sehr aufwendige Methode zur Erstellung eines definierten Biokonjugats ist die
unspezifische Konjugation mit anschlieBender Aufreinigung zu einem homogenen Produkt
(Shimura und Karger, 1994; Lebreton und Lyddiatt, 2000). Die Aufreinigungsstrategie

beinhaltet mehrere orthogonale Separationsmethoden mit hochauflosenden Materialien. Die
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Ausbeute ist dabei gering und i.d.R. muB fiir jedes Protein eine eigene Aufreinigungsstrategie
entwickelt werden.

Letztlich besteht auch die Moglichkeit der vollstindigen Derivatisierung aller moglichen
Bindungsstellen mit Fluoreszenzfarbstoffen (Liu et al., 2001), die durch einen UberschuB an
Reaktivfarbstoff erhalten wird. Obwohl hiermit homogene Derivate erzeugt werden konnen,
besitzt ein vollstindig mit Farbstoff substituiertes Protein aller Wahrscheinlichkeit nach vollig
andere chromatographische Eigenschaften, wie das native Protein. Als weitere Nachteile
konnen Ldoslichkeitsprobleme der Derivate und Quenching der Fluoreszenzfarbstoffe
auftreten.

Demnach bleibt die Konjugation an Amine iiber NHS Ester im Allgemeinen die Methode der
Wahl fiir die Erzeugung von Biokonjugaten. Die Biokonjugation via NHS Ester erzeugt
generell keine homogen-derivatisierten Proteine, sondern der Farbstoff kann an eine Vielzahl
von moglichen Konjugationsstellen binden. Theoretisch konnen bei n potentiellen
Bindestellen 2"-1 Produkte entstehen (Craig und Dovichi, 1998).

Der Verlauf der Reaktion zwischen NHS Ester aktivierten Molekiillen wie
Fluoreszenzfarbstoffen und Proteinen wurde mit hochauflésenden analytischen Methoden wie
Kapillarelektrophorese (engl. capillary electrophoresis, CE) (Banks und Paquette, 1995; Jing
et al., 2002; Craig und Dovichi, 1998; Pinto et al., 2003; Anderson et al., 2002; Richards et
al., 1999; Stoyanov et al., 2002), isoelektrischer Fokussierung (IEF) und SDS Polyacrylamid
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Bingaman et al., 2003; Stoyanov et al., 2002), hoch
auflosender Fliissigchromatographie (engl. high performance liquid chromatography, HPLC)
(Liu et al., 2001) und Massenspektrometrie (engl. matrix assisted laser desorption ionization —
time of flight, MALDI-TOF) (Lu und Zenobi, 1999; Lu und Zenobi, 2000; Grunwaldt et al.,
2002) verfolgt. In jedem Fall wurde die Heterogenitét der Produkte dokumentiert.

Eine Veridnderung der Nettoladung mit zunehmendem Substitutionsgrad wurde mit CE nach
Modifikation mit NHS aktivierter Essigsdure bestimmt (Anderson et al., 2002; Gao und
Whitesides, 1997). Dabei konnten die unterschiedlich stark substituierten Proteine eindeutig
voneinander getrennt werden. Mit einigen Vereinfachungen (z.B. gleiche Reaktivitit
potentieller Bindestellen, gleiche Ladungszuginglichkeit nach Derivatisierung etc.) konnen
die Ergebnisse iiber die Anderung der Nettoladung des Proteins erklirt werden: Durch die
Derivatisierung des N-Terminus oder der Lysine eines Proteins mit NHS-Essigsdure werden
positiv geladene Gruppen durch negativ geladene ersetzt. Dies fiihrt zu einer Verringerung der
Nettoladung des Proteins, welches mit geeigneten hochauflésenden Methoden detektiert

werden kann. Daher ist durch die Derivatisierung von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen



2 Einleitung und Theorie 9

immer mit einer Anderung der Nettoladung zu rechnen, wobei die Stirke der Anderung mit
dem Substituierungsgrad korreliert.

Neben der Anderung der Ladung eines Proteins in Abhiingigkeit der Anzahl der gebundenen
Farbstoffe (engl. degree of labeling, DOL), kann der Substituierungsgrad auch die
Signalstirke des Biokonjugats beeinflussen. Empirische Studien zeigen einen optimalen
Substituierungsgrad hinsichtlich der Signalstirke eines Biokonjugates (Berlier et al., 2003;
Brinkley, 1992; Gruber et al., 2000; Cox et al., 2004). Mit zunehmenden DOL {iber das
Optimum hinaus sinkt die Signalstirke wieder. Als Griinde fiir diese Effekte werden
intermolekulares  Quenching der  Farbstoffmolekiille und Dimerisierungen der
Fluoreszenzfarbstoffe gennant. Im Allgemeinen ist die Signalstirke, in Bezug auf das DOL
eine Funktion des Proteins und des Farbstoffes, sodal jedes Biokonjugat neu optimiert

werden mul3.

2.2 Mikroskopie

Die folgenden Abschnitte geben einen Uberblick iiber theoretische Aspekte der konfokalen
Laser Raster Mikroskopie (CLSM) und deren technischen Realisierung sowie den Einsatz von

CLSM in der Chromatographie.

2.2.1 Konfokale Laser Raster Mikroskopie

Die konfokale Laser Raster Mikroskopie kann vereinfacht als bildgebendens Verfahren
beschrieben werden, bei der Strukturen innerhalb von Objekten bis zu einer Eindringtiefe von
ca. 100 pm abgebildet werden konnen. Die Féhigkeit der zerstdrungsfreien Analyse von
dreidimensionalen Objekten wird als ,,optisches Schneiden* bezeichnet und ist ein
Hauptgrund fiir die Popularitit dieses bildgebenden Verfahrens in der Biologie und
Materialwissenschaft. Neben der Fahigkeit, optische Schnitte zu erzeugen, besitzt ein CLSM
auch eine hohere Auflosung sowohl in axialer als auch lateraler Richtung, die theoretisch dem
beugungslimitierten Maximum mit sichtbarem Licht entspricht. Nahezu alle CLSM arbeiten
als Fluoreszenzmikroskope. Typischerweise werden komplexe biologische Proben mit
fluoreszenzmarkierten Molekiilen konjugiert, um einen geniigend hohen Kontrast und
Informationsgehalt  zu  ermoéglichen. Die  Verwendung  von  verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen ermoglicht die simultane Messung zweier oder mehr ortsaufgeldster

Signale mittels CLSM.
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Die Eigenschaften eines CLSM werden am deutlichsten, wenn sie verglichen werden mit
herkdbmmlichen  optischen  (Fluoreszenz-)  Mikroskopen.  Beim  konventionellen
Lichtmikroskop (Abb. 2.5-A) wird das Lampenlicht (1) durch eine Kondensorlinse (2) auf das
Objekt (gestrichelte Linie) fokussiert, und das vom Objekt ausgehende Licht wird durch die
Objektivlinse (3) in die Zwischenbildebene fokussiert (4). Das so entstehende Bild wird durch
die Okularlinse betrachtet. Nicht nur Licht aus der Brennebene des Objektivs (rot), sondern
auch unfokussiertes Licht aus Bereichen aullerhalb der Brennebene (griin) erreicht bei diesem
Mikroskop das Auge. Durch die Uberlagerung von fokussiertem und unfokussiertem Licht ist

die raumliche Auflosung des konventionellen Mikroskops eingeschrinkt.

Abbildung 2.5. (A) Strahlengang eines konventionellen Weitfeldmikroskops. (B) Strahlengang eines
konfokalen Laser Raster Mikroskops. 1 Lichtquelle (z.B. Halogen), 2 Kondensorlinse, 3 Obijektiv, 4
Zwischenbildebene, 5 Punktlichtquelle (z.B. Laser), 6 Lochblende, 7 Lichtdetektor (z.B.
Photovervielfacher).

Beim konfokalen Mikroskop (Abb. 2.5-B) wird Licht, das nicht aus der Brennebene des
Objektivs kommt, ausgeblendet. Die Kondensorlinse wird durch eine Linse ersetzt, die mit
der Objektivlinse identisch ist. Die Ausleuchtung des Objekts wird durch eine
Punktlichtquelle realisiert (5), die auf dem Objekt scharf abgebildet wird. Eine Lochblende
(6) beschrinkt das Sichtfeld auf einen Punkt. Durch den symmetrischen Aufbau dieses
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Systems sind die Lochblende und ein Punkt des Objekts in der Brennebene der Linsen
konfokal. Der Durchmesser der Blenden wird so klein gewahlt, da3 Licht aus Bereichen des
Objekts, die nicht in der Brennebene liegen (griin), nicht in die Apertur der Blende fallen und
damit ausgeblendet werden. In die Photoverfielfacher (PMT, 7) gelangt deshalb nur Licht aus
der Brennebene des Objekts. Im Unterschied zum konventionellen Mikroskop erzeugt das
konfokale Mikroskop also zunédchst nur einen Bildpunkt, der genau einem Punkt aus der
Brennebene des Objektivs entspricht. Um ein vollstindiges Bild des Objekts zu erhalten, muf3
das Objekt Punkt fiir Punkt gerastert werden. Die dabei gesammelten Bildpunkte werden von
einem Rechner zu einem vollstdndigen Bild zusammengesetzt.

Die zwei Komponenten der Bildqualitit sind Auflosung und Kontrast. Auflosung ist ein
MaBstab fiir die Féhigkeit, nahestehende Punkte oder Linien als separate Objekte zu
unterscheiden. Im Vergleich zu herkdmmlicher Mikroskopie, verwendet CLSM
Einzelpunktanregung, d.h. nur ein Punkt im Fokus wird angeregt und nur Licht aus dem
fokalen Punkt wird detektiert. Dies bewirkt eine Erhohung der theoretischen lateralen

Auflésung (R;) bei CLSM um 30%, die definiert ist als (Pawley, 1995):

0.46-1 (2-2)

mit NA numerische Apertur des Objektivs und A die Wellenlédnge des Lichts. Die theoretische
axiale Auflosung R, in der CLSM ist gegeben als (Pawley, 1995):

854
R —
a 2-3
8ﬂ-n-sin2(02[J 2-3)

mit n als Brechungsindex und der Hilfte des Offnungswinkel a. des anregenden Lichtkegels.
Die bildgebenden FEigenschaften einer Linse konnen ganz allgemein in Form ihrer 3D

Punktspreizfunktion (engl. point spread function, PSF) beschrieben werden (Abb. 2.6).
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Abbildung 2.6. Airy Muster und Punktspreizfunktionen zuféllig angeordneter Punktobjekte. Veréndet
aus: Www.microscopyu.com.

Eine PSF ist das Intensitdtsmuster bei Anregung oder Detektion idealer Punktobjekte in der
fokalen Ebene eines Objektivs. Sie gibt die beugungsbedingten oder durch Abberationen
hervorgerufen Anderungen in der Abbildung der Punkte an, deren Form als Airy Scheiben
und Muster bezeichnet werden (siche Abb. 2.6). Die PSF ist ein MaB fiir die Auflosung, weil
zwel Punkte nur dann als aufgeldst wahrgenommen werden, wenn ihre PSFs hinreichend
unterschiedlich sind. Das Rayleigh Kriterium besagt, dal zwei Punkte als aufgelost gelten,
wenn das erste Minimum der Airy Scheibe des ersten Punkts am zentralen Maximum der Airy
Scheibe des zweiten Punktes ausgerichtet ist.

Die tatsidchliche Auflosungsfahigkeit hingt sehr stark vom Kontrast und vom MeBrauschen ab
(Hintergrundrauschen, Signalrauschen), soda3 die tatsichliche Auflosung meist durch das
Signal-zu-Rauschen Verhiltnis (engl. signal to noise ratio, SNR) limitiert ist. Die Stirke des
CLSM ist, neben der hoheren theoretischen Auflosung, die optimierte PSF durch das
Vorhandensein der konfokalen Lochblende, die Hintergrundsignale unterbindet und den
Kontrast erhoht.

In Abb. 2.7 ist der schematische Aufbau des Zeiss LSM 510 Mikroskops dargestellt. Das
LSM 510 ist ein typischer Vertreter eines Einstrahl CLSM und wurde in dieser Arbeit
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verwendet. Das LSM 510 basiert auf einem konventionellen optischen Mikroskop des Typs
Axiovert 200. Es besteht aus Laserlichtquellen, die iiber ein intermedidres optisches System
an ein Objektiv gekoppelt sind (Laser Module VIS). Als Lichtquellen kommen ein Argon
Laser (Anregung bei 458 , 477, 488 und 514 nm) und zwei Helium-Neon Laser (Anregung bei
543 und 633 nm) zum Einsatz. Das ausgestrahlte Licht wird im Lasermodul expandiert (nicht
dargestellt), um das nachgeschaltete Objektiv vollstindig mit Licht zu fiillen, welches fiir die
Erreichung der optimalen Aufldsung notig ist. Das expandierte Laserlicht wird durch eine
Glasfaser in das Rastermodul auf den Hauptfarbteiler (engl. main dichroic beam splitter,
MDBS) projiziert, von dem das Laserlicht reflektiert wird. Uber eine galvanometrische
Spiegel xy-Rastereinheit gelangt das Licht durch den Tubus auf das Objektiv. Dort wird das
Laserlicht zur Fluoreszenzanregung auf das Objekt fokussiert. Das LSM 510 ist ein
Epifluoreszenzmikroskop, d.h. das Objektiv wird sowohl fiir die Fokussierung des
Anregungslichts als auch fiir die Sammlung des emmitierten Lichts verwendet. Das
emmitierte Licht passiert den MDBS und evtl. vorhandene weitere Farbteiler oder Filter und
wird auf die konfokale Lochblende fokussiert. Hinter den Lochblenden sind die PMT’s

angeordnet, die das Licht in ein elektrisches Signal umwandeln.
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Abbildung 2.7. Schematischer technischer Aufbau des Zeiss LSM 510 mit drei Lasern und PMT.

2.2.2 Einsatz von CLSM in der Chromatographie

Der Einsatz von CLSM Untersuchungen im Bereich der Chromatographie konzentrierte sich
anfanglich auf die  Messung  der intrapartikuliren  Proteinverteilung  in
Einkomponentensystemen unter adsorptiven Bedingungen mit Batch Versuchen (Ljunglof

und Hjorth, 1996; Ljunglof und Thommes, 1998; Linden et al., 2002).
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Desweiteren wurde auch die Verteilung von immobilisierten Enzymen oder Liganden in
(Agarose-) Materialien (Larsson et al., 2003; Larsson et al., 2002; Malmsten et al., 1999;
Ljunglof et al., 2000), der intrapartikulare pH-Wert (Heinemann et al., 2003) sowie die
Adsorption von DNA auf chromatographischen Tragern (Ljunglof et al., 1999) mittels CLSM
untersucht. Die Technik der CLSM in der Proteinchromatographie wurde auch auf
Zweikomponentensysteme ausgeweitet (Linden et al., 1999). Eine Erweiterung der statischen
Einzelpartikelanalytik in der Chromatographie stellen die Untersuchungen zu
Proteintransport- und Adsorptionsprozessen in gepackten Betten dar (Hubbuch et al., 2002;
Hubbuch et al., 2003). Durch die Verwendung von Mikrosdulen, die fiir den Einsatz auf
CLSM Trigertischen geeignet sind, konnen chromatographische Partikel an bestimmten
Positionen innerhalb der Saule untersucht werden. Diese Technik erlaubt es, {iber einen
langeren Zeitraum hinaus einen bestimmten Partikel zu scannen und kann damit typische
chromatographische Operationen wie Gelfiltration oder Durchbruchskurven abbilden.
Ergebnisse der dynamischen Untersuchungen wurden zur Entwicklung von neuen
Proteintransportmodellen herangezogen (Dziennick et al., 2003; Liapis et al., 2001). Erste
Untersuchungen wurden auch zur Charakterisierung von Membranen und zum Transport von
Fluoreszenzfarbstoffen in Proteinkristallen durchgefiihrt (Dai und Barbari, 2000; Charcosset
und Bernengo, 2000; Reichert et al., 2002; Cvetkovic et al., 2005; Cvetkovic et al., 2005;
Cvetkovic et al., 2004; Cvetkovic et al., 2004).

2.3 Stofftransport und Adsorption in chromatographischen Materialien

Das folgende Kapitel gibt einen Uberblick iiber die Stofftransport- und
Adsorptionsphidnomene in der Proteinchromatographie und zeigt die Verkniipfungen der
einzelnen Untersuchungsmethoden, die in dieser Studie mittels CLSM etabliert wurden, mit
den Vorgingen in der Chromatographie auf.

Chromatographische Materialien sind i.d.R. sphérische, pordse Partikel mit einem
Durchmesser von ca. 2 bis 200 um. In der Proteinchromatographie bestehen die Medien
hiufig aus hydrophilen Grundbausteinen, wie z.B. Agarose, und werden wegen ihres grof3en
Anteils an Wasser als Hydrogele bezeichnet. In Abbildung 2.8 sind schematisch die, fiir den
jeweiligen MaBstab, relevanten Stofftransport- und Adsorptionsprozesse fiir Proteine in der

Chromatographie dargestellt.
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Abbildung 2.8. Schematische Ubersicht der Stofftransportvorgange in der (lonenaustausch-)
Chromatographie.

Konvektion und Dispersion

Im Makromallstab betrachtet man die gesamte gepackte Sidule, die aus Partikeln und
Partikelzwischenraum besteht. Die mobile Phase mit gelostem Protein wird mittels einer
Pumpe durch das gepackte Bett gefordet. Die relevanten Stofftransportvorginge im
Makromalstab sind die Konvektion und die Dispersion (sieche Kapitel 2.7.4). Der Einfluf3 der
Diffusion in axialer und radialer Richtung ist i.d.R. vernachldssigbar (Lin und Guiochon,
2003).

Betrachtet man die Nahumgebung um einen Partikel im gepackten Bett (MesomalBstab),
spielen Verteilungseffekte und die Film- und Porendiffusion fiir Proteine eine dominierende
Rolle. Die Filmdiffusion ist der Stoffiibergang von der Bulkphase in den duflersten Rand des
Partikels. Dabei umgibt das Partikel modellhaft ein Film, in der sich die mobile Phase nicht
bewegt und durch die ein rein diffusiver Stoffiibergang erfolgt. Die Dicke des Films wird
durch die Hydrodynamik bestimmt (Lin und Guiochon, 2003). Nach dem Ubergang von der
Bulkphase durch den Film an den Partikelrand befindet sich das Protein in einer pordsen
Matrix. Unter nicht-bindenden Bedingungen bestimmt der
Gleichgewichtsverteilungskoeffizient die Verteilung des Proteins innerhalb der pordsen
Matrix (siehe Kapitel 2.4). Vereinfacht konnen solche pordsen, chromatographischen
Matrices als Ansammlung von zylindrischen Poren unterschiedlicher Grofe angesehen

werden, durch die das Protein diffundieren mufl, weswegen man beim Stofftransport in
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chromatographischen Materialien von Porendiffusion spricht (Lin und Giuochon, 2003;
Cussler, 1997). Die Porendurchmesser sind fiir nahezu alle Materialien so klein, daf} keine
Konvektion zum Stofftransport beitrdgt (Potschka, 1993; Lin und Guiochon, 2003; Cussler,
1997). Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in chromatographischen Prozessen mit
Proteinen ist nahezu immer die langsame Porendiffusion, d.h. die Leistung einer
chromatographischen Trennung wird mafgeblich durch die Stofftransporteigenschaften der
porosen Phase bestimmt (Lin und Giuochon, 2003; siehe Kapitel 2.5). Die
GroBenausschluBchromatographie  trennt  Molekiile aufgrund ihres unterschiedlichen
Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten innerhalb eines gepackten Bettes. Dabei spielen
adsorptive Wechselwirkungen (idealerweise) keine Rolle und die Trennleistung wird durch
den intrapartikuldren Transport und die Verteilungseigenschaften bestimmt (siehe Kapitel
2.6).

Die Adsorption und Desorption sind die relevanten Ereignisse im Nanomafstab. Unter
bindenden Bedingungen findet eine Anlagerung von Proteinen an Liganden an der Oberfldche
der Porenwiénde statt. Bei der Ionenaustauschchromatographie unterscheidet man je nach
Ladung der Liganden zwischen Kationen- oder Anionentauschern (siehe Kapitel 2.7.1). Die
Gleichgewichtseinstellung der Bindung wird durch die Adsorptionsisotherme beschrieben
(siche Kapitel 2.7.2) und aus dem Zusammenspiel zwischen Adsorption und Stofftransport
kann die Beladung der Partikel {iber geeignete Modelle beschrieben werden (siehe Kapitel
2.7.4). Bei Anderung der Eigenschaften der mobilen Phase, wie z.B. einem Anstieg der
Salzkonzentration oder durch Verdringungsprozesse durch andere Proteine, wird die Bindung

eines Proteins wieder geldst und es desorbiert (siche 4.9).

2.4 Gleichgewichtsverteilungskoeffizient

Die Gleichgewichtsverteilung eines Makromolekiils zwischen einer Losung und einem

pordsen oder fibrosen Raum wird durch den Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten ®

beschrieben:
CI) — CPartikel (2_4)
Cbulk

mit der Konzentration cy,x des Makromolekiils in Losung und cparikes im porésen Raum. In

polymeren Gelen oder fibrosen Materialien entspricht cpariker der volumengemittelten
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Konzentration, die das Materialvolumen mit einschliet (Lazzara et al.,, 2000). Der
Verteilungskoeffizient K,y ist definiert als Verhéltnis der Gleichgewichtskonzentration Cpyiikel
und cpyx und entspricht der oben genannten Definition von ®. Teilweise wird Cpariker als
Proteinkonzentration im Porenraum definiert und das Verhaltnis zwischen cpu und Cpasikel als
Kp bezeichnet. Demnach strebt Kp fiir unendlich kleine Substanzen gegen 1, wohingegen K,y
bzw. ® gegen die Partikelporositdt g, strebt (vgl. Williams et al., 1998). Bei stationdren
Bedingungen in Abwesenheit von Triebkriften auBer einem Konzentrationsgradienten und bei
niedrigen Makromolekiilkonzentrationen gilt fiir den diffusiven Flux J durch einen pordsen

Korper:

J= gm (2-5)

mit Porositét €, Porendiffusionskoeffizienten D, Porenldnge | und Konzentrationsdifferenz Ac
(Biesheuvel et al., 2004). Der Flux, bei gegebenen Materialeigenschaften € und 1 und dem
Konzentrationsgradienten, hidngt demnach nur von D und ® ab. ® spielt eine entscheidende
Rolle fiir die Leistung von Membransystemen und chromatographischen Trennungen,
insbesondere der GroBenausschlusschromatographie (engl. size exclusion chromatography,
SEC) (Burns und Zydney, 2001; Pujar und Zydney, 1997; Pujar und Zydney, 1998) (siche
auch Kapitel 2.6).

2.4.1 Modellierung der Gleichgewichtsverteilung von Makromolekilen in pordsen
Medien

Gleichgewichtsmodelle bilden die Basis fiir die Beschreibung des Verhéltnisses zwischen
Makromolekiilgroe und —form sowie Festphaseneigenschaften wie Porositéit, Porenradius
und PorengrofBenverteilung. Die Theorie von Renkin basiert auf simplen, geometrischen
Uberlegungen zur Verteilung von sphirischen Molekiilen in zylindrischen Poren, und bringt

den Molekiilradius rs mit dem Porenradius r, in Verbindung (Pappenheimer et al., 1951):

®= 8{1 _EJ (2-6)
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mit g, als Partikelporositét. Diese Korrelation gilt nur fiir (ry/rp) < 0.6 und der Exponent nur
fiir zylindrische Poren.

Die Theorie von Ogston beschreibt die Eigenschaften von Gelen als ein zufillig angeordnetes
Netzwerk von langen, harten Stiben (Ogston, 1958). Der Verteilungskoeffizient eines
Makromolekiils mit Radius rs in einer Matrix von langen, zylindrischen Fasern mit Radius r¢

wird nach Ogston beschrieben mit:

f

O =exp —(l—gp)(l%r:—sJ (2-7)

Abweichungen vom idealen, sterischen Verhalten wurden in der Literatur beschrieben
(Hussain et al., 1991; Lee und Whitaker, 2004; Dubin et al., 1993; Potschka, 1991; Guo et al.,
2003). Als Griinde fiir die Abweichungen wurden adsorptive oder abstoflende Interaktionen
zwischen den Makromolekiilen und der stationiren Phase genannt. Auch wenn Molekiile, die
fiir eine Kalibrierung verwendet werden, nicht zu einer homologen Serie gehdren, konnen die
Molekiilradien, auf die sich alle Theorien beziehen, fehlinterpretiert werden.

Die meisten chromatographischen Materialien besitzen eine Porengroflenverteilung, was fiir
die Anwendung von Gleichung 2-6 und 2-7 bedeutet, da3 gefundene Porenradien Mittelwerte
der PorengréBenverteilung darstellen (Hagel et al., 1996).

2.4.2 Elektrostatische Einflisse auf den Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten

Elektrostatische Interaktionen fithren bei @ zu einer Abweichung vom idealen sterischen
Verhalten, welches in der Literatur dokumentiert wurde (Potschka, 1991; Zhu et al., 2001,
Johnson und Deen, 1996; Pujar und Zydney, 1998; Tarvers und Church, 1985).
Elektrostatische Krifte beeinflussen die Verteilung von geladenen Makromolekiilen durch
anziehende und abstoBende Krifte entweder zwischen den Molekiilen selbst oder den
Porenwénden (Smith und Deen, 1980). Die Ionenstirke und der pH haben einen groBen
EinfluB auf die Interaktionen von geladenen Makromolekiilen mit einer geladenen
Porenwand.  Die = Abnahme des  Verteilungskoeffizienten, = wenn  repulsive
Ladungsinteraktionen dominieren, wurde mit einer Abnahme des apparenten
Porendurchmessers oder dem Anstieg des effektiven Molekiilradius beschrieben (Potschka,
1991; Potschka, 1993; Guo et al., 2003). Eine allgemeine Erweiterung von Gleichung 2-6, die

elektrostatische Interaktionen mit einschlief3t ist:
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(1on) e e _
d)—[l er exp( ij (2-8)

mit der elektrostatischen potentiellen Energie y. und den sterischen Einfliissen analog zu
Gleichung 2-6 vor dem exponentiellen Term (Pujar und Zydney, 1998). Smith und Deen
haben die elektrostatische potentielle Energie eines sphérischen Mokeliils in einer
zylindrischen Pore ausgewertet, in dem die linearisierte Poisson-Boltzmann Gleichung gelost

wurde. EinflussgroBBen auf y. wurden beschrieben als:
Ve = Alo-s2 + AZO-; + Aso-so-p (2'9)

mit o, und o, als Oberflichenladungsdichten des Molekiils und der Porenwand und den
Koeffizienten A; bis Ajz, die von der Ionenstirke und vom Poren- und Molekiilradius
abhéngen. Die drei Terme in Gleichung 2-9 stehen fiir die drei unabhingigen Beitrdge zur
elektrostatischen potentiellen Energie: der Verformung der elektrischen Doppelschicht um das
Molekiil durch die Pore, die Verzerrung der elektrischen Doppelschicht an der
Porengrenzschicht durch das Molekiil und Ladungsinteraktionen zwischen Molekiil und

Porenwand.
2.5 Diffusion in chromatographischen Materialien

Im Unterschied zur Diffusion von Makromolekiilen in einer homogenen Lésung spricht man
bei der Diffusion in rdumlich beschrinkten Medien von behinderter Diffusion (Amsden,
1998; Cussler, 1997).

Der Prozef3 der Diffusion ist verantwortlich fiir die Bewegung von Materie von einem Teil
eines Systems in ein anderes aufgrund von zufilligen, molekularen Bewegungen. In Gasen ist
die Diffusion schnell (10 cm/min), wohingegen sie in Fliissigkeiten (0.05 cm/min) oder
Feststoffen (0.00001 cm/min) viel langsamer ist (Cussler, 1997). Es existieren hinreichend
genaue Theorien zur Beschreibung der Diffusion in Gasen und Fliissigkeiten. Die Theorie der
Diffusion in Feststoffen ist hingegen noch nicht zufriedenstellend entwickelt. Diffusion in
polymeren Phasen nimmt eine Stellung zwischen Feststoffen und Fliissigkeiten ein. Aufgrund

der Komplexitit von pordosen Kdorpern ist es immer noch eine Herausforderung theoretische
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Vorhersagen iiber diffusive Eigenschaften von Makromolekiilen in polymeren Phasen zu
treffen (Cussler, 1997; Amsden, 1998). Im Folgenden werden Modelle fiir die Beschreibung

des intrapartikuldren Diffusionskoeffizienten vorgestellt.
2.5.1 Modellierung der Diffusion in chromatographischen Materialien

Es existierten Modelle und Theorien zur Beschreibung des Diffusionskoeffizienten von
Makromolekiilen in pordosen Medien (Tyn und Gusek, 1990; He und Niemeyer, 2003;
Amsden, 1998; Masaru und Zhu, 1999). Generell wird bei allen Modellen versucht, eine
Beziehung zwischen dem Quotienten D/Dy, zusammengesetzt aus dem Verhiltnis von
behinderter Diffusion D und freier Diffusion Dy, und der MolekiilgroBe herzustellen
(Amsden, 1998). Neben phidnomenologischen Erkldrungsversuchen wird auch versucht, die
Absenkung der Diffusion als Funktion diskreter Festphaseneigenschaften zu formulieren. Im
Moment ist kein Modell generell in der Lage verlédssliche Aussagen iiber die behinderte
Diffusion in pordsen Medien fiir eine Reihe von Molekiilen und Geltypen zu treffen. Die
physikalische Bedeutung der benétigten Anpassungsparameter ist dabei teilweise unklar, was
fiir den empirischen Charakter der Modelle spricht (Amsden, 1998).

Das Renkin Modell (Pappenheimer et al., 1951; Renkin, 1954) ist ein empirisches Modell,
basierend auf dem Verhiltnis zwischen dem Radius der Polymerfaser r und des

Molekiilradius rs:

3 5 6 8 9
D 210444 1208877 T | —0.94813 5| —1372 | 1387 | —a19 =
DO rf rf rf rf rf rf

(2-10)

wobei analog zum Verteilungskoeffizient (Kapitel 2.4), die Gleichung nur fiir ry/rf <0.6 gilt.

Einen phidnomenologischen Ansatz verfolgt das Ogston Modell (Ogston et al., 1974), bei dem
die Diffusion eines Makromolekiils durch ein pordses Medium aus einer Folge von zufalligen
Einheitsschritten besteht. Ein Schritt kann nicht stattfinden, wenn das Molekiil eine
Polymerkette erreicht. Das quervernetze Polymergeriist wird als zufélliges Netzwerk gerader,
langer Fasern mit vernachldssigbarer Breite angenommen. Das Molekiil ist eine harte Kugel.
Der Einheitsschritt ist der mittlere quadratische Durchmesser der kugelférmigen Raume
zwischen dem Fasernetzwerk. Das  Verhidltnis von freiem zu behindertem

Diffusionskoeffizient nach Ogston stellt sich wie folgt dar:
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DRZexp{— (rsr”f)\/ZJ (2-11)

mit der Partikelporositét ¢.

2.5.2 EinfluR der Proteinkonzentration auf den intrapartikularen

Diffusionskoeffizienten

Die oben genannten Ausfithrungen zur Diffusion von Makromolekiilen in pordsen Medien
beziehen sich auf verdiinnte Losungen, d.h. Losungen, bei denen Einfliisse von Protein-
Protein Wechselwirkungen auf den Stofftransport vernachldssigbar sind. In konzentrierteren
Losungen weicht das Diffusionsverhalten, ab einer kritischen Konzentration, von dem aus
verdiinnten Losungen ab. Der Einflu der Proteinkonzentration auf den intrapartikuldren
Diffusionskoeffizienten ist, dhnlich wie die Diffusion in pordsen Kdrpern selbst, theoretisch
noch wenig verstanden. In der Literatur wurde die Abhéngigkeit der Diffusion von Proteinen
in pordsen Medien von der Proteinkonzentration wenig untersucht. Es zeigte sich sowohl ein
Anstieg des Diffusionskoeffizienten, bezogen auf eine verdiinnte Losung (Buck et al., 1999)
als auch ein Abfall (Coffman et al., 1997). In einem &hnlichen Versuch zur Untersuchung der
behinderten Diffusion von Natriumpolystyrensulfonat in Anwesenheit von hohermolekularen
Polystyrensulfonaten wurde ebenfalls ein Abfall von Dj, dokumentiert, der anfianglich stark
und bei hoheren Konzentrationen weniger stark fallt (Cong et al., 2005). Ein mechanistischer
Ansatz zur Beschreibung der Konzentrationsabhéngigkeit stammt von Buck et al. (1999).
Darin wird beschrieben, dal die Anwesenheit der Polymerfasern die effektive
Proteinkonzentration, und damit die thermodynamische Triebkraft, erhéht, sowie der
hydrodynamische Widerstand durch Protein-Protein Wechselwirkungen verringert wird. Als
Nettoeffekt ist eine Erhohung des Diffusionskoeffizienten mit steigender Proteinkonzentration
zu beobachten. Entgegenzusetzen ist die intuitivere Erkenntnis, dal sich mit steigender
Proteinkonzentration die Nettobehinderung durch andere Proteine erhdht und es somit zu

einer Verringerung der Diffusion kommt.
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2.6 GroRenausschlusschromatographie

GroBenausschlusschromatographie (engl. size exclusion chromatography, SEC) trennt
Molekiile aufgrund ihrer GrofBe. Im Gegensatz zu adsorptiven Methoden wie der
Ionenaustauschchromatographie binden Molekiile (idealerweise) nicht an die verwendeten
chromatographischen Festphasen. Die verwendeten Stationdrphasen bestehen aus einer
pordsen Matrix, die hinsichtlich ihrer chemischen und physikalischen Stabilitidt und ihrer
Inertheit ausgewéhlt werden (Janson und Ryden, 1998; Ladish, 2001). Bei einer gepackten
SEC Siule unterscheidet man zwischen dem totalen Sdulenvolumen V; und dem Totvolumen
V. Das totale Sdulenvolumen beinhaltet das Zwischenkornvolumen und das Partikelvolumen,
wohingegen das Totvolumen dem Zwischenkornvolumen entspricht. Molekiile, die aufgrund
ithrer GroBe nicht in die pordse Matrix eindringen kdnnen, eluieren im Totvolumen der Séule.
Kleinere Molekiile verteilen sich, in Abhdngigkeit ihrer GroBe (vgl. Kapitel 2.4), zwischen
dem Zwischenkornvolumen und dem Porenraum der Partikel, sodal sie spéter eluieren. Sehr
kleine Molekiile wie Salze oder Fluoreszenzfarbstoffe besitzen einen Verteilungskoeffizienten
von ndherungsweise eins, d.h. sie dringen vollstindig in den Porenraum ein, und eluieren
daher kurz vor dem gesamten Sdulenvolumen. Die Trennung in der SEC beruht auf der
wiederholten Gleichgewichtseinstellung zwischen mobiler Phase und pordser Matrix (Ladish,
2001). Die Auflésung in der SEC wird durch das Verhiltnis von Proben- zu Sdulenvolumen,
Sdulenabmessungen, Partikelgrofe, PartikelgroBenverteilung, Packungsdichte, Porengrdfie
der Partikel, FlieBgeschwindigkeit und der Viskositdt der Probe beeinflusst (Janson und
Ryden, 1998; Ladish, 2001). Die Bandbreite der Molekulargrof3e, die ein bestimmtes Medium
trennen kann, wird durch die Selektivitidtskurve beschrieben (Janson und Ryden, 1998;
Ladish, 2001). Die Auflosung wird sowohl von der Selektivitit des Mediums als auch von der
Effizienz des Mediums bestimmt (Janson und Ryden, 1998; Ladish, 2001). Das
Injektionsvolumen fiir analytische Trennungen sollte 2% des totalen Bettvolumens nicht
iibersteigen, wohingegen fiir Gruppentrennungen (z.B. Salz von Makromolekiilen) bis zu 30%
des Bettvolumens verwendet werden kann (Janson und Ryden, 1998). Die Viskositét einer
Probe kann ab einem bestimmten Wert zu FluBinhomogenititen fithren (Homsy, 1987). Es
existieren eine Reihe von Gelfiltrationsmedien, die fiir bestimmte Trennbereiche optimiert
wurden. Die Auswahl des geeigneten Mediums erfolgt iiber die Selektivitidtskurve der
Stationédrphase, die eine Auftragung von K,, gegen den Logarithmus des Molekulargewichtes
ist (Janson und Ryden, 1998; Ladish, 2001). Die Selektivitdt wird, wie schon in Kapitel 2.4

dargestellt, durch die Porengroe bzw. PorengroBenverteilung bestimmt, wenn man nicht-
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ideale Interaktionen zwischen der zu trennenden Probe und der Matrix ausschliet. Der
Fraktionierungsbereich ist der lineare Bereich der Selektivitdtskurve. Die AusschluBgrenze
stellt die MolekulargroBe dar, die keinen Zugang zur pordsen Matrix der Festphase besitzt
und nur im Zwischenkornvolumen transportiert wird. Die Aufldsung in der SEC wird von der
Packungs- und Injektionsqualitdt sowie FluBhomogenitét beeinflusst, weil die Trennung nur
iiber ein Sdulenvolumen stattfinden kann und damit der Einflu8 der Peakdispersion auf die
Trennung stark ist.

Die Modellierung von SEC Trennungen bendtigt Informationen iiber die Konvektion, axiale
Dispersion, Filmdiffusion, den intrapartikuldren Diffusionskoeffizienten und den
Verteilungskoeffizienten (Li et al., 1998). Es stellt insofern eine Vereinfachung der Modelle
dar, die ausfiihrlich in Kapitel 2.7.4 dargestellt werden, weil keine Adsorption der Proteine an
die Matrix stattfindet.

Es existieren eine Reihe von spezialisierten Medien fiir die SEC Trennung von Proteinen, die
auf quervernetztem Dextran (Sephadex) oder Agarose (Sepharose und Superose) basieren. In
dieser Studie wurde das Gelfiltrationsmaterial Superdex 200 prep grade fiir eine
Untersuchung der Transportvorginge wéhrend einer SEC Trennung verwendet. Superdex ist
ein Kompositmedium, das auf einer hoch-quervernetzen Agarosematrix mit kovalent
verkniipften Dextranketten basiert (Drevin et al., 1990; Drevin et al., 1991; Kagedal et al.,
1991; Hellberg et al., 1996). Die mechanische Stabilitit wird durch die Agarosematrix
bestimmt, wohingegen die Selektivitdt maflgeblich durch die Dextranketten beeinflusst wird.
Der Partikeldurchmesser des prep grade Mediums betrdgt 34 um und ist konzipiert fiir die
Trennung von Proteinen im Bereich zwischen 10 und 600 kDa (Drevin et al., 1991; Kagedal

etal., 1991). Der Porenradius wird mit 13 nm angegeben (Hagel et al., 1996).

2.7 lonenaustauschchromatographie von Proteinen

Die Ionenaustauschchromatographie wird hiufig in der Aufreinigung von Proteinen in der
biotechnologischen Industrie angewendet. Nahezu jede Aufreinigungsstrategie fiir industrielle
und pharmazeutische Proteine enthdlt mindestens einen Ionentauscherschritt (Janson und
Ryden, 1998; Ladish, 2001). Ionenaustauschchromatographie ist charakterisiert durch relativ
milde Bindungs- und Elutionsbedingungen, was sie attraktiv fiir die Proteinaufarbeitung
macht. Im Gegensatz zu affinitdtschromatographischen Materialien, die i.d.R. eine hohere
Selektivitit besitzen, sind lonenaustauschmaterialien ca. um den Faktor 100 glinstiger

(Ladish, 2001). Die wichtigen Einflussgroflen auf eine Trennung sind der pH-Wert und die
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Ionenstirke, durch die die Selektivitit beeinflusst wird (Janson und Ryden, 1998; Ladish,
2001; Yamamoto, 1988). Die Basis fiir einen Ionenaustauschprozess ist die Konkurrenz des
Proteins und eines Salzes um Bindungsstellen auf der Oberfliche eines Ionentauschers. Die
Bindungsstérke ist proportional zur Ladung auf dem Protein, die entgegengesetzt zur Ladung
der Liganden auf dem Ionentauscher ist. Ein einfaches Konzept zur Abschitzung der

Bindungsstérke fiir Proteine auf lonentauschern ist das Nettoladungsmodell (Kopaciewicz et

al., 1983) (siche Abb. 2.9):

+ + +
+ + + + + -
Kationentauscher Anionentauscher
PH=3 pH<p pH =pl pH>p  PH=L

Abbildung 2.9. Nettoladungsmodell in der lonenaustauschchromatographie. Die Nettoladung des Proteins
andert sich in Abhéangigkeit des pH-Wertes. Geeignete lonentauscher in Abhangigkeit der Nettoladung
werden aufgezeigt.

Proteine sind amphotere Makromolekiile. D.h. sowohl negativ als auch positiv geladene
Aminoséuren sind im Molekiil vereint. Aminosduren besitzen pK,-Werte im Bereich von 4.5
bis 12, deren exakter Wert durch die Anwesenheit benachbarter Aminosduren in der
komplexen, dreidimensionalen Struktur des Proteins moduliert werden (Tanford und
Kirwood, 1957; Tanford, 1961). Je nach pH-Wert dndert sich die Nettoladung des Proteins
durch das Sdure-Base Gleichgewicht der Aminosiuren des Proteins. An einem bestimmten
pH-Wert gleicht sich die Summe aller negativen und positiven Ladungen aus, sodass das
Protein eine Nettoladung von 0 besitzt. Dies ist der isoelektrische Punkt des Proteins. Das
Nettoladungsmodell fiir die lonenaustauschchromatographie besagt, dafl ein Protein bei einem
pH-Wert unterhalb des isoelektrischen Punkts an einen Kationentauscher bindet, und
entsprechend oberhalb des pI’s an einen Anionentauscher. Die Bindung am pl ist minimal
(Janson und Ryden, 1998; Ladish, 2001; Yamamoto, 1988). Das Nettoladungsmodell ist ein
stark vereinfachtes Konzept zur Beschreibung des Einflusses des pH-Werts auf die Bindung
in der Ionenaustauschchromatographie. Die Bindung an einen lonentauscher korreliert nur
bedingt mit der Nettoladung, sondern vielmehr mit der diskreten Ladungsverteilung und —
zuganglichkeit auf der Proteinoberflache (Kopaciewicz et al., 1983). Es existieren Beispicle,
in denen Proteine an ihrem pl, als auch bei einem pH-Wert liber dem pl an einen
Kationentauscher und entsprechend umgekehrt an einen Anionentauscher binden
(Kopaciewicz et al., 1983). Aufgrund der Komplexitdt der Struktur von Proteinen und der

damit verbundenen Schwierigkeiten, Ladungsverteilungen und -zuginglichkeiten zu
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berechnen, ist das Nettoladungsmodell dennoch ein guter Startpunkt fiir die Auswahl eines
geeigneten pH-Wertes (Kopaciewicz et al., 1983). Wegen der Bedeutung des pH-Wertes fiir
die Proteinadsorption, werden Proteintrennungen mit Ionentauschern nahezu ausschliesslich
mit gepufferten Losungen durchgefithrt (Ladish, 2001). Die Ionenstirke beeinflusst die
Bindungsstdrke durch die Adsorptionskonkurrenz mit den geladenen Liganden. Der Einfluss
eines Salzes auf die Bindungstirke eines Proteins an einen lonentauscher ist individuell
verschiedenen, aber generell sinkt die Adsorptionskapazitit fiir ein Protein mit steigender
Ionenstirke (Yamamoto, 1988). Der Einfluss der Salzkonzentration auf die Proteinadsorption
wird detailliert im sterischen Massenwirkungsmodell (Kapitel 2.7.2) beriicksichtigt.

Das Arbeitsprinzip der (Elutions-)lonenaustauschchromatographie, wie sind in préparativen

Trennungen eingesetzt wird, ist schematisch in Abb. 2.10 dargestellt.

Reinigung

Bindepuffer
<o
omH
4
o
Waschpulffer

o
[ 34 000
Hel

@ *o
[ L 4

A B C D E F
Abbildung 2.10. Schematischer Ablauf einer chromatographischen Aufreinigung mittels
lonenaustauschchromatographie. (A) Equilibrierung mit Bindepuffer. (B) Beladung mit komplexen
Gemisch. (C) Bindung des Gemisches am S&ulenkopf. (D) Waschen der Saule mit Waschpuffer. (E)
Elution der gebundenen Substanzen mit einem Elutionspuffer. (F) Regenerierung der S&ule mit
Regenerationspuffer.

Eine gepackte Sdule wird mit einem Bindepuffer equilibriert (Abb. 2.10-A). Im Anschluss

wird ein zu trennendes Gemisch (idealerweise gelost im Bindepuffer) auf die Séule
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aufgetragen (Abb. 2.10-B). Nach Adsorption des Gemisches (Abb. 2.10-C) wird die Sdule mit
Waschpuffer (hdufig der Bindepuffer) durchstromt, um schwach gebundene Proteine aus der
Sdule zu entfernen (Abb. 2.10-D). Die Produktgewinnung erfolgt durch Elution mit einem
geeigneten Puffer, der hdufig eine hohere Salzkonzentration, oder seltener einen anderen pH-
Wert besitzt (Abb. 2.10-E), sodall die Bindungsstirke des Proteins sinkt und es desorbiert. Je
nach Anwendung wird der Elutionspuffer stufenweise oder in Form eines (linearen)

Gradienten kontinuierlich erhoht.

2.7.1 Eigenschaften von lonenaustauschern fur die Proteinchromatographie

Liganden fiir die Ionenaustauschchromatographie werden eingeteilt in Kationen- und
Anionentauscher. In beiden Fillen gibt es starke und schwache funktionale Gruppen. Starke
Ionentauschergruppen liegen iiber den gesamten pH-Bereich, der fiir Proteine relevant ist (3
bis 10), als geladene Gruppen vor, wohingegen bei schwachen Gruppen der pK,-Wert im
oben genannten pH-Bereich liegt. Die geladenen Gruppen sind entweder direkt, {iber
Spacergruppen oder Polymere, wie Acrylamid oder Dextran, kovalent mit der Basismatrix

verbunden. Die typischen Liganden und ihre Charakterisierung sind in Tabelle 2.1 aufgelistet:

Tabelle 2.1. Liganden in der lonenaustauschchromatographie.

Ligand (Abkirzung) Typ

Sulfopropyl (SP) starker Kationentauscher
Sulfoisobutyl starker Kationentauscher
Carboxyethyl schwacher Kationentauscher
Carboxymethyl schwacher Kationentauscher
Quarternires Amin (Q) starker Anionentauscher
Trimethylammoniumethy] starker Anionentauscher
Dimethylaminoethyl schwacher Anionentauscher
Diethylaminoethyl schwacher Anionentauscher
Diethylaminopropyl schwacher Anionentauscher

Die Basismaterialien fiir die Immobilisierung der oben genannten Liganden konnen in
verschiedene Gruppen eingeteilt werden (Janson und Ryden, 1998; Ladish, 2001; Leonard,
1997; Boschetti, 1994; Arshady, 1991; Arshady, 1991), die in Tabelle 2.2 zusammengefasst
sind. Die wichtigen Eigenschaften fiir Basismaterialien im Hinblick auf die Verwendung als

Ionentauscher fir Proteine sind:

e geringe nicht-spezifische Adsorption

e hohe Porositét
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e grofer Porendurchmesser
e mechanische Stabilitit
e chemische Kompatibilitdit mit extremen pH-Werten, oxidativen Agenzien und

Temperatur

Tabelle 2.2. Basismaterialien in der Proteinionenaustauschchromatographie.

Typ Basismaterial Kommerzielle Produkte
Cellulose Sephacel (GE Healthcare)
Polysaccharide Dextran Sephadex (GE Healthcare)
Agarose Sepharose (GE Healthcare)
Bio-Gel (Bio-Rad)
Polyacrylamid Fractogel (Merck KGaA)
. . Polymethacrylat Toyopearl (Tosoh)
Synthetisch-organische Polymere Polyvinyl Fractoprep (Merck KGaA)
Styrol-Divinylbenzol POROS (Applied Biosystems)
SOURCE (GE Healthcare)
. Silica Matrex (Millipore)
Anorganische Polymere Hydroxyapatit CHT (Bio-Rad)
Agarose-Dextran Sepharose XL (GE Healthcare)
. - Polyacrylamid-Agarose Capto (GE Healthcare)
Komposit Materialien oyacry & Ultrogel AcA (Pall)
Silica-Dextran
Spherodex (Pall)

Silica-Polyacrylamid HyperD (Pall)

Nicht spezifische Adsorption bezieht sich auf Wechselwirkungen mit dem Basismaterial,
Quervernetzern oder Spacergruppen, die sich nicht auf die immobilisierten Liganden
zurlickfilhren lassen. Die drei Parameter Porositdt, Porendurchmesser und mechanische
Stabilitdt sind miteinander gekoppelt: ein hoher Porendurchmesser verringert die Porositét
und die spezifische Oberfliche. Gleichzeitig bewirkt eine hohe Porositit eine geringere
mechanische Stabilitdt. Als ein Kompromiss besitzen nahezu alle ProzeBmaterialien ein
Maximum an Porositit, bei der das Polymergeriist eine noch zufriedenstellende mechanische
Stabilitdt gewdhrleistet. Gleichzeitig erfordet die Grofe der Proteine fiir einen akzeptabelen
intrapartikuldren Stofftransport Porendurchmesser von 30 bis 100 nm (Neue, 1997). Die
mechanische Stabilitdit der Medien auf Polysaccharid Basis ist gering und wird durch
Quervernetzung der Polymerfasern (z.B. mit Epichlorhydrin) verbessert.

Die physikalischen Eigenschaften der Adsorber miissen im Zusammenhang mit ihrer
chemischen Stabilitit gesehen werden: die Adsorber miissen in einer pharmazeutischen
Produktionsumgebung einer regelmiBigen Reinigung durch aggresive Agenzien, wie
Natriumhydroxid, Essigsdure, Natriumhypochlorid oder Heisswasser standhalten, die zur
Reinigung, Sterilisation und Depyrogenisierung verwendet werden. Dabei sollten die
Basismaterialien, wie auch die Liganden idealerweise intakt bleiben und es zu keinen

Ablosungen kommen. Die oben genannten Materialien tolerieren grof3tenteils den
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periodischen FEinsatz der aufgefiihrten Agenzien. Eine wichige Ausnahme bildet die

Baseninstabilitit von Silicamedien, die sich bei pH>8 zunehmend auflosen (Neue, 1997).
2.7.2 Adsorptionsisothermen

Adsorptionsisothermen, zusammen mit der Beschreibung des Stofftransports und der
Hydrodynamik, bilden die Grundlage fiir die Modellierung und Auslegung
chromatographischer Prozesse (Lin und Guiochon, 2003).

Eine Adsorptionsisotherme gibt das Gleichgewicht zwischer adsorbierter Phase Qp und
mobiler Phase cp fiir ein Protein auf einer Festphase bei konstanter Temperatur T und

konstantem Druck p wieder (Lin und Guiochon, 2003):
QP = f (CP )|T,p:const. (2-12)

Typische Adsorptionsisothermen von Proteinen auf chromatographischen Festphasen zeigen
iber groBBere Konzentrationsbereiche eine nicht-lineare, konvexe Form (Yamamoto, 1988).

Die klassische Sichtweise der Proteinretention in Ilonentauschersdulen beinhaltet den
stochiometrischen Austausch von Proteinen und Mobilphasengegenionen (Boardman und
Partridge, 1955). In der Literatur wird dies als das stochiometrische Verdringungsmodel
(engl. stoichiometric displacement model, SDM) bezeichnet (Drager und Regnier, 1986;
Rounds und Regnier, 1984). Die Erweiterung des multivalenten lonenaustauschmodells stellt
das sterische Massenwirkungsmodel (engl. steric mass action, SMA) dar (Brooks und Cramer,

1992). Das SMA Modell geht von folgenden Annahmen aus:

e Die Adsorption groBer Makromolekiile bewirkt eine sterische Behinderung der
gebundenen Salzgegenionen. Diese Salzgegenionen sind danach nicht fiir einen
Ionenaustausch verfiigbar.

e Der Effekt der Koionen kann im Ionenaustauschprozef3 vernachlissigt werden

e Die Losung und die adsorbierte Phase sind thermodynamisch ideal. D.h. es koénnen
Konzentrationen anstelle von Aktivitidten verwendet werden.

e Gleichgewichtsparameter des SMA Modells sind konstant und unabhidngig von
Protein- und Salzkonzentration. Nicht-ideale Effekte wie Aggregation oder

Anderungen der tertiiren Struktur werden daher nicht beriicksichtigt.
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Im Falle von Makromolekiilen ist zu erwarten, daf} sterische und laterale Interaktionen eine
wichtige Rolle bei der Adsorption spielen (Li und Pinto, 1994). Brooks und Cramer fiihrten
daher einen sterischen Faktor op ein, mit der Hypothese, daB3 die sterische Behinderung
proportional zur adsorbierten Konzentration des Proteins ist (Brooks und Cramer, 1992).

Der stochiometrische Austausch von Proteinen und austauschbaren Salzionen kann dargestellt

werden als:
c, +v,Q, & Q, +v,C, (2-13)

mit der Konzentration an Protein und Salzionen in der mobilen Phase c, und c,, der

charakteristischen Ladung v, und der gebundenen Konzentration an Protein und Salzionen Q,
und Q,.

Die Gleichgewichtskonstante K,, fiir diesen Prozef3 ist definiert als:

()" _
K, —(Cp }[QJ (2-14)

Die totale Konzentration an sterisch behinderten Salzionen Q,’, die nicht fiir einen

Ionenaustausch verfiigbar sind, ist:
Q.'=0:Qp (2-15)

mit dem sterischen Faktor o,
Nach Adsorption des Proteins ist die totale Konzentration an gebundenen Salzgegenionen

gegeben als:

Qasotar = Qa +05Qp (2-16)
Die Einhaltung der Elektroneutralitit auf der Stationdrphase bedingt:

A=Q, +(vp, +0,)Qp (2-17)

mit der totalen ionischen Kapazitit A.
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Substituiert man Gleichung 2-17 in 2-14 und formt nach cp um folgt:

Asm]
Ke NA=(Vp +05)Qp

Bei bekannter Mobilphasenkonzentration und totaler ionischen Kapazitit wird die

Gleichgewichtskonzentration an adsorbiertem Protein implizit durch Gleichung 2-18 definiert.
Das SMA Modell kann als einfache Expansion der Gleichungen 2-13 — 2-18 fiir
Multikomponentensysteme angepasst werden. Fiir ein System mit N Proteinen und einem
Salzgegenion kann der stochiometrische Austausch eines jeden Proteins mit dem Salz

beschrieben werden als:
Cpy +Vp,Q, & Qp, +vp, €, flrP,1 bis PN (2-19)

mit den Gleichgewichtskonstanten:

CVP,I
Kp, =——"— fiir P,1 bis P,N (2-20)
CP,IQaP.l

Die Elektroneutralititsbedingung fiir N+1 Komponenten im SMA Modell liefert:

A=Q, + > (Vo +Ton Qo (2-21)

2-20 und 2-21 bilden N+1 Gleichungen, die implizit ein Multikomponentengleichgewicht fiir
N Proteine und ein Salzgegenion definieren.

Zusammenfassend gibt Abb. 2.11 einen schematischen Uberblick des SMA Modells:
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ausgetauschte Salzionen

Abbildung 2.11. Schematische Darstellung der Proteinadsorption auf einem lonentauscher nach dem
SMA Modell.

Die charakteristische Ladung v stellt die durchschnittliche Anzahl an Bindestellen mit der
Stationdrphase dar. Der Gleichgewichtsparameter K ist ein MaB fiir die Bindungsaffinitét des
Proteins auf der Stationdrphase und der sterische Faktor c ist eine Kennzahl fiir den Grad der

sterischen Behinderung der gebunden Gegenionen durch das Protein.
2.7.3 Bestimmung der SMA Parameter

Fiir die Bestimmung einer SMA Isotherme werden die Salzkonzentration und totale ionische
Kapazitit A sowie die drei Parameter K, v und o fiir jedes Protein bendtigt. Ein Satz von
SMA  Parametern beschreibt die  Adsorptionsisotherme bei  unterschiedlichen
Salzkonzentrationen fiir einen pH-Wert. Eine Anderung des pH-Wertes bedeutet einen neuen
SMA Parametersatz. Die SMA Parameter werden eingeteilt in die linearen Parameter v und
K, sowie den nicht-linearen Parameter o. Fiir eine einzige Komponente unter linearen

Bedingungen ist der Kapazitétsfaktor k’ definiert als (Wankat, 1994):

K'= 'B[&J - =ty (2-22)

Co t,
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mit dem Phasenverhiltnis [, der Retentionszeit tg und der Retentionszeit eines nicht-

bindenden Molekiils ty. Unter linearen Bedingungen kann der Kapazititsfaktor geschrieben

werden als:
k'= pK (AJ (2-23)
CA

Nimmt man den Logarithmus auf beiden Seiten von GI. 2-23 ergibt sich:

logk'=1log(pK A")—-vlogc, (2-24)

Bei Auftragung von k’ gegen log(ca) ist die Steigung —v und der y-Achsenabschnitt
log(BKA"). Die linearen Parameter konnen demnach durch isokratische Elutionen bei
unterschiedlichen Salzkonzentrationen bestimmt werden (Brooks und Cramer, 1992).

Neben der isokratischen Methode konnen die linearen SMA Parameter, in Abwandlung der
Methode von Parente und Wetlaufer (Parente und Wetlaufer, 1986), aus
Gradientenexperimenten bestimmt werden. Das Retentionsvolumen Vg wird in Gleichung 2-
25 mit der initialen und finalen Salzkonzentration des Gradienten (cai, Car), dem
Gradientenvolumen (Vg), dem Sédulentotvolumen (V4) und den linearen SMA Parametern (v

und K) in Verbindung gebracht:

1
V, KeA"(v+1)(c,, —cC,. (ﬁj
VR — C;/’-:-l + d ( )( a,f a,l) —Ca’i VG (2_25)
Vs (Cat —Cai)

mit der Sdulenporositét €. Vg wird dabei um die Gradientenverzogerung korrigiert. Gleichung
2-25 kann fiir mindestens zwei verschiedene Gradienten nach v und K geldst werden (Shukla
etal., 1998).

Der sterische Faktor ¢ kann nur unter nicht-linearen Bedingungen bestimmt werden, nachdem
die linearen Parameter gemessen wurden (Brooks und Cramer, 1992). 1.d.R. wird eine
Durchbruchskurve zur Bestimmung von o durchgefiihrt. Das Durchbruchsvolumen Vj eines

Proteins kann mit der adsorbierten und mobilen Konzentration in Verbindung gesetzt werden

(Wankat, 1994):
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V, =V, (1 + ﬂf—PJ (2-26)

P,f

wobei Vo das Durchbruchsvolumen einer nichtretadierten Species und cpr die
Proteinkonzentration in der Ausgangslosung ist. Formt man Gleichung 2-18 nach K um und

substituiert Gl. 2-26 in GI. 2-18 erhilt man:

K =1[V—B— J CC (2-27)
A

o= P A—Ca(ijv -V (2-28)
Cp ¢ 11 K
mit
Ve _ -
-y o

Mit Gleichung 2-28 und 2-29 kann o iiber das experimentell bestimmte Durchbruchsvolumen

berechnet werden.

2.7.4 Transportmodelle in der lonenaustauschchromatographie

In Abbildung 2.12 sind die verschiedenen Stofftransportphinomene in der Chromatographie
dargestellt. In einem chromatographischen System kann man drei Zonen der mobilen Phase
unterscheiden: der interpartikuldre Bereich, durch den die mobile Phase konvektiv flieBen
kann, eine ruhende Schicht um die Partikel und der intrapartikuldre Raum. In nicht-perfusiven
Partikeln bewegt sich die intrapartikuldre mobile Phase nicht konvektiv. Im interpartikuldren

Raum kommt es durch Eddy Diffusion, axialer Diffusion und einer nicht-idealen
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Pfropfenstromung zur Bandenverbreiterung (Abb. 2.12-E) (Guiochon und Lin, 2003). Diese
Effekte werden in einem axialen Dispersionskoeffizienten zusammengefasst. Filmdiffusion
(Abb. 2.12-D) wird durch einen Filmtransportwiderstandskoeffizienten représentiert. Im
intrapartikuldren Raum ist die langsame Porendiffusion (Abb. 2.12-A), evtl. vorhandene
Oberflachendiffusion (Abb. 2.12-B) und langsame Ad- und Desorptionskinetik (Abb. 2.12-C)
fir die Bandenverbreiterung verantwortlich (Guiochon wund Lin, 2003). Diese
Stofftransportphdnomene, zusammen mit den Effekten der Adsorptionsisotherme, fiihren zu
Peakverbreiterungen und —asymmetrien. Letztendlich fiihren diese Effekte zu einer
Verringerung der Effizienz, Ausbeute, Reinheit und Produktivitit (Guiochon und Lin, 2003;
Ladish, 2001).

Eine Beschreibung dieser Faktoren in Form eines Modells ermdglicht die Simulation
chromatographischer Trennungen und erdffnet die Moglichkeit, basierend auf physikalischen
Parametern, Trennungen zu simulieren und zu optimieren. Dieses Vorgehen reduziert die
Anzahl der notwendigen Versuche und die Entwicklungszeit fiir eine praparative Trennung
und gibt quantitative Einblicke in die EinfluBgroBen chromatographischer Verfahren.

Neben den Einfliissen der Nichtlinearitdt von Adsorptionsisothermen stellen die komplexen
Stofftransportvorgdnge  den  Hauptgrund  fiir ~ Schwierigkeiten = im  Scale-Up
chromatographischer Trennprozesse dar (Guiochon und Lin, 2003; Ladish, 2001).

2.7.5 Allgemeines Geschwindigkeitsmodell

Es existieren Modelle zur Beschreibung der Stofftransportphdnomene in der (Ionenaustausch-)
chromatographie. Die allgemeinen Geschwindigkeitsmodelle (engl. general rate models,

GRM) beriicksichtigen alle Stofftransporteinfliisse, d.h. Dispersion, Filmdiffusion und
intrapartikuldren Stofftransport separat und stellen die vollstindigsten Beschreibungen
chromatographischer Trennungen dar. Je nach Bedeutung fiir den jeweiligen ProzeB3, kann der
intrapartikuldre Stofftransport in Form der Porendiffusion, Oberflichendiffusion oder
Kombinationen von beiden Arten formuliert werden. Haufig wird fiir Proteine nur die

Porendiffusion in das GRM eingeschlossen.
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v

Abbildung 2.12. Schematischer Teilausschnitt einer geckten Séule mit pordsen Partikeln. Darstellung
der Stofftransportvorgange und HaupteinflussgréRen der Bandenverbreiterung in gepackten Sdulen. A
Porendiffusion. B Oberflachendiffusion. C Sorptionskinetik. D. Filmdiffusion. E Eddy und axiale
Diffusion.

2.7.5.1 Stoffbilanz fur die Bulkphase

In Abb. 2.13 ist ein differentielles Volumenelement der Bulkphase mit axialer Lénge dz
abgebildet. Konvektive und dispersive Fluxe (j. und j¢) treten dem Element in z bei und
verlassen es bei z+dz. Zusitzlich findet Filmtransfer zwischen der Bulkphase und der

Porenfliissigkeit am Partikelrand in Form des Fluxes js statt.
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Porenflissigkeit an der
Partikeloberflache

A
IE
b o Film
Bulkphase
\\

jC‘z —_—> — jc‘z+dz
je‘z —> — > je‘z+dz

I |

Z z+dz

Abbildung 2.13. Schematische Darstellung eines differentiellen VVolumenelements in der Bulkphase mit
konvektivem Flux j., dispersivem Flux j. und Filmdiffusionsflux in ein Partikel j;. Verandert aus:
Subramanian (1998).

Eine Stoftbilanz im differentiellen Volumen fiir eine Komponente mit Bulkkonzentration cg

liefert:
oc, o o .
Ee Adz—= = geA( Jc|z - JC|z+dz) + geA( Je|z - Je|z+dz) - wAdZJf (2'30)
at — I _/
Y Y
Akkumulation Konvektion Dispersion Filmtransport

mit der Sdulenquerschnittsfliche A, dem Partikeloberflichen-zu-Volumen Verhéltnisses ®
und der externen Porositit ..
Die Fliissigphase tritt in die Sdule mit einer volumetrischen FlieBgeschwindigkeit ein. Die

effektive, interpartikuldre FlieBgeschwindigkeit v ist definiert als:

Vv

V=—
Ae,

(2-31)

mit der volumetrischen FlieBgeschwindigkeit V .

Der konvektive Flux wird dann beschrieben durch:
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jo =VeCq (2-32)

Dispersion ist eine Funktion der Geschwindigkeit der Bulkphase und der Reynoldszahl. Im
Gegensatz zu diffusiven Effekten, wirkt Dispersion auf alle Komponenten gleich (Cussler,
1997). Der Dispersionskoeffizient E ist daher identisch fiir jede Komponente. Die Struktur
des Dispersionsflux ist identisch mit dem Fick’schen Gesetz (vgl. Kapitel 2.5):

=% (2-33)
oz

Der diffusive Flux durch den statischen Film um die Partikel wird als quasi-stationér
angenommen. D.h. die Massenspeicherfunktion des Films wird ignoriert. Der Flux durch den
Film wird durch den Stofftransportwiderstandskoeffizient ks und der Konzentrationsdifferenz

zwischen Bulkphase cg und Porenfliissigkeit cp am Partikelrand bestimmt:
Ji () =k (cg—Cp|.) (2-34)
2.7.5.2 Stoffbilanz fur die Partikelphase

In Abb. 2.14 ist ein differentielles Volumenelement der Partikelphase in Form einer
kugelférmigen Schale abgebildet.
Das Volumen dV ist gegeben als:

dv :§7r((r+dr)3 —r’) (2-35)
und die Oberflachen Alr und AIr+ o sind definiert als:
A =4’ (2-36)

A|r+dr = 4ﬂ(r + dr)z (2'37)
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Partikel

! Porenfllssigkeit

Festphase

—_— jd‘

r+dr

r r+dr

Abbildung 2.14. Schematische Darstellung eines differentiellen VVolumenelements an Position r bis r+dr in
der Partikelphase mit diffusivem Flux j4. Mit Volumen dV der kugelférmigen Schale und Partikelradius
R. Die VergroRerung (rechts oben) stellt einen Teil der porésen Matrix innerhalb der kugelférmigen
Schale dar. Darunter (rechts unten) eine Ersatzschaltung der porésen Matrix mit pseudo-homogener Fest-
und Porenphase. Verandert aus: Subramanian (1998).

In Abb. 2.14 ist ein Teil des Volumenelements vergroBert dargestellt. Die Porenfliissigkeit
und die Festphase konnen jeweils als homogene Phase angesehen werden. Der diffusive Flux
ist jg. Eine Stoftbilanz mit der Porenkonzentration cp und der adsorbierten Konzentration gp

im differentiellen Volumenelement liefert:

oCp 09, . .
dV(&'i?-i-(l—Si) ot j:_gi(A|r+dr Jd|r-¢-dr _A|r Jd|r) (2-38)
— U -
—~ —~
Akkumulation Diffusion

mit der internen Porositét &;.
Da die Porenfliissigkeit tiber die Adsorptionsisotherme mit der adsorbierten Phase gekoppelt
ist, kann sie als quasi-homogene Phase angesehen werden. Die Form des diffusiven Fluxs

stellt sich wie folgt dar:
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. ac,
__p%e 2-39
Jg e (2-39)

2.7.5.3 Simulation chromatographischer Trennungen tber GRM

Fiir die Berechnung der komplexen, nicht-linearen Differentialsgleichungssysteme eines
GRM stehen keine analytischen Losungen zur Verfligung, sodall generell numerische
Verfahren Verwendung finden, um allgemeine Geschwindigkeitsmodelle zu 16sen (Guiochon
und Lin, 2003).

In dieser Studie werden Simulationen unter adsorptiven Wechselwirkungen nur auf dem
Einzelpartikelniveau durchgefiihrt (basierend auf dem SMA Modell), sodall die Effekte der
Dispersion und Konvektion nicht berticksichtigt werden miissen. Als Startbedingungen wird
die Salzkonzentration innerhalb des Partikels auf die Puffersalzbedingungen gesetzt (Partikel
ist equilibriert) und der Partikel ist frei von Proteinen (Beladung hat noch nicht
stattgefunden). Als Parameter werden der Filmdiffusionskoeffizient, der intrapartikulire
Diffusionskoeffizient, die Partikelporositit und totale ionische Kapazitit sowie die SMA
Parameter der jeweiligen Proteine benoétigt. Zusidtzlich wird auch die Ad- und
Desorptionsgeschwindigkeit ~ der  Proteine  beriicksichtigt. Das  Losen  der
Differentialgleichungssysteme fiir ein 2-Komponentengemisch mit hinreichender Orts- und
Zeitauflosung liber die gesamte Sdulenldnge ist in der derzeitigen Implementierung des
Sdulenmodells auf herkommlichen Personal Computern nur mit erheblichem zeitlichen
Aufwand l6sbar, soda3 nur Prozesse auf dem Einzelpartikelniveau modelliert werden.

Fiir die Simulation von SEC Trennungen wurden die intrapartikuléren Transportprofile nicht
diskret modelliert, sondern nur die Proteinverteilung zwischen der mobilen und der Festphase
iiber die Sdulenlédnge. Die Startbedingungen sind hierbei, daB3 die Sdule frei von Protein ist.
Bei der Simulation muf3 der Verteilungskoeffizient (iiber die Porositéten), der intrapartikulére
Diffusionskoeffizient, die Dispersion und Konvektion beriicksichtigt werden. Aufgrund der
fehlenden Adsorption und der vereinfachten Berilicksichtigung der intrapartikuldren
Diffusionsvorginge benétigt die Losung der Transportgleichungen weniger Rechenressourcen
und kann auf herkoémmlichen Personal Computern fiir die Simulation der gesamten

Sdulenlédnge durchgefiihrt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Die folgenden Chemikalien wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Alle Ldsungen, die
Wasser enthalten, wurden mit entsalztem, gereinigtem und gefiltertem Wasser aus einer

Milli-Q Academic Anlage (Millipore) angesetzt. Entsalztes Wasser wurde nur zur

Oberflachenreinigung von Geraten verwendet.

Bezeichnung Hersteller
Aceton KMF Laborchemie
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA

Ethanol absolut
Essigsaure

KMF Laborchemie
KMF Laborchemie

Natriumhydroxid (NaOH) Merck KGaA
Natriumacetat Merck KGaA
Natriumchlorid (NaCl) KMF Laborchemie
Natriumphosphat (NaH,PO,) Merck KGaA
Natriumphosphat (Na,HPO,) Merck KGaA
TRIS Merck KGaA
Phosphorséure Merck KGaA
Kaliumnitrat (KNO3) Merck KGaA
Methanol Merck KGaA
Blue Dextran (BlueDex) Sigma-Aldrich
Isopropanol HPLC grade Riedel-de-Haen
Salzsédure (HCI) Merck KGaA
Phenolphthalein Merck KGaA

3.1.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Die folgenden Fluoreszenzfarbstoffe wurden in dieser Arbeit verwendet:

Name (Abkiirzung) Hersteller Typ Artikelnummer
Alexa 488 Fluor (A488) Molecular Probes NHS Ester A20100
BODIPY FL SE (BODIPY) Molecular Probes NHS Ester D2184

Cy3 GE Healthcare NHS Ester PA13104

Cyb GE Healthcare NHS Ester PA15104
Atto635 Atto-Tec GmbH NHS Ester AD 635-35
Fluorescein (FL) Sigma-Aldrich Carboxylgruppe 46955
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3.1.3 Proteine

Name (Abkiirzung) Hersteller Artikelnummer
bovines a-Chymotrypsinogen A (CTG) Worthington Biochemicals LS005623
porcines y-Globulin (GGB) Sigma-Aldrich G2512

ovines Lysozym (LYS) Merck KGaA 105281

bovines B-Lactoglobulin (BLG) Sigma-Aldrich L3908
Ovalbumin (OVA) Sigma-Aldrich A5503
Ovotransferrin (OVT) Sigma-Aldrich C0755

bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich A6003

Alle Proteine lagen als Lyophilisat vor und wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet.

3.1.4 Festphasen

Name Hersteller Artikelnummer

SP Sepharose FF GE Healthcare 17-0729-01

SP Sepharose XL GE Healthcare 17-5073-01

Q Sepharose FF GE Healthcare 17-0510-01

Q Sepharose XL GE Healthcare 17-5072-01

Capto Q GE Healthcare 17-5316-10

Sepharose 6 FF GE Healthcare 17-0159-01

Superose 12 prep grade GE Healthcare 17-0536-01

Superdex 200 prep grade GE Healthcare 17-1043-10

Sephadex G-25 superfine GE Healthcare 17-0031-01

Sephadex G-15 GE Healthcare 17-0020-01

3.1.5 Gerate

Typ Bezeichnung Hersteller
pH-Meter pH520 WTW
pH-Elektrode Inlab 408 Mettler-Toledo
Laborwaage Laboratory LC 6200D Sartorius
Tischzentrifuge Microcentrifuge MC-13 Millipore
Kihlzentrifuge 5180R Eppendorf
Vakuumpumpe MPC 101 Z liImvac
Mikrofilter Super 200 0.2 um 47 mm Pall
Glasfilterfritte Porositat 4 Robu
Magnetrihrer MR 3000 Heidolph
Vortexer VF2 IKA Labortechnik VF2
Vakuumfilter Reusable Bottle Top Filter Unit Nalgene
Probeninjektor 77251 Rheodyne
Deckgléser Superior Deckglaser No.1 Marienfeld
Mikrotiterplatten Glass Bottom 7706-1365 Whatman
Mikrotiterplatten F96 Microwell 236105 Nunc
Mikroskop Axiovert 200M Zeiss
Konfokales System LSM 510 Zeiss

Chromatographiesystem
Superloop

Superloop

Microvials
Elektronischer Dispenser
Pipetten fiir Multipette

Akta Basic 10

10 ml (18-1113-81)

50 ml (18-1113-82)

PP; 0.3 ml mit Schnappring
Multipette Pro

Combitips pro

GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
VWR
Eppendorf
Eppendorf
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Zentrifugenultrafilter Omega UF 10 kDa Pall
Zentrifugenultrafilter Omega UF 30 kDa Pall
Zentrifugenultrafilter Vivaspin 4 PES 50 kDa Vivascience
Spritzenvorsatzfilter Acrodisc oder Millex GP (0.22 um)  Pall oder Millipore
Photometer Cary 50 Bio UV-VIS Varian
Fluoreszenzspektrophotometer Cary Eclipse Varian

3.1.6 Shimadzu HPL.C System

Typ Bezeichnung
Fluoreszenzdetektor RF-10AXL
HPLC Systemcontroller SCL-10Avp
Leitfahigkeitsdetektor CDD-10Avp
Séaulenofen CTO-10ACvp
Diodenarraydetektor SPD-M10Avp
Autoinjektor SIL-10ADvp
HPLC Pumpen LC-10ADvp

Soweit nicht anders erwahnt wurden alle Mikroreaktionsgefalie, Pipetten und Pipettenspitzen
von Eppendorf bezogen. Alle Glasflaschen und —becher waren von Schott, sowie Mel3zylinder
und Plastikbecher von VWR. Spritzen und Einmalkanilen wurden von Terumo und B.Braun
verwendet und EinmalplastikgeféaRe (,,Falcon Tubes®) mit 15 oder 50 ml Inhalt wurden von
Greiner bezogen. HPLC Fittings und Schlauche wurden von GE Healthcare und Upchurch

Scientific verwendet.

3.2 Methoden

3.2.1 Puffer

Alle Puffer wurden mit entsalztem, gereinigtem und gefiltertem Wasser aus einer Milli-Q
Academic Anlage (Millipore) angesetzt (siehe Tabelle 3.1). Ebenso wurden alle
Pufferldsungen nach Solubilisierung der Puffersubszanzen und Einstellung des pH-Wertes mit
einem 0.2 pum Mikrofilter (Pall), der in einer Vakuumfilteranlage (Nalgene) installiert war,
gereinigt. Nach Gebrauch wurden Pufferlosungen bei 4°C im Dunkeln gelagert und vor
Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht. Alle Pufferlésungen wurden vor jedem Einsatz unter
Vakuum (Ismatec) im Ultraschallbad (Bransonic) entgast.

Die Puffer wurden u.a. mit unterschiedlichen Konzentrationen von NaCl angesetzt. Die
Puffersubstanzen wurden als Feststoff in geeigneten Behéltern vorgelegt und in 95% des
totalen Volumens unter Ruhren und pH-Kontrolle aufgeldst. Nach vollstandiger Auflésung
wurde der pH-Wert eingestellt. Zur pH-Titration wurde NaOH (2 oder 10 M) oder HCI



3 Material und Methoden 43

(10%ig v/v) verwendet. Nach pH-Korrektur wurde das finale Volumen in einem Mef3zylinder

eingestellt und der Puffer in geeignete Glasbehalter aliquotiert.

Tabelle 3.1. Zusammensetzung der verwendeten Puffer.

Typ pH Saure ¢ [mol/l] Base ¢ [mol/l] lon
Phosphat (20 mM) 7.0 H,POy 0.0048 HPOZ” 0.0076 Na*
Phosphat (50 mM) 7.0 H,POy 0.0121 HPOZ 0.0189 Na*
Phosphat (100 mM) 7.0 H,POy 0.0242 HPOZ 0.0379 Na*
Phosphat (10 mM) 6.0 H,PO5" 0.0078 HPO,> 0.0011 Na*
Phosphat (20 mM) 6.0 H,PO5" 0.0156 HPO,> 0.0022 Na*
Phosphat (50 mM) 6.0 H,PO5" 0.0390 HPO,> 0.0055 Na*
Phosphat (50 mM) 12.0 HPO,* 0.0052 PO3* 0.0057 Na*
Acetat (50 mM) 4.0 CH3;COCOH 0.3155 CH;COO™  0.05 Na*
Acetat (20 mM) 5.0 CH3;COCOH 0.0126 CH3;COO™  0.0200 Na*
TRIS (20 mM) 7.5 TRIS-HCI 0.0200 TRISbase  0.0048 Ccr

3.2.2 UV-VIS Spektroskopie

UV-VIS Spektroskopie wurde zur Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen auf einem
Cary 50 System (Varian) eingesetzt. Alle  Untersuchungen  wurden in
Einmalhalbmikrokiivetten (Brand), die fir Analysen im UV-Bereich geeignet sind,
durchgefihrt. Das totale Volumen in der Kivette betrug mindestens 450 pl aufgrund der
Strahlengeometrie des Systems. Die Schichtdicke betrug immer 1 cm. Alle Losungen wurden
bei Raumtemperatur gemessen. Fir jede Wellenldnge wurde ein Nullabgleich mit der reinen
Pufferlosung, in dem die Probe gelost war, durchgefihrt. Alle Messungen wurden dreifach
durchgefiihrt. Der lineare Arbeitsbereich eines Spektrophotometers ist geratespezifisch und
muB vor einer Konzentrationsmessung bekannt sein. Abb. Anhang 7-1 zeigt eine Auftragung
der Absorption bei 280 nm gegen die Proteinkonzentration fur CTG in Einmalplastikkiivetten
im Cary 50 Spektrophotometer. Der lineare Bereich erstreckt sich bis zur gemessenen
Konzentration von 1 mg/ml bei einer Absorption von 1.65. In dieser Studie wurden Proben ab
einer gemessenen Absorption von 0.8 verdinnt, sodal immer im linearen Arbeitsbereich
gearbeitet wurde. Die Berechnung der Konzentrationen fir die jeweiligen Substanzen erfolgte
anhand der Extinktionskoeffizienten, die in Tabelle 3.2 aufgefiihrt sind. L6sungen, die
Proteine und Fluoreszenzfarbstoffe enthielten, wurden bei 280 nm und dem jeweiligen
Absorptionsmaximum des Farbstoffes gemessen. Fir die Konzentrationsbestimmung der
Biokonjugatlésungen uber die Absorption bei 280 nm wurde die Absorption des Farbstoffes
bei der gleichen Wellenlange tiber einen Korrekturfaktor beriicksichtigt (Tabelle 3.2). Fir die
Konzentrationsbestimmung wurde angenommen, dal3 sich die Pufferzusammensetzung und
Biokonjugation nicht auf die Extinktionskoeffizienten oder Absorptionsmaxima der Proteine

oder Farbstoffe auswirken
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Tabelle 3.2. Spektroskopische Eigenschaften der verwendeten Proteine und Fluoreszenzfarbstoffe.

Substanz Extinktionskoeffizient [I/(mol cm)] Korrektur-  Quelle

faktor
LYS 37681 - Handbook of Biochemistry
CTG 51000 - Worthington Biochemicals
BLG 14638 - Handbook of Biochemistry
OVA 24360 - Handbook of Biochemistry
BSA 43890 - Handbook of Biochemistry
ovT 83411 - Handbook of Biochemistry
GGB 224000 - Handbook of Biochemistry
A488 71000 0.11 Molecular Probes
Atto635 120000 0.10 Atto-Tec GmbH
Cy3 150000 0.08 GE Healthcare
Cyb 250000 0.05 GE Healthcare
BODIPY 68000 0.04 Molecular Probes

3.2.3 Biokonjugation

Vor der eigentlichen Biokonjugation wurden die Fluoreszenzfarbstoffe, die als Feststoff
vorlagen, in wasserfreiem DMSO gel6dst (20 mg/ml), zu je 10 ul Portionen in 1.5 oder 2 ml
ReaktionsgefalRen aliquotiert und bis zum Einsatz bei -20°C im Dunkeln gelagert. Die
Biokonjugation erfolgte mit NHS Ester aktivierten Fluoreszenzfarbstoffen in einem
Phosphatpuffer (50 mM) bei pH 7.0 fir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln. Die
Konjugationsreaktion wurde durch Mischen des Farbstoffaliquots (10 pl) mit der
Proteinlosung (1200 pl) gestartet. Die Durchmischung wurde durch mehrmaliges Invertieren
des Reaktionsgeféales sichergestellt. Die eingestellte Proteinkonzentration richtete sich nach
Art des Proteins und des gewinschten Substitutionsgrad. In Tabelle 3.3 sind die typisch

verwendeten Konzentrationen aufgelistet.

Tabelle 3.3. Eingesetzte Proteinkonzentration wahrend der Biokonjugation und typisches erzieltes DOL.

Protein Konzentration [mg/ml] typisches DOL
LYS 10 0.23
CTG 25 0.20
BLG 18 0.13
OVA 47 0.08
BSA 68 0.14
ovT 50 0.24
GGB 50 0.51

Im AnschluR an die Reaktion wurde die Proteinlésung (1 ml) Uber einen
groRenausschluBchromatographischen Schritt vom unkonjugierten Farbstoff getrennt. Die
praparative Trennung erfolgte mit Sephadex G-25 Superfine oder G-15 in einer
selbstgepackten XK16/20 Saule (GE Healthcare) auf einem Akta Basic 10 oder Shimadzu
HPLC System. Die Eigenschaften der Festphase gewahrleistet einen Ausschluss der Proteine,

Biokonjugate und generell Molekulen mit einem Molekulargewicht >5 kDa (G-25) oder 1.5
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kDa (G-15) vom intrapartikularem Raum. Das Biokonjugat eluiert im Totvolumen der Saule
und die Farbstoffe eluieren zu einem spéateren Zeitpunkt. Die Trennung ist visuell sichtbar
durch die Enstehung zweier gefarbter Banden innerhalb der gepackten Saule mit
unterschiedlicher Migrationsgeschwindigkeit. Die Fraktionierung erfolgte manuell anhand des
aufgenommenen Chromatogramms mit Detektion bei 280 nm und der Wellenldnge im
Absorptionsmaximum des jeweiligen Farbstoffs. Die einzelnen Verfahrensschritte sind in
Tabelle 3.4 ausfihrlich dargestellt:

Tabelle 3.4. Programm zur Aufreinigung von Biokonjugaten mittels GréRenausschlulichromatographie.

Schritt Modus FlieBgeschwindigkeit Dauer / Volumen mobile Phase
Equilibrierung isokratisch 90 — 149 cm/h 2¢cv finaler Puffer
(variabel)

Probeninjektion Loop (1 ml) 90 - 149 cm/h 5ml finaler Puffer
Elution isokratisch 90 — 149 cm/h 15cv finaler Puffer
Fraktionierung manuell mit 90 - 149 cm/h 5-7ml finaler Puffer

Detektion bei 280

nmund

Farbstoffwellenlange
Regeneration Stufengradient 90 - 149 cm/h 2 bis 10 cv 0.1 M NaOH

(0%->100%)

Die Konzentration des Farbstoffes Crarbstorr Wird berechnet nach Gleichung 3-1:

Farbstoff
(Al ’ fFarbstof‘f )

p— max
CFarbstoff - Farbstoff d (3'1)
&; :

mit  Verdunnungsfaktor f, Absorption A (am Absorptionsmaximum), molarer

Extinktionskoeffizient & (am Absorptionsmaximum) und Schichtdicke d

Die Proteinkonzentration Cprotein Wird nach Gleichung 3-2 berechnet:

Pr otein Farbstoff
c _ (A280 ’ fPr otein) - kFarbstoff (A280 ' fFarbstoff ) (3 2)
Protein Protein d
€280

mit dem Korrekturfaktor Kramstore fUr die Absorption des Fluoreszenzfarbstoffes bei 280 nm.
Das DOL berechnet sich entsprechend (Gleichung 3-3):

C
DOL — garbstoff (3_3)

Protein
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Die Anwendung von Gleichung 3-1 bis 3-3 gilt nur im linearen Arbeitsbereich des
Spektrophotometers und bei Abwesenheit von unkonjugierten Farbstoffmolekilen.
Proteinlésungen mit einem definierten D/P-Verhaltnis wurden durch Mischung der nativen
Protein-, der Biokonjugat- und Pufferlosung hergestellt. Die Volumina berechnen sich nach
Gleichung 3-4 bis 3-6:

(V) -DIP

Viey = 3-4
konj Ckonj . DOL ( )
(C esV es) - (C on'V on')
nativ = oo (3'5)
Cnativ
VPuffer =Vges _Vkonj _Vnativ (3'6)

mit dem VVolumen der Biokonjugatlésung Vienj, der Gesamtlosung Vges, dem nativem Protein
Vhativ Und dem Puffervolumen Vpysrer, SOWie der Konzentrationen des Biokonjugats Cionj, der

Gesamtproteinkonzentration Cges und des nativen Proteins Cpaiv.

3.2.4 Parameterbestimmung von chromatographischen Systemen und gepackten Saulen

Das Systemvolumen chromatographischer Anlagen wurde (ber Retentionsversuche
analysiert. Die Bestimmung erfolgte durch Injektion von 10 pl einer 10 %igen (v/v)
Acetonlosung oder einer 1 M KNOj3 Lésung durch die chromatographische Anlage ohne
Saule mit anschliellender Detektion bei 280 nm. Die Totzeit wurde ber die Retentionszeit
des Peaks bestimmt. Die Gradientenverzdgerung der Shimadzu HPLC Anlage wurde durch
einen Stufengradienten von 100 % Puffer auf 50 % Nitratldsung (s.0.) ermittelt.

Die Totzeit vom Superloop bis zum S&ulenkopf wurde durch Injektion von Fluorescein
Losung in Puffer (1.10° M in Phosphat, 50 mM, pH 7.0) mit gleichzeitiger
Fluoreszenzmessung mittels CLSM am Saulenkopf direkt im Bett bestimmt. Dabei wurde der
Fokus des CLSM auf die Bulkphase des gepackten Bettes eingestellt (vgl. 3.4.1) und im
Abstand von 1 s konfokale Aufhahmen mit Einstellungen fir Fluorescein (vgl. Tabelle 3.8)
durchgefihrt.

Das totale Sdulenvolumen V1o wurde bei bekanntem Sédulenradius r (Herstellerangaben)
durch die Messung der Lange des gepackten Betts L nach Gleichung 3-7 bestimmt:
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V.

o = LPCT (3-7)
Das Bettvolumen der Tricorn 5/50 Saule mit SP Sepharose FF ist 1.15 ml und mit SP
Sepharose XL 1.1 ml sowie 0.48 ml fiir die Tricorn 5/20 Saule mit SP Sepharose FF und SP
Sepharose XL.

Die Bestimmung der Porositaten erfolgte durch Retentionszeitmessungen mit Aceton bzw.
KNO; (s.0.) und Blue Dextran (2 mg/ml) auf Tricorn 5/50 oder 5/20 Sé&ulen. Die
chromatographische Bestimmung erfolgte durch Injektion von 10 pl Testlésung bei 76 cm/h
und Detektion bei 280 oder 635 nm. Nach Korrektur der Retentionszeiten mit den

Totvolumina des Systems ergeben sich die Porositaten folgendermalien:

VPore :VO _Ve; Ve :VBIueDex;Vs :VTotaI _VPore _Ve;VAd :VPore +Vs
VPore +Ve
& = V—
Total
VPore (3_8)
VAd
Ve
Ee =
V.

mit der totalen Porositat &, der internen Porositat ¢; (Partikelporositat) und der externen

Porositét . (Bulkporositat) sowie der folgenden Volumina:

Vpore Porenvolumen Vo Totvolumen

VBlueDex Elutionsvolumen Blue Dextran | V. Zwischenkornvolumen
Votal Séaulenvolumen Vs Festphasenvolumen
Vad Partikelvolumen

Die  Bestimmung der totalen ionischen  Kapazitit A  erfolgte  mittels
frontalchromatographischer Titration in einem chromatographischen System. Die gepackte
Saule wurde bei 76 cm/h mit gefiltertem Milli-Q Wasser fir 30 cv gespullt bis die
Leitfahigkeit einen Gleichgewichtszustand erreicht hatte (ca. 0 mS/cm im Akta Basic 10
System). Im AnschluB wurde ein Stufengradient mit verdiinnter Essigsaure in Milli-Q Wasser
(pH 3.0) fur 30 cv auf die S&ule aufgetragen, bis ebenfalls die Leitfahigkeit einen
Gleichgewichtszustand erreicht hatte. Die nicht-gebundene Essigsdure in der Sdule und den

Schlduchen wurde durch 10 cv gereinigtem Milli-Q Wasser entfernt. Im Anschlul} wurde die
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Séule mit einer 1 M KNO;3; Losung (pH 7.0) fir 20 cv durchstromt und das S&uleneluat
aufgefangen. Dem Eluat wurden 10 pl einer Phenolphthalein Lésung (10 mg/ml in Ethanol)
zugefiigt. Die Titration mit 0.01 M NaOH erfolgte unter Rihren mit einer Multipette
(Eppendorf) und das verbrauchte VVolumen der NaOH Losung (Vnaon) Wurde notiert. Die
totale ionische Kapazitét berechnet sich nach:

A= CNaOHVNaOH (3_9)
V.(1-¢&)

mit der Konzentration der NaOH L6sung Cnaon Und dem Séulenvolumen V..

3.2.5 Analytische GrofRenausschlusschromatographie

Analytische Trennungen von Biokonjugatlésungen bzw. reinem Farbstoff wurden auf zwei
verschiedenen Séaulen mit dem Shimadzu HPLC System durchgefiihrt: eine selbstgepackte
Tricorn 5/200 Saule mit Sepharose 6 FF und eine Superose 12 HR 10/30 S&ule. Die
Trennungen auf der Tricorn 5/200 S&ule wurden bei einer FlieRgeschwindigkeit von 153 cm/h
durchgefuhrt und die Trennungen auf der HR 10/30 S&ule bei 38 cm/h. Vor der
Probeninjektion wurde die Festphase mit dem Laufpuffer (Phosphatpuffer, 50 mM, pH 7.0,
200 mM NacCl) fur 2 cv equilibriert. Im Anschluf3 wurden 20 pl der zu untersuchenden Proben
injiziert und isokratisch eluiert. Das Programm ist in Tabelle 3.5 zusammengefasst. Die
Absorption des Séuleneffluents wurde bei 280 nm und dem Absorptionsmaximum des

verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes analysiert.

Tabelle 3.5. Programm zur analytischen GréRenausschlusschromatographie

Schritt Modus FlieBgeschwindigkeit Volumen mobile Phase
Equilibrierung isokratisch 153 cm/h (Superose 2¢cv Phosphat (50 mM,
Probeninjektion Autoinjektor 5/200); 38 cm/h (HR 20 pl pH 7.0, 200 mM
Elution isokratisch 10/30) 15cv NaCl)

3.2.6 Chromatograpische Bestimmung des Verteilungskoeffizienten K,

Die Bestimmung der Verteilungskoeffizienten K,, erfolgte analog der Methode in 3.2.5. Die
Totvolumina wurden analog zu 3.2.4 fir beide Sdulen bestimmt. Neben den
Biokonjugatproben wurden analog zu 3.2.4 Blue Dextran und KNO3; Ldsungen mit denselben
Einstellungen wie in 3.2.5 isokratisch eluiert. Der Verteilungskoeffizient K,y ist definiert als:
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_ VR _Vo

3-10
T (3-10)

otal
mit dem Retentionsvolumen Vg.
3.2.7 Parameterbestimmung fir SMA Isothermen

Die linearen SMA Parameter wurden durch Gradientenelutionen ermittelt und o mittels
Durchbruchskurve. Die Untersuchungen zu den linearen Parametern wurden mit
Biokonjugaten und die Durchbruchskurven mit nativem Protein durchgefihrt. Fur alle
Versuche zu den linearen Faktoren wurden selbstgepackte Tricorn 5/50 Séaulen mit den
jeweiligen Festphasen verwendet. Die Gradientenelutionen wurden nach folgendem Schema
durchgefunhrt (siehe Tabelle 3.6):

Tabelle 3.6. Programm zur chromatographischen Bestimmung der linearen SMA Parameter.

Schritt Modus FlieRgeschwindigkeit Dauer / mobile Phase
Volumen

Equilibrierung isokratisch 153 cm/h 2¢cv Bindepuffer

Probeninjektion Autoinjektor 153 cm/h 10 ul Bindepuffer

Elution linearer Gradient 153 cm/h 30, 60, 120, Bindepuffer auf

180 oder 240 Hochsalzpuffer
cv

Es wurden fur jedes Protein/Festphasen Paar flnf verschiedene Gradientenldngen verwendet.
Die Detektion erfolgte tiber 280 nm und der charakteristischen Wellenldnge des verwendeten
Farbstoffes. Die Retentionszeiten wurden um die Totzeit und Gradientenverzogerung
korrigiert (vgl. 2.7.3).

Fur die SMA Parameter des nativen Proteins wurde die Retentionszeit des grolRten Peaks im
280 nm Signal verwendet. Fir die SMA Parameter der Biokonjugate wurden die
entsprechenden Peaks aus dem Farbstoffwellenlangensignal bestimmt. Die Einstellung der
Integrationsparameter erfolgte in der Class-VP Software (Shimadzu) unter visueller Kontrolle
der integrierten  Chromatogramme. In  Tabelle 3.7 sind die jeweiligen
Untersuchungsbedingungen aufgefthrt. Mit Ausnahme von OVT wurden alle Versuche bei
einer Startsalzkonzentration von 50 mM durchgefuhrt. Aufgrund der geringen Retention bei
dieser Salzkonzentration wurde bei OVT mit SP Sepharose FF eine Startsalzkonzentration
von 20 mM und bei SP Sepharose XL eine von 10 mM verwendet. Die Gradienten wurden
alle bis zu einer Salzkonzentration von 500 mM gefahren.
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Tabelle 3.7. Experimentelle Bedingungen bei der Bestimmung der linearen SMA Parameter.

Protein Festphase pH-Wert Salzkonzentration [mM]
CTG SP Sepharose FF 7.0 50
CTG SP Sepharose XL 7.0 50
ovT SP Sepharose FF 6.0 20
ovT SP Sepharose XL 6.0 10

Nach Ermittlung der korrigierten Retentionszeiten wurden die Parameter v und K an das in
Kapitel 2.7.3 vorgestellte Modell mittels nicht-linearer Regression angepasst. Die Anpassung
erfolgte mit einem Matlab Programm, daR den Algorithmus ,fminsearch’ implementierte.

Fur die Ermittlung des sterischen Faktors wurde eine Durchbruchskurve mit dem nativen
Protein aufgenommen. Die Durchbriiche wurden auf einer selbstgepackten Tricorn 5/20 Saule
mit SP Sepharose FF oder SP Sepharose XL bei 76 cm/h durchgefuhrt. Die Proteinlésungen
wurden Uber einen 10 oder 30 ml Superloop auf die Sdule gepumpt. Im Falle von CTG wurde
eine Proteinkonzentration von 0.2 mM verwendet bei einer Salzkonzentration von 50 mM.
Bei OVT wurde eine Proteinkonzentration von 0.12 mM verwendet bei einer
Salzkonzentration von 20 mM. Das Durchbruchsvolumen wurde bei 10% des Signals der
Ausgangslosung bestimmt. Fur die Bestimmung des Durchbruchsvolumen wurde ein
anfanglicher Vordurchbruch, der auf nicht-bindende Komponenten in der Proteinlésung
zuritickzufuhren ist, von der Durchbruchskurve abgezogen. Der sterische Faktor wurde, wie in
Kapitel 2.7.3 beschrieben, unter Verwendung der vorher ermittelten linearen Parameter v und

K, berechnet.

3.2.8 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopische Bestimmung von Diffusionskoeffizienten

Die Messung des freien Diffusionskoeffizienten von Cy5-geféarbten Proteinen wurde mittels
FCS auf einem CLSM System nach der Methode von Bohmer et al. (2001) mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 3.5-10° M in einem Phosphatpuffer (pH 7.0, 25 mM, 200
mM NaCl) und einer Cy5 Konzentration von ~ 1 nM gemessen. Mit der FCS Methode
konnen nur relative Diffusionskoeffizienten bestimmt werden, weswegen fiir absolute Werte
der Diffusionskoeffizient von BSA aus der Literatur (Sober, 1970) als Referenzwert fiir alle

anderen Proteine verwendet wurde.



3 Material und Methoden 51

3.3 Mikrosaulen

3.3.1 Aufbau der Mikrosaulen

In dieser Studie wurden zwei verschiedene Mikroséulen verwendet mit sichtbaren
Séaulenlangen von 2 oder 47 mm. Ein Schema der Mikroséule ist in Abb. 3.1 dargestellt.

Bis auf die Séulenlange waren beide Mikrosdulen identisch aufgebaut. Die Kandle des
eingeklebten M6-zu-10-32 Fittings der 2 mm und 47 mm S&ule wurden aufgebohrt. Die
Kapillaren von der HPLC zur Mikroséule und von der Mikrosdule zum Detektor wurden (ber
die 10-32-zu-M6 Adapter mit 10-32 Fittings fir 1/16°" Kapillaren angeschlossen. Im Gewinde
des langen M6-zu-10-32 Adapters am Saulenende wurde eine Metallfritte eingelegt, gefolgt
von zwei O-Ringen zur Abdichtung, abgeschlossen vom 10-32-zu-M6 Fitting, das fir einen
ausreichenden Anpressdruck sorgte, sodass keine Partikel aus dem gepackten Bett entweichen
konnten. Am S&ulenanfang wurde die gleiche Konstruktion mit zwei O-Ringen ohne
Metallfritte eingesetzt.

Die Kanéle der Mikrosdulen mussten vor Gebrauch mit Deckglésern beklebt werden. Vor
dem Kleben wurde die Oberfldche unterhalb der Mikros&ule von Schmutz und Fett gereinigt
und mit Schmiergelpapier aufgeraut. Es wurde ein Zweikomponentenkleber auf Epoxidbasis
(UHU plus Endfest 300) nach Gebrauchsanleitung verwendet. Der Kleber wurde diinn auf die
Deckglaser aufgetragen und die Glaser zentriert Uber dem Kanal positioniert und leicht
angedruckt. Es wurde darauf geachtet, dal} zwischen Kanal und Kleberand ein Abstand blieb,
damit nach der Warmebehandlung kein Klebstoff im Kanal vorliegt. Die Mikroséule wurde

fiir 45 Minuten in einem Warmeschrank bei 70°C zur Aushértung des Klebers gestellt.
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Plexiglasblock Deckglas

weiblicher 10-32-
zu-mannlichem
M6 Adapter Partikelrtiickhaltung
Uber Metallfritte

Abdichtung tber
zwei O-Ringe

—

sichtbare Saulenldnge

\ langer weiblicher

‘ M6-zu-ménnlichem
10-32 Adapter
(modifiziert)

Abbildung 3.1. Schematischer Aufbau der verwendeten Mikrosdulen. Links Aufsicht, rechts seitliche
Ansicht. Grundmaterial aus Plexiglas. Deckglas von Marienfeld. Weiblicher 10-32-zu-mannlichem M6
Adapter von GE Healthcare. Langer weiblicher M6-zu-mannlichem-10-32 Adapter von Upchurch
Scientific.

3.3.2 Packen der Mikrosaulen

Die Mikroséulen wurden mit Adsorbersuspension tber 5 ml Spritzen gepackt. Vor dem
Packen wurde die Mikroséule mit der Fritte nach unten senkrecht fixiert und mit einer 5 ml
Spritze von unten mit Puffer durchstromt. Eine 10 %ige Festphasensuspension wurde in 1 M
NaCl angesetzt und mit einer 5 ml Spritze aufgezogen. Die Spritze wurde luftblasenfrei am
oberen Eingang der Mikroséule angeschlossen, wéhrend die Pufferspritze noch am unteren
Teil der Mikrosaule angeschlossen war. Die Suspension wurde in die Mikroséule injiziert und
das Aufbauen des gepackten Betts beobachtet. Beim Auftreten von Luftblasen wurde der
Packvorgang abgebrochen, die Festphase entfernt und die Prozedur wiederholt.

Fur die Diffusionsversuche (3.4.4) und die Durchbruchs- und Elutionsstudien (3.4.5 und
3.4.6) wurde die 2 mm Mikroséule mit Sepharose 6 FF bzw. SP Sepharose FF oder SP
Sepharose XL  verwendet. Die 47 mm  Mikrosdule wurde fir die
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groRenausschlusschromatographische Trennung mit Superdex 200 prep grade verwendet
(3.4.7).

3.3.3 Betrieb der Mikrosaulen

Im Anschlu® an den Packvorgang wurde entweder die Mikrosdule an das Shimadzu HPLC
System angeschlossen oder zur Lagerung die Anschliisse mit Blindstopfen verschlossen. Vor
jedem Anschliellen wurden die Kapillaren ohne Sdule mit einer 1 M NaCl Losung bei 1
ml/min gespilt um evtl. vorhandene Luftblasen zu entfernen. Die S&ule wurde dann bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 150 cm/h an das HPLC System angeschlossen bei gleichzeitiger
Vermeidung von Luftblaseneintrag. Aufgrund der geringen Drucktoleranz der Mikrosaulen
konnte am S&ulenende kein Restriktionsventil zur Stabilisierung der Basislinie und
Vermeidung von Luftblasen installiert werden. Im Laufe einiger Durchbruchsexperimente
kam es zum Auftreten von Luftblasen im DAD Detektor (sichtbar im Chromatogramm), die
durch Entkoppeln der Kapillare am Detektor und Durchspiilen der Messzelle mit wassriger
Methanollésung (50% (v/v)) entfernt wurden.

Der experimentelle Aufbau besteht aus Hochleistungspumpen, die mit Puffern oder
Reinigungslosung (0.1 M NaOH) gefullt waren, die Uber einen Mischer mit einem
Injektionsventil verbunden waren. Die Mikrosédule war auf dem CLSM Motortisch
positioniert. Fir die Diffusions- und Durchbruchsversuche (3.4.4-3.4.6) war ein Superloop
(10 ml) dber ein Injektionsventil in das System eingebunden. Fir die
groRenausschlusschromatographischen Trennungen (3.4.7) war statt des Injektionsventils ein
Autoinjektor vor der Mikroséule angeschlossen. Vom Injektionsventil bzw. Autoinjektor
fiihrte eine Kapillare zum Eingang der Mikrosdule und eine Kapillare am Mikroséulenende
fuhrte zum DAD Detektor. Die weitere Betriebsweise wird in den folgenden Unterkapiteln
naher erldutert. Das gepackte Bett in der 2 mm Mikroséule wurde jeweils vor dem ersten
Versuchslauf mit Puffer bei 300 cm/h fir 20 cv equilibriert, um die Packung zu stabilisieren.
Das Totvolumen vom Superloop bis zum Saulenkopf betrug 73 pl; vom Superloop bis zum
DAD Detektor (ohne Mikroséule) 191 pul und vom Autoinjektor bis zum DAD Detektor (ohne
Mikrosaule) 109 pl.
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3.4 Versuche mit konfokaler Laser Raster Mikroskopie

3.4.1 Parameter und Einstellungen fur Messungen mit einem konfokalen Laser Raster
Mikroskop

Die Messung erfolgte an einem invertierten Zeiss LSM 510 CLSM mit einem
Wasserimmersionsobjektiv. 63x / NA 1.2 C-Apochromat. Alle Messungen wurden bei
Raumtemperatur mit einen Zoomfaktor von 1, einem Verstarkeroffset von 0 und einer
Verstarkung von 1 unternommen. Der Lochblendendurchmesser wurde bei allen Versuchen
auf eine Airy Einheit gesetzt. Als Immersionsmedium auf dem Objektiv wurde Milli-Q
Wasser verwendet.

Vor den Diffusionsversuchen (siehe 3.4.4) wurde durch einen Probelauf mit LYS-Cy5 eine
Detektorspannung und Laserintensitdt gewahlt, die im Gleichgewichtszustand ein hohes
Signal von ca. 250 gewahrleistet, bei niedrigem Rauschen. Fiir die Durchbruchsversuche
(siehe 3.4.5) wurde fir jeden Farbstoff jeweils ein Probelauf mit CTG auf SP Sepharose FF
bei 20 mM durchgefiihrt, um die Detektorspannung und Laserintensitét zu justieren, sodal} ein
Signal von ca. 250 im Sattigungszustand bzw. beim Maximum eines Konzentrationsringes
erreicht wurde. Die Einstellungen fur die anderen Versuche wurden, ausgehend von den
Probeldufen, geschatzt. Fir die grofRenausschluBchromatographischen Trennungen (3.4.7)
wurden Probeldufe gefahren und wéhrend der Proteinmigration im gepackten Bett manuell
Detektorspannung und Laserintensitat gewahlt, sodal wéhrend der Sattigung des Partikels ein
Signal von ca. 250 fur jede Farbstoffkomponente erreicht wurde. Die konfokalen Messungen
wurde Uberwacht und ggf. die Detektorspannung und Laserintensitat geandert, um ein
Ubersteuern des Signals zu vermeiden.

Zur Anregung wurde je nach verwendetem Farbstoff ein Argonlaser (488 nm) oder ein HeNe
Laser (543 nm bzw. 633 nm) Dbenutzt. Bei den Untersuchungen zur
GroRenausschluRchromatographie (3.4.7) wurde gleichzeitig der Argonlaser und der HeNe
(633 nm) Laser verwendet. Der Argonlaser wurde vor Gebrauch eine Stunde im Stand-by
Modus vorgewdrmt. In Tabelle 3.8 sind die Kanaleinstellungen fir die jeweiligen Farbstoffe
aufgefiihrt.

Alle Aufnahmen wurden als 8-bit Bild mit einer Auflésung von 512 x 512 Pixel gespeichert.
Bei der Messung des Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten wurden vier gemittelte Bilder
gespeichert, sonst wurde ein einziges Bild pro Zeiteinheit erstellt. Flr Zeitserienaufnahmen
wurden Bildabstédnde von 1, 5, 8 oder 20 s eingestellt.
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Die intrapartikuldren Messungen mittels CLSM wurden im Mittelpunkt eines geeigneten
Partikels durchgefiihrt (vgl. 3.4.2). Um den Fokus auf den Mittelpunkt eines geeigneten
Partikels zu setzen wurde der Reflexionsmodus des Mikroskops (HeNe Laser (543 nm); HFT:
80/20; keine Filter) verwendet. Bei gleichzeitigem Scannen wurde der Fokus des Mikroskops
manuell verdandert, bis der Durchmesser des im Reflexionsmodus sichtbaren Partikels
maximal war.

Wurden in einem Versuch mehrere Positionen innerhalb der Saule untersucht (3.4.7), wurden
die Positionen in der Mikroskopsoftware (Version 3.2 SP2) abgespeichert und konnten

automatisch vom Motortisch angefahren werden.

Tabelle 3.8. Ubersicht der Einstellungen am LSM 510 zur Detektion von Fluoreszenzfarbstoffen.

Farbstoff Laserlinie HFT NFT Filter PH1 Filter PH3
Atto635 633 nm uUV/488/543/633 - LP 650 -
BODIPY / 488 nm uUV/488/543/633 - LP 505 -
Fluorescein
Cy3 543 nm uV/488/543/633 - LP 550 -
Cyb 633 nm uV/488/543/633 - LP 650 -
Cy5+Alexa488 633 nm + 488 uVv/488/543/633 635 VIS LP 650 LP 560

nm

HFT: Hauptfarbteiler. NFT: Nebenfarbteiler: PH1: Pinhole 1. PH3: Pinhole 3. Detektion von Cy5 und
Alexa488 gleichzeitig.

Der Einflul der Detektoreinstellungen auf das gemessene Signal wurde mit BSA-Cy3
beladener SP Sepharose FF in Abhéngigkeit unterschiedlicher Detektoreinstellungen
untersucht. Dabei wurde nur die jeweile Detektoreinstellung variiert und andere Einstellungen
konstant gehalten. Es wurde sowohl die Detektorspannung (Abb. Anhang 7.2-A), die
Laserintensitat (Abb. Anhang 7.2-B), die Signalverstarkung (engl. amplifier gain, Abb.
Anhang 7.2-C) und der Verstarker Offset (engl. amplifier offset, Abb. Anhang 7.2-D) fir
unterschiedliche Cy3-Konzentrationen variiert. Die Abhangigkeit des Fluoreszenzsignals von
der Detektorspannung wird (ber eine Exponentialfunktion beschrieben. Die Signalintensitét
variiert linear mit der Laserintensitat. In diesem Fall wurden unterschiedliche Cy3-
Konzentrationen verwendet und die Detektorspannung so gewahlt, dal vergleichbare
Signalintensitaten flr jede Laserintensitat erzielt werden. Sowohl die Signalverstarkung als

auch der Verstarkeroffset wirken sich linear auf die Signalintensitat aus.
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3.4.2 Verarbeitung konfokaler Rohdaten

Ein typisches konfokales Bild zeigt Abb. 3.2. Darin ist ein Schnitt durch einen Partikel zu
erkennen, der die Bulkphase im Hintergrund und Teile eines anderen Partikels (Fokus nicht

zwingend durch den Mittelpunkt) beinhaltet.

Abbildung 3.2. Typisches konfokales Bild eines chromatographischen Partikels in Kontakt mit einem
Biokonjugat.

Es wird bei allen untersuchten Partikeln davon ausgegangen, dal’ der Fokus des CLSM durch
den Mittelpunkt des Partikels verlauft, was schematisch in Abb. 3.3 dargestellt ist. Die Bilder
stellen, zusammen mit Metainformationen zum Versuch und zur Detektion
(Detektoreinstellungen, zeitlicher Bildabstand etc.), die elementaren Rohdaten fir alle
konfokalen Experimente in dieser Studie dar. Die ortliche Signalintensitat ist in Form von

Graustufenpixelintensitaten dargestellt und gespeichert.

Abbildung 3.3. Schematische dreidimensionale Darstellung eines chromatographischen Partikels mit
Fokusebene (rot) des CLSM durch den Mittelpunkt des Partikels.
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Die Linearitat zwischen Fluoreszenzsignal und Farbstoffkonzentration unter nicht bindenden
Bedingungen wurde Uber eine Konzentrationsreihe von Biokonjugaten unter Verwendung von
Sepharose 6 FF bis 0.025 mM demonstriert (siche Abb. Anhang 7.3). Bei Linden (2001)
wurde ein linearer Zusammenhang zwischen dem Fluoreszenzsignal und der
Farbstoffkonzentration unter bindenden Bedingungen bis zu einer Konzentration von 0.2 mM
im Adsorber fir Cy5 ermittelt. Die grofite Kapazitat aller untersuchten Systeme in dieser
Studie stellt der Versuch von CTG bei pH 7.0 und 20 mM auf SP Sepharose FF mit ca. 9 mM
fir das native Protein dar. Das D/P Verhéltnis wurde bei allen Versuchen unter bindenden
Bedingungen auf 0.01 eingestellt, sodaR im besten Fall eine Konzentration im Partikel von
0.09 mM angenommen werden kann. Weil das Biokonjugat 100-fach verdinnt vorliegt und
unter dynamischen Bedingungen gearbeitet wird, ist die tatsdchliche Kapazitét in jedem Fall
geringer, aufgrund der Isothermenform und der kompetetiven Bindung. D.h. selbst im ,,worst
case” von 0.09 mM ist die hier vorliegende Fluoreszenzfarbstoffkonzentration unterhalb der
ermittelten Linearitdtsgrenze von Linden (2001) und somit wird auch unter bindenden
Bedingungen die Linearitdt zwischen Fluoreszenzsignal und Farbstoffkonzentration
angenommen. Fir alle anderen Versuche liegt die Farbstoffkonzentration in jedem Fall unter
0.09 mM.

Die Rohdatenverarbeitung erfolgte mit dem Program ImageJ (ImageJ 1.35i, NIH, USA). Fir
die Weiterverarbeitung der Bulkphaseninformation wurde das arithmetische Mittel der
Pixelintensitaten verwendet (sieche Abb. 3.4). Der Bereich der Mittelwertsbildung im Bild
wurde manuell als Polygon definiert. Ggf. zeigten die gescannten Aufnahmen, vor allem in
gepackten Betten, UnregelmaRigkeiten der Hintergrundintensitat, die durch Beeinflussung des
MeRsignals durch benachbarte Partikel, Unebenheiten der Mikrosdule bzw. des Deckglases
und durch optische Verzerrungen an den Partikelrandern hervorgerufen wurden (siehe Abb.
Anhang 7.4 und 7.5), die bei der manuellen Auswahl des Polygons von der Analyse
ausgeschlossen wurden. Bei der Auswertung der Versuche zum Verteilungskoeffizienten
(siehe 3.4.3) wurde zusatzlich die durchschnittliche Intensitat der Partikelphase Ip Uber ein
Polygon berechnet. Fir die Analyse wurden die Randregionen oder Defekte (z.B. Luftblasen)
im Partikel ignoriert.

Aufgrund der radialen Symmetrie des Partikelquerschnittes kann das intrapartikulére
Konzentrationsprofil des Partikels durch die gemittelte Intensitatsverteilung Gber den Radius
wiedergegeben werden. Die experimentellen Rohdaten wurden durch eine radiale
Signalverarbeitung gemittelt (siehe Abb. 3.4; Anhang 7.6; Schroder et al., 2006). In Abb.
Anhang 7.7-A und Anhang 7.7-B sind typische, radial gemittelte Intensitatsprofile eines
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konfokalen Diffusionsversuches abgebildet. Die Rohdaten wurden auf einer Linie zum
Kreismittelpunkt (A) oder einer bestimmten radialen Position Uber den gesamten
Kreisumfang (B) mit den gemittelten Werten verglichen. Jeder Datenpunkt der gemittelten
Kurve in Abb. Anhang 7.7-A stellt den Durchschnittswert aller Datenpunkte mit dem
jeweiligen radialen Abstand dar, wie es in Abb. Anhang 7.7-B fiir einen konkreten Abstand zu

sehen ist.

Abbildung 3.4. Schematische Darstellung der Bildverarbeitung konfokaler Aufnahmen von
chromatographischen Partikeln. Polygon in linker oberer Ecke: Arithmetische Mittelswertbildung der
Bulkkonzentration. Partikel im Zentrum: alle Pixel auf einem bestimmten Abstand vom Kreismittelpunkt
(schwarzer Ring im Partikel) werden arithmetisch gemittelt (Schroeder et al., 2006).

U.U. kann die Festphase eine Abschwéchung des gemessenen intrapartikuldren Signals
verursachen. In Abb. Anhang 7.6-B ist das radial gemittelte Profil des in Anhang 7.6-A
abgebildeten Partikels dargestellt, wobei der Radius der Mittelung Teile der Bulklésung
miteinschlieRt. Der Sepharose 6 FF Partikel ist mit OVA-Cy5 Lésung (3.5-10° M; D/P 0.1;
pH 7.0; 50 mM Phosphat mit 200 mM NaCl) im Gleichgewicht unter nicht bindenden
Bedingungen. Das intrapartikulére Profil in Abb. Anhang 7.6-B ist flach ohne radiales Muster
und naherungsweise konstant. Eine Korrektur des gemessenen Signals im CLSM in dieser
Arbeit hinsichtlich der materialbedingten Lichtabschwéachung ist nicht notwendig, weil das
Profil keine materialbedingten Signalabschwéchungen zeigt und diese Festphase représentativ
fiir alle anderen Festphasen in dieser Studie ist.
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Sowohl die Mittelung der Bulk- als auch der Partikelphase erfolgte fiir alle Bilder in einem
Datensatz. Flr einige konfokale Messungen ist ein schwaches Signal vor dem Versuchsstart
zu beobachten, welches wahrscheinlich durch einen fehljustierten Filter verursacht wurde.
Dieses ggf. vorhandende MeRartefakt wurde bei der Verwendung der gemessenen Daten
berticksichtigt (siehe 3.5.1).

Um eine evtl. vorhandene Bewegung des Partikels Uber den gesamten Versuchsverlauf
wéhrend der radialen Mittelung zu kompensieren, wurde der Mittelungskreis, falls nétig,
manuell Bild fur Bild korrigiert, sodaR der Mittelpunkt des Kreises mit dem Mittelpunkt des
Partikels fur jedes Bild ubereinstimmt. Der Unterschied zwischen manuell korrigierten Daten
und einer fehlenden Korrektur ist in Abb. Anhang 7.8 dargestellt. Durch die
Partikelbewegung liegt das Zentrum des Mittelungsrings bei den unkorrigierten Daten nicht
permanent im Partikelzentrum und schlieRt teilweise Bereiche des Bulks ein, sodaR die
Randbereiche eine zu geringe und das Partikelzentrum eine zu hohe Signalintensitat
aufweisen.

Evtl. vorhandene Anderungen der Detektoreinstellungen wahrend des Versuches wurden
durch Angabe eines Schwellenwertes in den Matlab Programmen korrigiert.

Die experimentellen Daten besitzen ein gewisses Mal} an Rauschen, welches sich negativ auf
die Stabilitat der Differentialgleichungsloser auswirkt (pers. Kommunikation von Lieres). Flr
die Modellierung der Diffusions- und Durchbruchsdaten wurden in den Matlab Programmen

die Daten geglattet.

3.4.3 Konfokale Messung von Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten

Der mittels CLSM gemessene Gleichgewichtsverteilungskoeffizent ist definiert als:

D=_P (3-11)

mit der gemittelten Fluoreszenzintensitét im Partikel 1, und in der Bulkphase Ip.

Der Partikelgleichgewichtsverteilungskoeffizient wurde im Batchansatz durch Mischen von
Cyb-markierten Proteinen mit Stationarphase ermittelt. Entsprechend Gleichung 3-11
reprasentiert das Verhaltnis der gemessenen Intensitaten in Partikel- und Bulkphase den
Verteilungskoeffizienten. Fir jedes Verteilungsexperiment wurden 10 pl einer 10 %igen

Festphasensuspension mit 290 pl einer Proteinlésung (D/P von 0.1) in einer Mikrotiterplatte
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mit 96 Vertiefungen und Glasboden gemischt. Alle Messungen wurden nach finf Minuten
durchgefiihrt, was ausreichend war flr die Gleichgewichtseinstellung und die Sedimentation
der Partikel.

Die Detektorspannung und Laserintensitat wurde ggf. den Versuchsbedingungen angepasst,
sodal? ein moglichst hohes, rauscharmes Signal erhalten wurde, welches nicht Ubersteuert war.
Die absoluten Werte der Intensitaten sind nicht wichtig, weil der Verteilungskoeffizient aus
dem Verhéltnis zweier Intensitaten, die mit den selben Einstellungen gemessen wurden,
bestimmt wird.

Die Abhangigkeit des Verteilungskoeffizienten von der z-Position wurde durch Aufnahme
eines z-Stapels untersucht. In Abb. Anhang 7.9 ist der Verteilungskoeffizient fir OVA-Cy5
fiir einen Q Sepharose FF (Durchmesser: 43 um) Partikel fur unterschiedliche Eindringtiefen
dargestellt. Nach den ersten 10 pum wird ein nahezu konstanter Verteilungskoeffizient
gemessen, der zum Partikelende wieder ansteigt. Die konfokale Messung des
Verteilungskoeffizienten wird daher nicht durch unterschiedlich starke Lichtabschwéchung
im Partikel und der Bulkphase beeinflusst, solange im Partikelzentrum gemessen wird.

Bei Anwesenheit von Kontaminanten wie freier Fluoreszenzfarbstoff oder Dimeren mul} das
gemessene Signal korrigiert werden. Der gemessene Verteilungskoeffizient ® besteht aus
dem Verteilungskoeffizient des zu untersuchenden Proteins ®proein, freien Farbstoffs ®parpstofs
und von z.B. einem vorhandenen Dimer ®pimer Mit den jeweiligen Anteilen fyoleka. Beli
bekannten Anteil fyoekat der einzelnen Komponenten und unter Annahme von
Verteilungskoeffizienten fur die Kontaminanten kann der Einflu} der Kontaminanten auf den
gemessenen Verteilungskoeffizient tber Gleichung 3-12 korrigiert werden:

D - fFarbstoff ’ CI)Farbstof'f - fDimer ) cDDimer =0 3-12
f - Pr otein ( ) )
Protein

3.4.4 Messung des intrapartikularen Diffusionskoeffizienten

Der intrapartikulare Diffusionskoeffizient in Adsorbern wurde unter nicht-bindenden
Bedingungen in einer gepackten Mikrosdule durch Frontalchromatographie mit CLSM
Messung des Bulkkonzentrationsverlaufes an und der intrapartikuldren Proteinverteilung in

einem Partikel gemessen. Der experimentelle Aufbau ist in Abbildung 3.5 dargestellt.
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Abbildung 3.5. Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus von frontalchromatographischen
Operationen. DAD: Diodenarraydetektor.

Vor den eigentlichen Versuchen wurde ein Partikel am Sdulenanfang manuell ausgesucht und
der Fokus durch den Partikelmittelpunkt gelegt (siehe 3.4.2). Falls nicht anders erwahnt,
wurde eine Fliegeschwindigkeit von 150 cm/h eingesetzt. Die Diffusionsmessung erfolgte
durch Injektion von Proteinldsung auf die Mikrosdule tber den Superloop. Mit Start der
Injektion wurde die Aufnahme von Bildern mittels CLSM gestartet. Es wurden jeweils 400 pl
Proteinlésung injiziert. Die Proteinkonzentration betrug, soweit nicht anders erwahnt, 3.5-10°
M bei einem D/P von 0.1. Alle Versuche wurden dreimal wiederholt. Die Messung
beinhaltete sowohl die Diffusion in den Partikel als auch die Diffusion der Proteine aus dem
Partikel nach Abschalten der Proteinversorung tiber den Superloop. Insgesamt wurden ca. 400
Bilder pro Versuch aufgenommen. Nach dem Diffusionsversuch wurde das gepackte Bett mit
0.1 M NaOH flr 20 cv regeneriert und im AnschluB fir 20 cv mit Puffer equilibriert. Die
Versuche wurden, soweit nicht anders erwéhnt, bei pH 7.0 mit einem 25 mM Phosphatpuffer
mit 200 mM NaCl fur die Proteine LYS, CTG, BLG, OVA, BSA, OVT und GGB auf
Sepharose 6 FF durchgefihrt. In Tabelle 3.9 sind die einzelnen Versuchsserien der
Diffusionsuntersuchungen aufgelistet mit den Abweichungen vom oben genannten

Versuchsschema.

Tabelle 3.9. Ubersicht der experimentellen Bedingungen wahrend der Diffusionsversuche.

Proteine Festphase [Protein] pH [NaCl] FlieRgeschwindigkeit
alle Sepharose 6 FF 3510°M 7 200, 1000 mM 150 cm/h

alle Capto Q 3510°M 7 1000 mM 150 cm/h

BSA Sepharose 6 FF 3510°M 7 200 mM 300, 75 cm/h

BSA, GGB  Sepharose 6 FF 22-5310°M 7 200 mM 150 cm/h

CTG Sepharose 6 FF 3510°M 7,12 50, 200, 1000 150 cm/h

mM
LYS Sepharose 6 FF 3510°M 4,7, 50, 200, 500, 150 cm/h

12 1000 mM

Neben den Einzelkomponentenstudien wurden auch Multikomponentenversuche und
Versuche mit adsorbiertem Protein durchgefihrt.
Die Multikomponentenversuche unterscheiden sich vom Ablauf nicht von den

Einzelkomponentenversuchen, mit dem Unterschied, da3 die Proteinlésung ein Gemisch aus
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CTG und GGB war und nur Teile der CTG-L6sung als CTG-Cy5 Biokonjugat vorlagen. GGB
wurde nur als natives Protein eingesetzt und nicht konfokal detektiert. Die CTG
Konzentration wurde konstant bei 3.5:10° M mit einem D/P von 0.1 gehalten und
unterschiedliche GGB Konzentrationen von 3.5:10°, 7.10°, 1.4-10™, 2.8:10* und 3.5:10* M
wurden untersucht.

Fur Diffusionsversuche mit adsorbiertem Protein auf der Festphase wurde OVA-Cy5 mit
einem D/P von 0.1 bei einer Gesamtkonzentration von 3.5:10° M verwendet. Als Puffer
wurde ein Phosphatpuffer (pH 7.5, 20 mM) oder ein Acetatpuffer (pH 5.0, 20 mM) eingesetzt.
Als Festphase wurde SP Sepharose FF verwendet und vor den Diffusionsversuchen mit OVA
ein Durchbruch mit LYS (10 mg/ml) in jeweils einem der Puffersysteme bei 225 cm/h
gefahren. Im Anschlu® an den Durchbruch von LYS wurde ein Diffusionsversuch mit OVA
bei 150 cm/h mit den oben genannten Bedingungen durchgefiihrt. Bei beiden pH-Werten
zeigte OVA ein adsorptives Verhalten und statt eines reinen Diffusionsversuchs wurde ein

Durchbruchsexperiment aufgenommen.

3.4.5 Konfokale Messung von Durchbruchskurven

Die konfokale Messung von Durchbruchskurven ist vom Ablauf identisch mit den
Diffusionsversuchen (3.4.4) mit der Ausnahme, dal unter adsorptiven Bedingungen operiert
und die Absorption im Sauleneffluent gemessen wird. Die Proteinlésung wurde in einem
Superloop vorgelegt mit einem D/P von 0.01. Im Falle der Messungen von OVT auf SP
Sepharose FF und XL fiir eine Salzkonzentration von 20 mM wurde ein D/P von 0.1
verwendet. Die HPLC wurde mit der Datenaufnahme gestartet bei einer FlieRgeschwindigkeit
von 96 cm/h. Nach einer Minute wurde der Durchbruch tber den Superloop begonnen bei
gleichzeitigem Start der CLSM Messungen mit einem Bildabstand von 5, 8 oder 20
Sekunden. Die Datenaufnahme wurde bis zum Durchbruch des nativen Proteins (gemessen
Uber Absorption bei 280 nm) fortgefilhrt. Tabelle 3.10 gibt eine Ubersicht Gber alle

durchgefiihrten Durchbruchsexperimente.
3.4.6 Konfokale Messung von Elutionen
Messungen der intrapartikuléren Proteinverteilung und der Bulkkonzentration mittels CLSM

wahrend einer Elution wurden nach den oben beschriebenen Durchbruchsversuchen und

darauf folgenden Waschschritten aufgenommen. Die Elution erfolgte bei 96 cm/h mit einem
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Stufengradienten auf einen Phosphatpuffer mit 1 M NaCl. Der pH-Wert variierte je nach

verwendetem Protein.

Tabelle 3.10. Ubersicht der Durchbruchsversuche mit konfokaler Messung.
Protein Festphase Salzkonzentration [mM]

20
CTG SP Sepharose FF 50
100

20
CTG SP Sepharose XL 50
100

10
ovT SP Sepharose FF 20
50

10
ovT SP Sepharose XL 20
50

3.4.7 Konfokale Messung der Grolienausschlusschromatographie

Konfokale Messungen von gréfRenausschlusschromatographischen Trennungen wurden in der
47 mm Mikrosdule mit Superdex 200 prep grade durchgefuhrt. Als Proteine wurden CTG und
GGB eingesetzt. CTG wurde mit Cy5 und GGB mit Alexa488 markiert bei einer
Konzentration von 0.71 g/l bzw. 6.5 g/l und DOL von 0.69 bzw. 1.6. Nach der
Biokonjugation wurden die markierten Proteine Uber einen Zentrifugalultrafilter 1:10
ankonzentriert. Fir CTG wurde ein 10 kDa (Vivascience) und fir GGB ein 30 kDa (Pall)
Ultrafilter nach Herstellerangaben eingesetzt. Der experimentelle Aufbau ist in Abb. 3.6
dargestellt. Die Versuche wurden bei einer FlieBgeschwindigkeit von 7:10* m/s mit
Phosphatpuffer (pH 7.0, 25 mM, 200 mM NaCl) durchgefihrt. Es wurden 5 pl eines 1:1
Gemisches von CTG und GGB auf die Sdule injiziert. Vor Versuchsstart wurden sechs
Positionen entlang der gepackten Sdaulen gespeichert und im Laufe der Trennung abgefahren
(siehe Abb. 3.6). Die Analyse des Sauleneffluents erfolgte durch Absorptionsmessung bei
280, 488 und 654 nm. Der Bildabstand an jeder Position betrug eine Sekunde.

Zur Verdeutlichung der Trennprozesse der beiden Komponenten wurden die Peaks an eine
exponentiell modifizierte Gaussfunktion angepasst und die Auflésung R nach der Formel 3-13
berechnet (Guiochon und Lin, 2003; Giddings, 1991):

R-118 (2 ~h) (3-13)
WO.5,1 + W0.5,2

mit Retentionszeiten t und Peakbreite auf halber Peakhohe wy s.
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Abbildung 3.6. Schematische Ubersicht des experimentellen Aufbaus zur Analyse von
groBenausschlusschromatographischen Trennungen mit CLSM Detektion. Injektion von 5 pl bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 7-10* m/s. Verwendete Festphase: Superdex 200 prep grade. Nach Messung der
Proteinmigration an einer Position Bewegung des Motortisches zu vorher abgespeicherten Positionen (0,
9.4 mm, 18.8 mm, 28.2 mm, 36.6 mm, 45 mm vom sichtbaren Saulenkopf entfernt) und weiterer
konfokaler Messung.

3.5 Modellierung und Simulation

Die Bestimmung des intrapartikularen Diffusionskoeffizienten (3.5.1) bzw. die Modellierung
und Simulation der GroRenausschlusschromatographie (3.5.2) oder Proteinadsorption in
einem Partikel (3.5.3) erfolgte nach den Ausfiihrungen in Kapitel 2.5.1 bzw. 2.7. Die Losung
der Differentialgleichungssysteme erfolgte mit Matlab Programmen, die von Herrn Dr.-Ing.
Eric von Lieres (Forschungszentrum Jilich GmbH, Institut fir Biotechnologie) erstellt

wurden.

3.5.1 Bestimmung des intrapartikularen Diffusionskoeffizienten

Die erste mathematische Beschreibung der Diffusion wurde von Fick entwickelt. Fur
Diffusion in einer Dimension gilt das erste Fick’sche Gesetz:

J = —D@ (3-14)
0z

mit dem Flux J, dem Diffusionskoeffizienten D und dem Konzentrationsgradienten
oc/ozentlang der Ortsachse z. Die entscheidende GroRe fir die Beschreibung des

Stofftransports in Abhéngigkeit der Festphasen- und Proteineigenschaften ist der

Diffusionskoeffizient. Fur einen kugelformigen Korper lasst sich analog zu Gleichung 3-14
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eine Differentialgleichung fiir den Transportprozess aufstellen, die die zeitliche und radiale

Veranderung der Konzentration beriicksichtigt:

0 10(,0

—c(r,t)=D,)| ———| r°-—c(r,t 3-15
ot 9 ”(rz ar( or ( )D (3-15)

Fur die Losung der Differentialgleichung werden die folgenden Randbedingungen bendtigt:

c(r,0)=0 (3-16)
c(R,t) =b, (t) (3-17)

Die Randbedigungen lauten, dal zum Zeitpunkt t=0 kein Protein im chromatographischen
Medium vorliegt (3-16) und die Proteinkonzentration am &duBersten Partikelrand durch die
Bulkproteinkonzentration, korrigiert um den Verteilungskoeffizienten ®, b, vorgegeben ist
(3-17). Fur die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten  wird nicht die
Bulkproteinkonzentration verwendet, sondern die Proteinkonzentration in einer infinitesimal
kleinen Schale der stationdren Phase am Partikelradius R, bei der das Protein schon von der
Bulkphase in die porése Matrix Ubergegangen ist. Dabei wird automatisch der
Verteilungskoeffizient berlcksichtigt (Schroder et al., 2006).

In  Kapitel 3.42 wurden Lichtabschwéchungseffekte,  Signalrauschen  und
Signalinhomogenitaten innerhalb der Daten aufgezeigt. Um diese Effekte zu berucksichtigen,
wurden die Daten zweifach korrigiert: Zum einem wurde angenommen, dal3 zum Zeitpunkt
t=0 kein Protein in der Festphase vorhanden war und zum zweiten, daR im Séattigungszustand
das radiale Profil der Partikelphase konstant ist. Die intrapartikularen Profile wurden durch
Subtraktion eines Polynoms zweiten Grades, welches an das Intensitatsprofil zum Zeitpunkt
t=0 angepasst wurde, normalisiert. Die Bulkphase wurde ebenfalls um einen konstanten
Faktor normalisiert.

Die intrapartikularen Profile wurden ein zweites mal durch Division durch ein Polynom
zweiten Grades normalisiert, welches an die Daten im Sattigungszustand angepasst wurde.
Eine Scheibe mit einem Radius von 4.34 pum im Zentrum wurde von der Analyse
ausgeschlossen, weil die Datendichte flr die radiale Mittelung zu gering war. Genauso wurde
ein Ring mit einem Radius von 4.34 um vom Partikelrand ausgeschlossen, weil die Signale
am Partikelrand zu unregelmélRig fur eine weitere Verwendung waren. Die normalisierten

Daten wurden fir die Abschatzung des intrapartikuldren Diffusionskoeffizienten verwendet.
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Die partielle Differentialgleichung in Zeit und Raum kann mit der Linienmethode in ein
System gewohnlicher Differentialgleichungen transformiert werden: Die partiellen
Ableitungen der Konzentration mit Bezug auf den Radius werden an aquidistanten Knoten
diskretisiert. Das resultierende System gewdohnlicher Differentialgleichungen wurde mit Hilfe
des Matlab Algorithmus ,0del5s’ integriert. Die Schatzung des Diffusionskoeffizienten ist ein
iterativer ProzeR, welcher von einem anfénglichen Wert ausgehend, systematisch
Diffusionskoeffizienten variiert und simulierte Ergebnisse fur den gesamten Datensatz in Zeit
und Raum mit den experimentellen Daten vergleicht, um die beste Anpassung zu finden. Die
Anpassung wurde Uber das Residium der besten Anpassung bewertet und eine
Fehlerabschéatzung erfolgte durch Anpassung an Wiederholungen des selben Experiments.
Der Matlab Algorithmus ,fminbnd” wurde fiir die Schédtzung des intrapartikuldren
Diffusionskoeffizienten verwendet und die Differenzen zwischen simulierten und
experimentellen Daten durch Minimierung der Fehlerquadrate verkleinert. Es wurden zwei
initiale Werte ausgesucht, die mehr als eine GrofRenordnung auseinander lagen, um alle
maoglichen Diffusionskoeffizienten einzuschlielen, nach denen gesucht wurde.

Fur einige Datensédtze wurde keine Schatzung des intrapartikuldren Diffusionskoeffizienten
durchgefihrt, sondern manuell ein Parameterraum vorgegeben, und das Residuum fur jede

Simulation berechnet.

3.5.2 Modellierung groéfienausschlusschromatographischer Trennungen in einem

gepackten Bett

Die Modellierung von SEC Trennungen in einem gepackten Bett erfolgte Uber das in Kapitel
2.7 vorgestellte GRM ohne Beitrag der Adsorption. Das resultierende System gewdhnlicher
Differentialgleichungen wurde mit Hilfe des Matlab Algorithmus ,odel5s’ integriert. Die
Simulation verwendet die Daten an der Position am Saulenkopf als Startwerte fur die
Berechnung der Peakpositionen an den folgenden Positionen. Die Chromatogramme an jeder
Saulenposition wurden fir jedes Protein auf den Maximalwert des gemessenen Signals
normiert. Im Gegensatz zur Simulation der Adsorption in einem Partikel (s.u.) wird bei der
SEC Trennung die gesamte S&ule simuliert und die Simulationsdaten mit den experimentellen
Daten an den jeweiligen Positionen (siehe 3.4.7) verglichen. Der intrapartikuldre Transport
wird nicht diskret an jeder radialen Position des Partikels modelliert, sondern nur der
Transport in und aus dem Partikel. Die Simulationsparameter werden in Tabelle 3.11

zusammengefalit.
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Tabelle 3.11. Ubersicht der Parameter fiir das GRM zur Modellierung der SEC Trennungen aus CLSM
Versuchen.

Bedeutung Quelle

Chromatogramme normierte Daten aus Bulkbereich neben den Partikeln
Partikelradius Herstellerangaben (hier 17 pm)

Porositat g, Umrechnung aus Gleichgewichtsverteilungskoeffizient (s.u)
intrapartikularer CLSM Messung in Sepharose 6 FF (vgl. 2.4)
Diffusionskoeffizient Dj,

Filmdiffusionskoeffizient ks auf 6-10° m/s gesetzt (Schatzung)

Startwerte der Bulkkonzentration Proteine: 0
Startwerte der Bulkkonzentration Proteine: 0

im Partikel

Zeitschrittweite der Daten Vorgegeben durch CLSM Messung (1 s)
Dispersion 3.5-10"° m/s (Schétzung)

Konvektion 710" m/s

Der Gleichgewichtsverteilungskoeffizient wird tUber die Bulkporositét e, wie folgt definiert:

(3-18)
&y

Die Simulation wurde mit dem oben angegeben Parameter fiir CTG oder GGB durchgefuhrt

ohne Parameteroptimierung.

3.5.3 Modellierung der kompetetiven Proteinadsorption in einem Partikel

Die  Modellierung der Proteinadsorption in einem Partikel wahrend eines
Durchbruchsexperiment fand unter der Pramisse statt, daf} fluoreszenzmarkierte Proteine
andere chromatographische Eigenschaften besitzen, als das native Protein und daher ein
Mehrkomponentensystem vorliegt, welches unter kompetetiven Bedingungen auf dem
Partikel adsorbiert (vgl. Kapitel 2.1). Basierend auf den Ausfiihrungen aus Kapitel 2.7
erfolgte die Modellierung Uber ein GRM, welches das SMA Modell (vgl. Kapitel 2.7.2)
implementiert. Die bendtigten Parameter und Daten fiir das GRM und die Quellen sind in
Tabelle 3.12 aufgefihrt.

Far die Mikrosdule wurden die gemittelten Partikelparameter A und g, aus den oben
genannten Experimenten (3.2.4) mit einer herkdmmlichen, gepackten S&ule verwendet, da
eine prazise Messung dieser Parameter in der Mikrosaule nicht erfolgreich war.

Der Verlauf der Bulkkonzentration fir das Biokonjugat wurde aus dem direkt gemessenen
Bulkchromatogramm neben dem Partikel entnommen und die Umrechnung des Signals in
Konzentrationen wurde am Maximalwert wéhrend des Durchbruchs durchgefuhrt.

Die gemessenen intrapartikularen Signale entsprechen der Konzentration im Porenraum c
und der adsorbierten Konzentration ¢. Die Umrechnung der Signalintensitdten der

intrapartikuldren Profile in Konzentrationen erfolgte am Maximalwert wahrend eines
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Durchbruchversuchs. Der numerische Wert fir g+c ist nicht bekannt und muflite geschéatzt

werden als Vielfaches der tatséchlich eingesetzten Bulkkonzentration.

Tabelle 3.12. Ubersicht der Parameter fiir das GRM zur Modellierung der intrapartikularen Profile aus

CLSM Versuchen.
Bedeutung

Quelle

Bulkprofile aus Sauleneffluent
intrapartikulére Profile aus CLSM
Messungen

Bulkprofile aus CLSM Messungen
Partikelradius

totale ionische Kapazitat A
Partikelporositét ¢,
intrapartikularer
Diffusionskoeffizient Dj,
Filmdiffusionskoeffizient k¢
Gleichgewichtskonstante K (SMA)
charakteristische Ladung v (SMA)
sterischer Faktor o (SMA)
Desorptionskonstante kg (SMA)
Adsorptionskonstante k, (SMA)
Startwerte der Bulkkonzentration
im Partikel

Startwerte der adsorbierten
Proteinkonzentration im Partikel
Bulkkonzentration cy
Zeitschrittweite der Daten
Schwellenwert fir Signalkorrektur
Formparameter fir
Durchbruchskurve FF(1) bis FF(4)
Glattungsparameter
Ortsschrittweite der Daten
Simulationsdauer

normierte HPLC Daten
radial gemittelte und bewegungskompensierte Intensitatsdaten

normierte Daten am Partikel

individuelle Anpassung an den Datensatz

Frontalchromatographische Bestimmung in gepackten Betten (vgl. 3.2.4)
Chromatographische Bestimmung in gepackten Betten (vgl 3.2.4)

Na™: Gallant (2003); Proteine: konfokale Messung (vgl. 3.4.4)

als nicht geschwindigkeitsbestimmend gesetzt (1 m/s)
Chromatographische Bestimmung in gepackten Betten (vgl. 3.2.7)
Chromatographische Bestimmung in gepackten Betten (vgl. 3.2.7)
Durchbruchskurven in gepackten Betten (vgl. 3.2.7)

manuelle Anpassung

berechnet (s.u.)

Na*: Pufferkonzentration; Proteine: 0

Proteine: 0

Startkonzentrationen (vgl. 3.4.5)

Vorgegeben durch CLSM Messung (5, 8 oder 20 s)
individuelle manuelle Anpassung an den Datensatz
individuelle manuelle Anpassung an den Datensatz (s.u.)

individuelle manuelle Anpassung an den Datensatz
Vorgegeben durch CLSM Messung (hier immer 0.29 um pro Pixel)
Vorgegeben durch Messung (ca. 30 bis 150 min)

Der Verlauf der Bulkkonzentration des nativen Proteins am Partikel kann mit den zu
Verfugung stehenden Methoden nicht gemessen werden und wurde aus dem Signal der
Absorptionsmessung des Sauleneffluents (280 nm) abgeschatzt. Dafiir wurde die Form der
Durchbruchskurve (ber die Funktion in Gleichung 3-19 und 3-20 nachgebildet, die vier
Formfaktoren (FF(n)) zur Beschreibung bendétigt. Bedingt durch die Position des Partikels am
Saulenkopf mufl} die Durchbruchskurve, die am Sdulenende gemessen wurde, zu friiheren
Zeiten verschoben werden, um die Verzogerung durch die Adsorption im gepackten Bett zu
beruicksichtigen. Flr Datensatze mit geringfligiger Adsorption (hohe Salzkonzentrationen) ist
die Verzdgerung vernachlassigbar und die Durchbruchskurven wurden nicht modifiziert. Fir
Datensédtze mit starkerer Adsorption wurde aus dem Vergleich der Chromatogramme des
nativen Proteins und des Biokonjugates am S&dulenende und dem Vergleich des
Chromatogramms des Biokonjugates am S&ulenende und am Partikel der Startzeitpunkt des
Durchbruches abgeschatzt. Die Form der Durchbruchskurve wurde nicht verandert. Da fur das

native Protein ein Plateau am Ende des Durchbruches entsteht, wird ¢, fir das native Protein
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am Maximalwert der Durchbruchskurve gleichgesetzt mit der experimentell eingesetzten

Proteinkonzentration.

{t— FF(l)j
expl ——
5 FF(2)

1+ exp(t_FF(l)J

-¢, fur FF(3)<0 (3-19)

FF(2)
t—FF (1) =
exp( FF(2) J _exp( FF(S)j
B = : .c, fir FF(3)>0 (3-20)
[t - FF(l)j 1+ FF(4)
l+expl —— -~
FF(2)

Die Werte der Desorptionskonstanten sind nicht bekannt, sondern nur das Verhaltnis der Ad-
und Desorptionskonstanten, das gegeben ist durch die SMA Gleichgewichtskonstante K. Die
Desorptionskonstante und damit automatisch auch die Adsorptionskontante werden zur
Anpassung der Daten verandert.

Das System gewohnlicher Differentialgleichungen wurde mit Hilfe des Matlab Algorithmus
,0del5s’ integriert. Die Simulationsergebnisse wurden mit den experimentellen Daten
verglichen und die Sorptionskonstanten manuell variiert, um eine verbesserte Anpassung zu

erreichen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Der Ergebnis- und Diskussionsteil besteht aus zwei Themenbereichen: im ersten Teil werden
neue Methoden zur Bestimmung des Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten und des
intrapartikuldren Diffusionskoeffizienten unter nicht bindenden Bedingungen mittels
konfokaler Laser Raster Mikroskopie vorgestellt. Der EinfluR von konjugierten
Fluoreszenzfarbstoffen auf die gemessenen Ergebnisse wird in Validierungsstudien
untersucht. Die Erkenntnisse aus den Messungen des Gleichgewichtsverteilungs- und
Diffusionskoeffizienten werden auf die Messung innerhalb des gepackten Bettes und die
Simulation von grél3enausschlusschromatographischen Trennungen angewendet.

Der zweite Teil der Arbeit konzentriert sich auf die Messung und Simulation von
Adsorptionsvorgdngen unter nicht-linearen Bedingungen in einem gepackten Bett auf dem
Einzelpartikelniveau. Durch Bestimmung von SMA Isothermen sowohl der eingesetzten
nativen Proteine, als auch von drei unterschiedlichen Biokonjugaten werden die Unterschiede
zwischen den Proteinspecies dargestellt und Isothermenparameter flr die Simulation
bereitgestellt. Die Analyse der Durchbruchskurven erfolgt einerseits tber die Daten aus dem
Sauleneffluent und auf dem Einzelpartikelniveau mittels konfokaler Laser Raster
Mikroskopie. Ein ausgewahlter Datensatz bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen wird mit
einem allgemeinen Geschwindigkeitsmodell simuliert. Schliel3lich werden
Stofftransportphdanomene wahrend einer Stufenelution auf dem Einzelpartikelniveau
gemessen. Die Folgen und Implikationen der Biokonjugation auf die gemessenen Profile

werden dargestellt und Modelle und Daten aus der Literatur kritisch diskutiert.

4.1 Verteilung und Diffusion von Proteinen in chromatographischen Festphasen -

Validierungsexperimente

Die Konjugation von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen kann aufgrund der Anderungen
der Molekileigenschaften zu meRRbaren Unterschieden im chromatographischen Verhalten der
Biokonjugate im Vergleich zu den nativen Proteinen fiihren (vgl. 2.1.3). Vor der Verwendung
von Biokonjugaten zur Bestimmung von Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten (4.2),
intrapartikuldaren  Diffusionskoeffizienten ~ (4.3) und der  Untersuchung  von
groRenausschlusschromatograpischen Trennungen mittels CLSM (4.4) muss daher tberprift
werden, in wie weit die Konjugationsreaktion mit den jeweiligen Farbstoffen Einfluss auf das

Verhalten unter nicht-bindenenden Bedingungen hat.
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Im Folgenden wird daher die Reinheit der Fluoreszenzfarbstoffe, sowie der Einfluss potentiell
vorhandener nicht-spezifischer Interaktionen auf das Retentions- und Verteilungsverhalten
der verschiedenen Biokonjugate fur verschiedene chromatographische Materialien untersucht.
Desweiteren wird das Vorhandensein von multimeren Formen und freiem
Fluoreszenzfarbstoff in Biokonjugatlésungen tberprift.

Die Ergebnisse werden hinsichtlich der Eignung der untersuchten Biokonjugate bzw. der
nativen Proteine fiir die oben genannten Versuchstypen und fur Adsorptionsstudien diskutiert.
Auf Unterschiede zwischen Biokonjugaten und nativen Proteinen unter bindenden
Bedingungen wird ausfuhrlich in den Kapiteln 4.5 bis 4.8 eingegangen.

4.1.1 Reinheit der Fluoreszenzfarbstoffe

Die Reinheit der Fluoreszenzfarbstoffe wurde tber isokratische Trennungen auf einer Tricorn
5/200 Saule mit Sepharose 6 FF (Phosphatpuffer 50 mM, pH 7.0, 200 mM NaCl) bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 153 cm/h mit den direkt im Puffer geldsten, reinen Farbstoffen
Uberprift.  Zusétzlich zu der Absorption bei 280 nm und des jeweiligen
Absorptionsmaximums des Fluoreszenzfarbstoffes wurde bei den Versuchen mit
Fluoreszenzfarbstoffen die Fluoreszenz des Sduleneffluents gemessen. In Abb. 4.1.1 werden
die resultierenden Chromatogramme fiir Nitrat (c: 1 M) und Blue Dextran (c: 2 mg/ml), sowie
die Farbstoffe Atto635, BODIPY und Cy5 (c: 0.1 mg/ml) dargestellt. Im Gegensatz zu den
Biokonjugationen mit BODIPY in Gegenwart von Proteinen, prazipitierte der in DMSO
geldste Farbstoff sofort nach dem Ldsen im Phosphatpuffer und nur ein geringer Anteil an
BODIPY befand sich in Ldsung.

Die Chromatogramme der Farbstoffe zeigen Absorption sowohl bei 280 nm und der
jeweiligen Absorptionswellenldnge des jeweilgen Farbstoffes bei einer Retentionszeit von 2
min und 4.3 min, was vor bzw. bei der Ausschlussgrenze von Sepharose 6 FF liegt (Blue
Dextran: 4 min). Es wird kein Fluoreszenzsignal fur diese Peaks detektiert. Die ldentitat
dieser Substanzen konnte nicht eindeutig geklart werden. Potentiell kénnte es sich aber um
Verunreinigungen in den kommerziellen Préparationen oder nicht-fluoreszierende Aggregate
der Farbstoffe handeln, mit einem Molekulargewicht von ca. 2000 kDa und gréRer. Die
Retentionszeiten von Cy5 (9.1 min) und Nitrat (8.9 min) sind vergleichbar, wohingegen
Atto635 (15.3 min) und BODIPY (10.8 min) groRere Retentionszeiten als Nitrat besitzen. Im
Falle von Atto635 und BODIPY sind zwei Peaks zu erkennen. Das Fluoreszenzsignal flr
Atto635 und Cy5 entspricht den Peaks der Absorptionsmessung. Bei BODIPY ist das Signal

Ubersteuert.
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Abbildung 4.1.1. Isokratische Trennungen von (A) Nitrat und Blue Dextran, (B) Atto635, (C) BODIPY
und (D) CyS auf Tricorn 5/200 Siule mit Sepharose 6 FF in Phosphatpuffer (pH 7.0, 50 mM, 200 mM
NaCl, 158 cm/h). Detektion bei (=) 280 nm, (=) 635 nm, (—) 504 nm und (=) 654 nm und (=)
Fluoreszenzsignal fiir jeweiligen Farbstoff. Bei (B), (C) und (D) sind die normierten Chromatogramme
aus (A) zum Vergleich gestrichelt dargestellt.

4.1.2 Chromatographisches Verhalten von Biokonjugaten unter nicht bindenden

Bedingungen

Bei den unter 4.1.1 gemachten Untersuchungen zeigt sich, dass Cy5 fir die Messung von
Stofftransporteigenschaften unter nicht-bindenden Bedingungen am ehesten geeignet ist, da
fir BODIPY und Atto635 starke nicht-spezifische Interaktionen mit Sepharose 6 FF
angenommen werden miussen. Im Anschlul an die Untersuchungen mit den reinen
Farbstoffen wurden daher Cy5 Biokonjugate auf einer Tricorn 5/200 mit Sepharose 6 FF (158
cm/h) und einer Superose 12 HR 10/30 Séule (jeweils Phosphatpuffer, 50 mM, pH 7.0, 200
mM NaCl, 38 cm/h) isokratisch getrennt. Die Biokonjugate wurden alle mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 3.5:10° M bei einem D/P von 0.1 eingesetzt.

In Abb. 4.1.2-A-G sind die Chromatogramme fiir Cy5-Biokonjugate von LYS, CTG, BLG,
OVA, BSA, OVT und GGB auf Sepharose 6 FF dargestellt. Zur besseren Vergleichbarkeit

des Verhaltens der nativen Komponente (Absorption bei 280 nm) und des Biokonjugats
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(Absorption bei 654 nm), wurden die Chromatogramme jeweils auf den maximalen
Absorptionswert normiert.

Generell zeigen alle Chromatogramme eine gute Ubereinstimmung zwischen dem Signal bei
280 nm und 654 nm. In allen Chromatogrammen sind die beiden Peaks bei 2 und 4.3 min zu
erkennen, deren Retentionszeiten und Peakformen identisch mit den in Abb 4.1.1
beobachteten Kontaminanten sind. Fir BLG, OVT und GGB zeigt das 654 nm Signal eine
Schulter, deren Mittelpunkt mit dem Peak des freien Cyb-Farbstoffes in Abb. 4.1.1
ibereinstimmt. Die Ubereinstimmung der Peakposition und —breite fiir das native Protein und
das Biokonjugat ist ein Beleg fur ein identisches Verteilungs- und Transportverhalten des
Biokonjugats, bezogen auf das jeweilige native Protein unter nicht-bindenden Bedingungen
auf Sepharose 6 FF.

Zur hoher auflésenden Analyse der Biokonjugatldsungen wurden isokratische Trennungen
mit Superose 12 auf einer HR 10/30 S&ule bei einer Flielgeschwindigkeit von 38 cm/h
durchgefihrt, bei ansonsten identischen Pufferbedingungen, Proteinkonzentrationen und D/P
wie fur Trennungen auf Sepharose 6 FF (s.0.). In Abb. 4.1.3 werden die Chromatogramme fiir
Nitrat (1 M), Blue Dextran (2 mg/ml) und reinem Cy5 Farbstoff (0.1 mg/ml) dargestellt.
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Abbildung 4.1.2. Isokratische Trennungen von (A) LYS-CyS, (B) CTG-CyS5, (C) BLG-CyS5, (D) OVA-CyS5,
(E) BSA-CyS5, (F) OVT-CyS und (G) GGB-CyS5 auf Sepharose 6 FF in Phosphatpuffer (pH 7.0, 50 mM,
200 mM NaCl, 158 cm/h). Detektion bei (==) 280 nm und (=) 654 nm.
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Abbildung 4.1.3. Isokratische Trennungen von Nitrat, Blue Dextran und CyS5 auf Superose 12 in
Phosphatpuffer (pH 7.0, 50 mM, 200 mM NaCl, 38 cm/h). Detektion bei (=) 280 nm und (=) 654 nm. Die
Chromatogramme von Nitrat und Blue Dextran sind zum Vergleich gestrichelt dargestellt.

Die Retentionszeit des Cy5-Peaks ist mit 50.7 min um ca. 18 % hoher, als die von Nitrat mit
42.8 min, was auf nicht-spezifische Interaktion von Cy5 mit Superose 12 hindeutet. In Abb.
4.1.4-A-G sind Chromatogramme der isokratischen Trennung fiir Cy5-Biokonjugate von
LYS, CTG, BLG, OVA, BSA, OVT und GGB auf Superose 12 dargestellt. Mit einigen
Ausnahmen (s.u.) ist auch auf Superose 12 eine gute Ubereinstimmung der Peakpositionen
und —formen der nativen Proteine (Absorption bei 280 nm) und der Cy5 Biokonjugate
(Absorption bei 654 nm) zu sehen. Im Gegensatz zu den Chromatogrammen auf Sepharose 6
FF wird neben einem Hauptpeak bei CTG, OVA, BSA, OVT und GGB ein kleinerer Vorpeak
beobachtet, der ebenfalls eine Absorption bei 654 nm besitzt, mit einer vergleichbaren
Peakform, wie das entsprechende 280 nm Signal. Fiir LYS sind zwei Hauptkomponenten mit
Retentionszeiten von 34.5 und 37.2 min sichtbar.

Mit den Ergebnissen aus den Trennungen fir Nitrat und Blue Dextran wird der
Verteilungskoeffizient K,, berechnet (siehe 3.2.6), gegen den dekadischen Logarithmus des
Molekulargewichts aufgetragen und an eine Gerade angepasst (Abb. 4.1.5), die fir Superose

12 mindestens (iber einen Molekulargewichtsbereich von 1.10% bis 1-10° Da linear ist (GE
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Healthcare). Fir LYS und CTG ist eine positive Abweichung vom linearen Verhalten zu
erkennen, weswegen beide Proteine von der Anpassung ausgeschlossen wurden.

Fur die Vorpeaks in den Chromatogrammen von GGB, OVT, BSA, OVA und CTG wurde fir
die entsprechenden Kg,’s ein Molekulargewicht angenommen, welches den Dimeren dieser
Proteine entspricht, weil dies eine mogliche Erklarung fir das Erscheinen dieser Vorpeaks
sein konnte. Mit Ausnahme des angenommenen CTG Dimers, ergibt diese Annahme ein
einheitliches Bild der gemessenen K, Daten (Abb. 4.1.5) und kann als Hinweis gewertet
werden, dal} es sich bei den gemessenen Vorpeaks wirklich um Dimere der untersuchten
Proteine handelt.

Die prozentualen Abweichungen der Retentionszeiten der Biokonjugatpeaks von den Peaks
der nativen Proteine sind in Tabelle 4.1.1 aufgefiihrt. Diese liegen, mit Ausnahme von CTG-
Cy5 auf Superose 12 (3.45 %) unter 3 % und sind damit gering. Der Anteil an freiem
Farbstoff wurde aus dem Verhdltnis des 654 nm Signals des Hauptpeaks der
Biokonjugatkomponente und dem Signal des freien Farbstoffes bestimmt. Der Anteil an
Dimeren wurde aus dem Verhdltnis des 280 nm Signals des Haupt- und Vorpeaks nach
Umrechnung in Konzentrationen berechnet, wobei fiir die Dimere ein doppelt so groRRer

Extinktionskoeffizient angenommen wurde.

Tabelle 4.1.1. Prozentuale Abweichung der Peakretentionszeit des Biokonjugats vom nativen Protein auf
Sepharose 6 FF bzw. Superose 12. Prozentualer Anteil an freiem Farbstoff bezogen auf die Absorption bei
654 nm und prozentualer Anteil an Dimeren auf Superose 12.

Festphase Cy5 Abweichung Biokonjugat von nativem Anteil freier Anteil Dimere
Biokonjugat  Protein [%] Farbstoff [%] [%]
LYS 15 N/A N/A
CTG 2.0 N/A N/A
BLG 15 N/A N/A

Sepharose 6 FF OVA 15 N/A N/A
BSA 0.3 N/A N/A
ovT 1.2 N/A N/A
GGB 0.5 N/A N/A
LYS -0.7%,0.4° 1.1° N/A
CTG 3.6 1.3 0.9
BLG 15 1.8 N/A

Superose 12 OVA 1.0 2.3 54
BSA -0.1 2.1 5.3
ovT 0.6 5.2 34
GGB 0.5 11.5 4.0

(a) LYS erster Peak. (b) LYS zweiter Peak. (c) bezogen auf ersten Peak.
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Abbildung 4.1.4. Isokratische Trennungen von (A) LYS-CyS, (B) CTG-CyS5, (C) BLG-CyS5, (D) OVA-CyS5,
(E) BSA-CyS5, (F) OVT-CyS5 und (G) GGB-CyS5 auf Superose 12 in Phosphatpuffer (pH 7.0, 50 mM, 200
mM NacCl, 38 cm/h). Detektion bei (=) 280 nm und (=) 654 nm.
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Abbildung 4.1.5. Auftragung des dekadischen Logarithmus des Molekulargewichts der Proteine gegen
den chromatographisch ermittelten K,, auf HR 10/30 Superose 12 Siule in Phosphatpuffer (pH 7.0, 50
mM, 200 mM NacCl, 38 cm/h). LYS und CTG von der Anpassung ausgeschlossen.

4.1.3 Diskussion

Reinheit der Farbstoffe

Alle Chromatogramme der Fluoreszenzfarbstoffe zeigen vor dem eigentlichen Signal des
fluoreszierenden Farbstoffes Peaks, die eine Retentionszeit Uiber oder um die Ausschluf3grenze
von Sepharose 6 FF besitzen, abgeschatzt tUber die Retentionszeit von Blue Dextran. Diese
zeigen keine Fluoreszenz bei den, fir den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff passenden,
Anregungs- und Detektionswellenldngen. Die Retentionszeiten dieser Kontaminanten sind fur
alle drei Farbstoffe identisch. Eine mogliche Erklarung fur diese Signale kdnnte in der
Prasenz von nicht-fluoreszierenden Farbstoffaggregaten oder in hochmolekularen
Verunreinigungen in den Farbstoffpraparationen liegen. Falls diese Peaks Aggregaten der

Fluoreszenzfarbstoffe entsprechen, kénnte die Konzentration dieser Kontaminanten durch die
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Verwendung von reinen Farbstoffen iberschatzt werden, da Farbstoff-Farbstoff Interaktionen
unter diesen Umsténden begunstigt sind.

Neben diesen hochmolekularen Kontaminanten werden fiir BODIPY und Atto635 zwei Peaks
detektiert, die dem Fluoreszenzfarbstoff entsprechen kdnnten. Mdgliche Ursachen fur das
entstehen von Doppelpeaks kdnnen Dimere der Farbstoffe sein, deren Entstehen wiederum
durch die Verwendung von reinem, hoch konzentriertem Farbstoff beglnstigt sein kénnten.
Eine alternative Erklarung koénnten das Vorhandensein des Reaktivfarbstoffes (mit NHS
Gruppe) und des hydrolysierten Farbstoffes (ohne NHS Gruppe) sein, die ein
unterschiedliches Retentionsverhalten besitzen.

In Abwesenheit von nicht-spezifischen Interaktionen der Fluoreszenzfarbstoffe mit Sepharose
6 FF sollten alle Farbstoffe eine Retentionszeit besitzen, die geringfligig niedriger ist, als
Nitrat, weil die Farbstoffe ein ca. 10-fach hoheres Molekulargewicht besitzen, aber viel
Kleiner als die eingesetzten Proteine sind. Atto635 und BODIPY, aber auch Cy5 besitzen alle
eine hohere Retentionszeit als Nitrat, was nur durch nicht-spezifische Interaktionen der
Fluoreszenzfarbstoffe mit Sepharose 6 FF erklart werden kann. Sepharose besitzt einen
geringen Restanteil an negativ geladenen Gruppen (Duckworth und Yaphe, 1970). Da
Atto635 der einzige positiv geladene Farbstoff der drei untersuchten Molekule ist, ist eine
anziehende elektrostatische Wechselwirkung von Atto635 mit den negativen Restladungen
eine mogliche Erklarung fir die hohere Retentionszeit von Atto635 gegeniber Nitrat. Da Cy5
eine negative Nettoladung besitzt, wiirde dies die gute Ubereinstimmung mit der
Retentionszeit von Nitrat fir Cy5 erklaren. Die hohere Retentionszeit fir Cy5 und BODIPY
kdnnte durch eine hydrophobe Wechselwirkung der Farbstoffe mit Sepharose 6 FF erklart
werden, die durch die Anwesenheit von geladenen Gruppen bei Cy5 schwécher ist als flr das
neutrale BODIPY. Obwohl Sepharose Materialien durch die Anwesenheit von
Hydroxylgruppen der Agarose als hydrophil eingestuft werden, sind durch die Anwesenheit
der Quervernetzergruppen mogliche hydrophobe Bereiche vorhanden, die flr eine attraktive
Interaktion und damit héheren Retentionszeit von Cy5 und BODIPY verantwortlich sein
konnten.

Fir den Einsatz von Cy5 und gegen BODIPY und Atto635 bei Experimenten unter nicht-
bindenden Bedingungen (Gleichgewichtsverteilungskoeffizient, 4.2; Diffusionskoeffizient,
4.3; GroRenausschlufichromatographie, 4.4) spricht die geringe nicht-spezifische Interaktion
von Cy5 mit Sepharose 6 FF und die Messung eines einzelnen Peaks.

Die Verwendung aller drei Farbstoffe unter adsorptiven Verhéltnissen ist jedoch

gerechtfertigt, da die nicht-spezifische Interaktion des Fluoreszenzfarbstoffes mit der
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Festphase im Vergleich mit der adsorptiven Bindung an einen lonentauscher weitesgehend zu
vernachlassigen ist. Durch die Biokonjugation kommt es zwar zu Anderungen der
Nettoladung und Ladungszugénglichkeit des gewdhlten Proteins, so dass unter adsorptiven
Verhaltnissen Unterschiede zwischen dem Biokonjugat und dem jeweiligen nativen Protein
gemessen werden (vgl. 4.5), diese aber weitgehend unabhangig von den oben diskutierten

nicht-spezifischen Wechselwirkungen sind.

Chromatographisches Verhalten von Biokonjugaten unter nicht bindenden Bedingungen

Generell konnte im vorigen Abschnitt gezeigt werden, dass der freie Farbstoff Cy5 die
geringsten nicht-spezifischen Interaktionen mit dem verwendeten chromatographischen
Grundmaterial aufweist. Die Chromatogramme der Biokonjugate auf Sepharose 6 FF und
Superose 12 bestatigen im Wesentlichen die Erkenntnisse aus den Versuchen mit den
Fluoreszenzfarbstoffen. Die Cy5 Biokonjugate besitzen eine vergleichbare Peakform und
Retentionszeit wie das jeweilige native Protein. D.h. der Verteilungskoeffizient (entspricht der
Retentionszeit) und der intrapartikulare Diffusionskoeffizient (entspricht der Peakbreite) flr
die Cy5 Biokonjugate zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den nativen Proteinen.

Trotz Aufreinigung der Biokonjugate (ber eine G-25 oder G-15 Sephadex Sdule nach der
Reaktion mit den Fluoreszenzfarbstoffen, ist auf Sepharose 6 FF fir BLG, OVT und GGB
sowie fiur alle Proteine auf Superose 12 anhand des 654 nm Signal freier Farbstoff in den
Biokonjugatlosungen zu erkennen, der insbesondere fir OVT und GGB ca. 5.2 bzw. 11.5 %
der gesamten Cy5 Konzentration ausmachen. Eine Erklarung fir das Auftreten des freien
Farbstoffes konnte die Ausbildung von metastabilen Konjugatprodukten und nicht-
spezifischen Bindungen des Farbstoffes an das Protein sein. Die Ausbildung von metastabilen
Imidazolbindungen mit Proteinen ber NHS Reaktivfarbstoffe ist méglich (Zuk et al., 1970).
Die Vorpeaks, die fiir die untersuchten Proteine auf Superose 12 gemessen werden, lassen
sich gut Ober das Vorhandensein von Dimeren erklaren. BLG liegt unter den gewahlten
Pufferbedingungen (Phosphat, 50 mM, pH 7.0, 200 mM NaCl) vollstandig als Dimer vor
(Brownlow et al., 1997), sodal’ kein zusatzlicher Monomerpeak zu erwarten ist. Aufgrund der
geringeren Trennleistung des Sepharose 6 FF Materials gegentiber Superose 12, werden die
Dimere bei den Trennungen auf Sepharose 6 FF nicht aufgelost.

Eine Ausnahme bilden die Chromatogramme von LYS und CTG. CTG-Cy5 besitzt auf
Superose 12 eine um 3.6 % hohere Retentionszeit verglichen mit dem nativen Protein,
wéhrend die Retentionszeit von Cy5 auf Superose 12 um 18 % Uber der mit Nitrat
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gemessenen Retentionszeit liegt. Wahrend die postulierte schwache nicht-spezifische
attraktive Wechselwirkung von Cy5 fur die Gbrigen Biokonjugate sowohl auf Sepharose 6 FF
als auch Superose 12 zu keiner auffalligen Retentionszeitverschiebung flhrt, ist es aufféllig,
dass die beiden kleinsten Proteine eine solche ausweisen. Superose 12 ist durch die stérkere
Quervernetzung hydrophober als Sepharose 6 FF, wobei dieser Effekt zu Anderungen der
Selektivitaten flihren kann (GE Healthcare). Eine mdogliche Erklarung konnte darin liegen,
dass die hydrophoben Eigenschaften von CTG durch die Biokonjugation erhéht werden und
diese Erhohung, aufgrund des niedrigen Molekulargewichtes, einen deutlicheren Einfluss auf
das Retentionsverhalten hat, als es bei den hohermolekularen Proteinen der Fall ist.

Fur LYS ist bekannt, daR es im Bereich zwischen pH 4 und 9 in geringen Konzentrationen als
Dimer vorliegt und die Assoziation reversibel ist (Pusey, 1991; Wilson et al., 1993; Banerjee
et al., 1975). Unter der Annahme, dal3 es sich beim zweiten Peak um das LYS Dimer handelt
und der Extinktionskoeffizient doppelt so grol3, wie fur das Monomer ist, wirde dem Peak ein
Markierungsgrad von ca. 1.2 entsprechen, was dafur spricht, dafl es sich bei dem zweiten
Peak um das reine monosubstituierte LYS Dimer Cy5 Biokonjugat handelt, welches aufgrund
von starkeren nicht-spezifischen Interaktionen mit der Festphase eine héhere Retentionszeit
als das Monomer besitzt. Eine andere Erklarung fur das Auftreten eines zweiten Peaks ware
ein LYS-Cy5 Biokonjugat, bei dem Cy5 an einer anderen Position gebunden vorliegt und die
nicht-spezifische Interaktion zwischen Biokonjugat und Superose 12 stérker ist, als fur das
native Protein und dem alternativen Biokonjugat. Der berechnete Markierungsgrad ausgehend
von einem Monomer lage bei 0.6. Dies spricht eindeutig gegen die Annahme eines Monomer
Cy5 Biokonjugates, weil fur ein starker bindendes Monomer Biokonjugat ein DOL von ~ 1
erwartet wird, da es sich nicht um eine Mischung aus Biokonjugat und nativem Protein
handelt. Auf die Ursachen flr den generell ungewohnlich hohen Ky, fir LYS und CTG bzw.
ihrer Dimere wird ausfihrlich in Kapitel 4.2 eingegangen.

Zusammenfassend sind folgende Eigenschaften der Biokonjugate festzustellen:

e die Ubereinstimmung der Peakform der Cy5 Biokonjugate und der nativen Proteine ist
gut

e mit Ausnahme von BLG sind bei allen Proteinen neben den Monomeren Dimere in
Lésung vorhanden

e Dei allen Biokonjugaten kann in geringen Mengen freier Cy5 Farbstoff detektiert

werden
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e sowohl Dimere als auch freier Farbstoff werden nur auf Superose 12 aufgel6st
wohingegen auf Sepharose 6 FF diese entweder gar nicht oder als Schulter des
Hauptpeaks detektiert werden

e LYS und CTG bzw. ihre Dimere besitzen eine hohere Retentionszeit als fur ihre
MolekiilgroRe erwartet wird

Fur die geplanten Versuche mit den Biokonjugaten unter nicht-bindenden Bedingungen hat
das zur Folge, daB die Eigenschaften der Biokonjugate der Hauptkomponente der jeweiligen
Proteine gut mit dem der nativen Proteine Ubereinstimmen. Es wird erwartet, dass die
jeweiligen Dimere einen niedrigeren Verteilungs- und Diffusionskoeffizienten als die
Monomere besitzen. Fir den freien Farbstoff kann ein Verteilungskoeffizient von ~ 1
angenommen werden. Eine gegenseitige Beeinflussung von freiem Farbstoff und Konjugat
kann ausgeschlossen werden (siehe Abb. Anhang 7.10).
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4.2 Verteilung und Diffusion von Proteinen in chromatographischen Festphasen -

Gleichgewichtsverteilungskoeffizient

Der Gleichgewichtsverteilungskoeffizient eines Proteins  bestimmt, neben dem
intrapartikularen Diffusionskoeffizienten, groRenausschlusschromatographische Trennungen,
die Trennleistung von Membransystemen und kann fir die Charakterisierung der
Porenzuganglichkeit von Makromolekilen in chromatographischen Festphasen verwendet
werden. Im Folgenden wird die Messung des Verteilungskoeffizienten mittels CLSM als neue
Methode vorgestellt, und mit der chromatographischen Messung verglichen. Zusammen mit
der Messung des intrapartikularen Diffusionskoeffizienten (4.3) bildet dies die Grundlage fir
die Simulation von gréRenausschlusschromatographischen Trennungen (siehe Kapitel 4.4).
Weiterhin kann durch den Verteilungskoeffizienten eine Aussage uber die Unterschiede der
Stationdrphasen hinsichtlich der sterischen Zugéanglichkeit und dem Porennutzungsgrad
getroffen werden, die auch unter adsorptiven Bedingungen (4.5-4.9) relevant ist. Zusétzlich

wird der EinfluRR elektrostatischer Interaktionen auf den Verteilungskoeffizienten untersucht

4.2.1 Systemeigenschaften

Fur die Darstellung der Ergebnisse wird der Stokesradius der Proteine verwendet. Tabelle
4.2.1 fuhrt die Stokesradien zusammen mit dem Molekulargewicht und dem isoelektrischen
Punkt der verwendeten Proteine auf. Da alle Experimente bei einem pH von 7.0 durchgefthrt
werden, beinhaltet die Auswahl sowohl Proteine mit einer negativen (BLG, OVA, BSA und
OVT), neutralen (GGB) oder positiven (LYS, CTG) Nettoladung.

Tabelle 4.2.1. Eigenschaften der verwendeten Proteine.

Protein  Stokesradius [nm]® Molekulargewicht [Da]” pI”
LYS 1.85 14300 11.0
CTG 2.30 25700 9.1
BLG 2.74 36500 5.2
OVA 2.93 42800 4.6
BSA 3.59 66400 4.8
oVvT 3.79 75800 6.2
GGB 5.62 160000 7.0

(a) Sober (1970); www.uniprot.com. (b) Righetti und Caravaggio (1976).

In Tabelle 4.2.2 sind die Eigenschaften der verwendeten Stationdrphasen aufgefiihrt. Die
Festphasen  konnen eingeteilt werden in inerte  Strukturen, die fir die
GroRenausschlusschromatographie verwendet werden und Adsorber mit geladenen Liganden,
die entweder direkt Gber Verbindungsmolekdle an die Porenwand immobilisiert sind oder mit

Dextranketten kovalent verknipft im Porenraum vorliegen.
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Tabelle 4.2.2. Eigenschaften der verwendeten Festphasen.

Stationérphase Partikelgrofie [pm] Polymer Funktion
Sepharose 6 FF 90 Agarose SEC
SP Sepharose FF 90 Agarose SCX
Q Sepharose FF 90 Agarose SAX
SP Sepharose XL 90 Dextran-Agarose Komposit SCX
Q Sepharose XL 90 Dextran-Agarose Komposit SAX
Capto Q 90 Dextran-Agarose Komposit SAX
Superdex 200 prep grade 34 Dextran-Agarose Komposit SEC
Superose 12 prep grade 34 Agarose SEC

4.2.2 Messung des Verteilungskoeffizienten mittels CSLM wund Vergleich mit

chromatographischen Bestimmungen

Die Messung des Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten auf Einzelpartikelniveau mittels
CLSM ist ein neuer experimenteller Ansatz. Die Bestimmung basiert auf der Messung sich im
Gleichgewicht befindlicher extra- und intrapartikularer Biokonjugatkonzentrationen. In
Kapitel 3.4.3 wurde gezeigt, dall die Messung nicht von der Position der Fokusebene abhangt,
solange im Partikelmittelpunkt gemessen wird.

Mittels Validierungsstudien zu dem Verhalten von Biokonjugatlésungen (4.1.1) konnte
gezeigt werden, daB sich das Verteilungs- und Transportverhalten der Biokonjugate im
Wesentlichen nicht von dem, der nativen Proteinen unterscheidet, aber ein Restanteil von
freiem Fluoreszenzfarbstoff und Dimeren in den Biokonjugatlosungen vorhanden ist. Das
Ergebnis der Messung des Verteilungskoeffizienten mittels CLSM unter Verwendung von
Biokonjugaten wird durch die Anwesenheit von freiem Fluoreszenzfarbstoff und Dimeren
beeinflusst: der Verteilungskoeffizient des freien Fluoreszenzfarbstoffes wird naherungsweise
1 betragen, weil durch die geringe GrolRe des Fluoreszenzfarbstoffes Cy5 (792 Da) keine
sterische Behinderung durch die Festphase zu erwarten ist. Die Proteindimere besitzen einen
niedrigeren Verteilungskoeffizienten als die Monomere. Vergleicht man die experimentellen
Ergebnisse fur das Retentionsverhalten (Kj,,) aus Kapitel 4.1 fur Proteine, die in etwa einem
Monomer-Dimer Paar entsprechen (LYS-CTG, BLG-BSA, OVA-OVT, OVT-GGB),
entspricht ®pjmer ~ 0.75- Dpmonomer. Unter Verwendung der prozentualen Anteile, die fir den
freien Farbstoff und der Dimere (Kapitel 4.1) der verwendeten Biokonjugate bestimmt
wurden, den oben aufgefuihrten Verteilungskoeffizienten fur den freien Farbstoff und die
Dimere, sowie der Korrektur der prozentualen Abweichung der Retentionszeit (Ka,) des
Biokonjugats vom nativen Protein auf der jeweiligen Festphase, wurde der
Verteilungskoeffizient fur die Proteine nach Gleichung 3-12 aus Kapitel 3.4.3 korrigiert.
Soweit nicht anders erwéhnt, wurden alle Versuche bei einer Proteinkonzentration von 1:107
M und einem D/P von 0.1 bei gleichen Pufferbedingungen (Phosphat, 50 mM, pH 7.0, 200
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mM NaCl) durchgefiihrt. In Abb. 4.2.1 wird der gemessene mit dem Kkorrigierten
Verteilungskoeffizienten fir Sepharose 6 FF und Superose 12 verglichen. Fur LYS auf
Superose 12 wurde angenommen, daB die spater eluierende Komponente (vgl. Kapitel 4.1)

einen 1.1-fach hoheren Verteilungskoeffizienten besitzt als LY'S und 39 % des Gesamtsignals

ausmacht.
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Abbildung 4.2.1. Vergleich von konfokal gemessenem (m) und korrigiertem (®) @ fiir (A) Sepharose 6 FF
oder (B) Superose 12 prep grade. Standardabweichung fiir 5 Messungen.

Der Vergleich der gemessenen und korrigierten Verteilungskoeffizienten zeigt, dal die
Anderung durch die Korrektur sich in der GroRenordnung der Standardabweichung der
Messung bewegt (siehe Fehlerbalken). Eine Ausnahme bilden GGB (Sepharose 6 FF und
Superose 12) und LYS (Superose 12). Die groBere Anderung fiir GGB ist durch den hoheren
gemessenen Anteil von freiem Farbstoff (11.5 %) in Verbindung mit dem — im Vergleich zu
den anderen Proteinen — niedrigen Verteilungskoeffizienten zu erklaren. Die signifikante
Anderung fiir LYS auf Superose 12 ist durch die Anwesenheit der zweiten Komponente zu
erklaren, die, im Gegensatz zu den anderen Kontaminanten, einem deutlich hoheren Anteil
(39 %) am Gesamtsignal ausmacht und einen hdéheren Verteilungskoeffizienten als LYS
besitzt. Die geringen Auswirkungen fur die anderen Proteine kdnnen einerseits durch die
geringen Anteile der Kontaminanten (freier Farbstoff und Dimer), sowie deren
entgegengesetzte Wirkung auf @ erklart werden. Auf Basis der Validierungsstudien aus
Kapitel 4.1 und der gefundenen Auswirkungen auf die Verteilungskoeffizienten, speziell fur
LYS und GGB, wurden im Folgenden die MeRdaten nach oben dargestelltem Schema
korrigiert und fur die weitere Auswertung verwendet. Fir die Festphasen auf Basis von
Sepharose 6 FF wurden vergleichbare Eigenschaften angenommen, d.h. gleiche
Retentionsunterschiede zwischen Biokonjugat und nativem Protein, sowie Abwesenheit der
zweiten Komponente im LY'S Biokonjugat.
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Die Einzelpartikelmessungen von @ mittels CLSM koénnen mit dem chromatograpisch
bestimmten Verteilungskoeffizienten K,, verglichen werden, um den CLSM Ansatz auf
Plausibilitat zu Gberprifen, was in Abbildung 4.2.2 fiir Sepharose 6 FF, SP Sepharose FF und
XL dargestellt ist.

1,0 4 B SP Sepharose FF HPLC
’ A @ SP Sepharose XL HPLC
0.9- A Sepharose 6 FF HPLC
’ [ SP Sepharose FF CLSM
_ O SP Seph XL CLSM
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Abbildung 4.2.2. Vergleich von K,, mit @ fiir verschiedene Festphasen. Verwendung des Stokesradius fiir
die verwendeten Proteine (Sepharose 6 FF) und Viskosititsradius fiir Dextranstandards (SP Sepharose FF
und XL) aus Hubbuch et al.(2003).

Die K, Daten fur SP Sepharose FF und XL beziehen sich auf Dextranlésungen (Hubbuch et
al., 2003). Die Molekulargewichte der Dextranstandards wurden nach Hagel und Dubin
(1988) in den Viskositatsradius umgerechnet, weil damit der Radius der stabférmigen
Dextrane am Ehesten den Radien von dquivalenten, globuldren Proteinen entspricht (Hagel
und Dubin, 1988).

Generell zeigen beide Datensédtze einen vergleichbaren Trend einer Senkung des
Verteilungskoeffizienten mit steigender MolekiilgroRe. Die Ubereinstimmung von Ka, und @
ist sehr gut fiir SP Sepharose FF und zeigt im Verlauf eine gute Ubereinstimmung mit
Sepharose 6 FF und SP Sepharose XL. Fur Sepharose 6 FF und SP Sepharose XL ist @ ab

einem Stokesradius von ca. 3 nm groRer als K, wohingegen fiir SP Sepharose XL @& fir
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Kleinere Radien niedriger als K, ist. Zusammenfassend stimmen die chromatographischen
Messungen (Ka) gut mit @& aus konfokalen Messungen (berein, sodal} die
Einzelpartikelmessung mittels CLSM eine geeignete Methode zur Messung des
Verteilungskoeffizienten darstellt. Mdgliche Ursachen fiir die Unterschiede zwischen den

beiden Messungen werden in der Diskussion behandelt.

4.2.3 Einfluss der Proteingrofle und Stationirphase auf den

Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten

Sowohl die ProteingroRe als auch die Eigenschaften der Festphase, wie der Festphasenanteil
und Porengrolie bestimmen den Verteilungskoeffizienten eines Proteins. Der Zusammenhang
zwischen ProteingréRe und Verteilungskoeffizienten kann im Allgemeinen nicht a priori
berechnet werden und muf} experimentell gemessenen werden. Die Ergebnisse der Versuche
zur Abhdangigkeit des Verteilungskoeffizienten von der ProteingroRe und von der
verwendeten Festphasen werden im Folgenden dargestellt.

In den Abbildungen 4.2.3 bis 4.2.5 sind die korrigierten Verteilungskoeffizienten (s.0.) fir
verschiedene  Festphasen bei  konstanter Proteinkonzentration (1:10° M) und
Pufferzusammensetzung (pH 7.0, I = 1080 mM) aufgefiihrt. Die hohere lonenstdarke wurde
gewdhlt, um adsorptive Wechselwirkungen zwischen den Biokonjugaten und den
lonentauschern zu unterdriicken. Die Festphasen Sepharose 6 FF, SP Sepharose FF und Q
Sepharose FF bildet eine Gruppe, die auf der selben Grundmatrix basieren (Sepharose 6 FF)
und sich nur durch die Anwesenheit von lonentauscherliganden unterscheiden. Ebenso
basieren SP Sepharose XL und Q Sepharose XL auf der Sepharose 6 FF Matrix und Capto Q
auf einer vergleichbaren Agarosematrix, die stérker quervernetzt ist. Diese Festphasen
besitzen Dextranketten im Porenraum, auf denen die lonentauscherliganden verankert sind.
Superdex 200 prep grade und Superose 12 prep grade sind Materialien, die fir die
GroRenausschlusschromatographie entwickelt wurden und bestehen aus einer Agarose-
Dextran Matrix (Superdex 200), die auf der Sepharose HP Matrix basiert — vergleichbar mit
Sepharose 6 FF — (Hellberg et al., 1996), bzw. einer Agarosematrix (Superose 12), die starker
quervernetzt ist und als einziges Material nicht auf der 6 %igen Sepharose 6 FF Matrix
basiert.

Die Ergebnisse der verschiedenen Stationarphasen zeigen im Allgemeinen den erwarteten

Trend eines monoton sinkenden @®’s mit steigendem Proteinradius, mit einigen Ausnahmen.

Auf den Anionentauschern Q Sepharose FF, Q Sepharose XL und Capto Q steigt @ fiir OVT
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und GGB gegenliber BSA an, wobei GGB einen hoheren @ als OVT besitzt. OVT besitzt
ebenfalls einen unerwartet hohen ® gegenliber BSA auf Sepharose 6 FF, SP Sepharose XL
und Superdex 200. Daneben besitzen OVA auf Q Sepharose XL, Capto Q und Superose 12,
sowie BLG auf Capto Q einen héheren @ im Vergleich mit den jeweils kleineren Proteinen.

Die Festphasen Sepharose 6 FF, SP Sepharose FF und Q Sepharose zeigen einen &hnlichen
Verlauf mit steigender MolekilgroRe, wobei SP Sepharose FF durchschnittlich einen 1.24-
fach niedrigeren @ als Sepharose 6 FF und Q Sepharose FF besitzt und ® von LYS fir
Sepharose 6 FF gegeniiber CTG starker ansteigt als fir SP Sepharose FF oder Q Sepharose
FF. @ flr SP Sepharose XL, Q Sepharose XL und Capto Q stimmen sehr gut tiberein und sind
durchschnittlich 46 % niedriger als die jeweiligen ®’s fur Sepharose 6 FF, was auf die
sterische Behinderung durch die Dextranketten hindeutet. Superose 12 zeigt den stérksten
Abfall von @ von LYS bis GGB (auf 37 %) fur alle untersuchten Festphasen, was auf die
Funktion als GréRenausschlusschromatographiemedium hindeutet. Im Gegensatz dazu weist
Superdex 200 prep grade einen unerwartet flachen Abfall von LYS auf GGB (auf 72 %) auf
und besitzt einen durchschnittlich 1.36-fach héheren @ als Superose 12, obwohl Superdex

200 ebenfalls Dextranketten im Porenraum besitzt.
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Abbildung 4.2.3. Auftragung von @ gegen Molekiilradius (Phosphat, 50 mM, pH 7.0 und I = 1080 mM bei

Cprotein 1°10° M und D/P von 0.1). (m): Sepharose 6 FF. (®): SP Sepharose FF. (A): Q Sepharose FF.
Standardabweichung fiir 5 Messungen.
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Abbildung 4.2.4. Auftragung von @ gegen Molekiilradius (Phosphat, 50 mM, pH 7.0 und I = 1080 mM bei

Cprotein 1:110° M und D/P von 0.1). (m): SP Sepharose XL. (®): Q Sepharose XL. (A): Capto Q.
Standardabweichung fiir 5 Messungen.
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Abbildung 4.2.5. Auftragung von ® gegen Molekiilradius (Phosphat, 50 mM, pH 7.0 und I = 1080 mM bei

Cproein 1:10° M und D/P von 0.1). (m) Superdex 200 prep grade. (®): Superose 12 prep grade.
Standardabweichung fiir 5 Messungen.
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Im Folgenden werden die mittels CLSM bestimmten ®’s mit Literaturdaten verglichen.
Generell ist ein Vergleich der MeRdaten mit Literaturwerten schwierig, weil nicht fir alle
Festphasen Literaturdaten verfiigbar sind. Flr Sepharose 6 FF (Abb. 4.2.6-A) wurden von GE
Healthcare veroffentlichte Materialdaten verwendet (Gel Filtration, 2002), sowie
Literaturdaten fur die Verteilung von Proteinen in Sepharose CL-6B (Boyer und Hsu, 1992;
Moussaoui et al., 1992), die eine weniger stark quervernetze Agarosematrix darstellt, mit
ansonsten vergleichbaren Eigenschaften wie Sepharose 6 FF. Vergleichsdaten fir SP
Sepharose FF stellen die Messung von ® uber FRAP in SP Sepharose Big Beads (Johnson et
al., 1995) und die chromatographischen Messungen mit Dextranen auf SP Sepharose FF
(DePhillips und Lenhoff, 2000) dar. Soweit nicht in den Verdffentlichungen angegeben,
wurden die Proteinradien aus Sober (1970) entnommen und die angebenen
Molekulargewichte der Dextrane aus DePhillips und Lenhoff in die Viskositatsradien
umgerechnet analog der VVorgehensweise in Hagel et al. (1988).

Die in Abb. 4.2.6 dargestellten Messungen von ® mittels CLSM flr Sepharose 6 FF zeigen
im Verlauf eine gute Ubereinstimmung mit den verdffentlichten Daten, wobei der mittels
CLSM gemessene @ hdéher ist. Im Vergleich fallt auf, dal? sowohl CTG und LYS als auch
GGB vom erwarteten Verlauf abweichen und speziell LYS einen auffallig hohen @ besitzt.
Die Ubereinstimmung zwischen ® aus CLSM Messungen und Literaturdaten fir SP
Sepharose FF ist Uber den gesamten MeRdatenbereich sehr gut, wobei die Daten von Johnson
et al. (1995) hoher sind, als sowohl die hier vorgestellten Daten, wie auch die Ergebnisse von
DePhillips und Lenhoff (2000). Dabei zeigen die Daten von Johnson et al. (1995),
vergleichbar mit den oben aufgezeigten Anomalien fur z.B. OVT auf Sepharose 6 FF, einen
héheren @ fur BSA (3.59 nm) im Vergleich mit OVA (2.93 nm).

4.2.4 Modellierung der Verteilung von Proteinen in Stationirphasen

Das Ziel der Modellierung der Verteilung von Proteinen in pordésen Medien ist es, eine
funktionale Abhéngigkeit zwischen der ProteingroBe und Festphaseneigenschaften
herzustellen, mit der der Verteilungskoeffzient fiir andere Proteine vorhergesagt werden kann.
Im Folgenden wird der Verteilungskoeffizient fur die verschiedenen Proteine sowohl an das
Renkin- als auch das Ogstonmodell angepasst. Das Renkinmodell (vgl. Kapitel 2.4.1)
beschreibt die sterische Behinderung tber einen charakteristischen Porenradius, wohingegen
das Ogstonmodell die Festphase als zuféllige Anordnung von Fasern mit einem

charakteristischen Faserradius betrachtet (vgl. Kapitel 2.4.1). Die Anpassungen sind graphisch
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in Abbildung 4.2.7 dargestellt und die Ergebnisse der Anpassungen fiir beide Modelle werden
in Tabelle 4.2.3 zusammengefasst. Fur die Porositat wurde fir alle Festphasen mit Ausnahme
von Superose 12 ein Wert von 0.94 angenommen, weil alle Festphasen auf einer 6 %igen
Sepharose 6 FF Matrix (bzw. der 6 %igen Sepharose HP Matrix fur Sephadex 200) basieren
und somit die selbe Porositat besitzen sollten. Superose 12 basiert auf einer 12 %igen
Agarosematrix. Die Einflisse der Liganden oder des Dextrans schlagt sich im Porenradius
(Renkin) oder Faserradius (Ogston) nieder. Die oben genannten Anomalien wurden von der

Anpassung ausgeschlossen (siehe Abb. 4.2.7).
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Abbildung 4.2.6. Vergleich von (m) konfokal gemessenem ® und Literaturdaten. (A) Sepharose 6 FF.
Daten von (o) Boyer und Hsu (1992). (A) Moussaoui et al. (1992). (V) GE Healthcare (2002). (B) SP
Sepharose FF. Daten von (o) DePhillips und Lenhoff. (2000). (V) Johnson et al. (1995).

Generell ist der Verlauf der Kurven fir das Renkin- oder Ogstonmodell im MeRdatenbereich
vergleichbar, wobei das Ogstonmodell fir Molekiile > 4 nm einen niedrigeren @ als das
Renkinmodell vorhersagt. Fir die Festphasen Sepharose 6 FF, SP Sepharose FF und Q
Sepharose FF konnen beide Modelle den Verlauf der experimentellen Daten nur
néherungsweise wiedergeben. Insbesondere wird der @ von LYS, speziell auf Sepharose 6
FF, und von GGB von beiden Modellen unterschétzt. Beide Modelle kdnnen die Daten flr SP
Sepharose XL, Q Sepharose XL und Capto Q gut nachverfolgen, wobei das Modell einen
starkeren Abfall von @ fir OVT und GGB auf SP Sepharose XL vorhersagt. Vergleichbar mit
den Anpassungsresultaten fiir Sepharose 6 FF, werden die ®’s auf Superdex 200 und
Superose 12 nur ndherungsweise von beiden Modellen beschrieben. Auch hier bildet LYS

eine Ausnahme und besitzt einen deutlich hoheren @, als vom Modell vorhergesagt.
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Abbildung 4.2.7. Anpassung der Daten aus Abb. 4.2.3 bis 4.2.5 an das (=) Renkin bzw. (=) Ogston
Modell. (=) von der Anpassung ausgeschlossene Daten. (A): Sepharose 6 FF. (B): SP Sepharose FF. (C): Q
Sepharose FF. (D): SP Sepharose XL. (E): Q Sepharose XL. (F): Capto Q. (G): Superdex 200 prep grade.
(H): Superose 12 prep grade.

Tabelle 4.2.3. Parameter und Korrelationskoeffizienten der Anpassung an das Renkin oder Ogston
Modell an Daten aus Abb. 4.2.7.

Stationédrphase € R? (Renkin) r, [nm] R? (Ogston) r;[nm]
Sepharose 6 FF 094 0.64 27.0 0.63 2.6
SP Sepharose FF 094 0.67 16.5 -0.06 1.8
Q Sepharose FF 094 0.76 244 0.86 2.2
SP Sepharose XL 094 054 7.8 0.23 0.9
Q Sepharose XL 094 0.99 7.2 0.92 0.9
Capto Q 0.94 093 7.4 0.78 0.9
Superdex 200 0.94 0.67 25.7 0.67 3.2
Superose 12 088 0.72 13.9 0.81 2.7

4.2.5 Elektrostatische Einfliisse auf den Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten

Die die

Molekulargewichtes von Proteinen verwendet. Dabei gelten Agarosemedien, wie z.B.

GrolRenausschlusschromatographie  wird  hdufig  fir Bestimmung  des

Sepharose, durch ihren hydrophilen Charakter, als inerte Festphasen, die Proteine

ausschlieBlich aufgrund ihrer GréRenunterschiede trennen. Wie in Kapitel 2.4.2 gezeigt, kann
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die lonenstarke, aufgrund von elektrostatischen Wechselwirkungen der Proteine mit der
Festphase, einen starken EinfluR auf den Verteilungskoeffizienten in augenscheinlich inerte
chromatographische Festphasen besitzen. Um den Einfluss elektrostatischer Effekte auf den
Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten zu untersuchen, wurde der Verteilungskoeffizient in
Sepharose 6 FF bei konstantem pH-Wert (7.0) und lonenstarken von 0.08 bis 1.08 M, bei
ansonsten identischen Bedingungen (Cproein 1:10° M, D/P: 0.1) gemessen. Der EinfluR der
Festphase auf den Verteilungskoeffizienten bei unterschiedlichen lonenstarken wurde
zusétzlich fir SP Sepharose FF und SP Sepharose XL mit OVA untersucht.

Die Verteilungskoeffizienten in Abhangigkeit von der lonenstarke fiir die verschiedenen
Proteine sind in Abb. 4.2.8 dargestellt. Die Verteilungskoeffizienten der untersuchten Proteine
zeigen eine starke Abhéangigkeit von der lonenstarke. Drei verschiedene Verhalten sind
offensichtlich: LYS und CTG zeigen einen Anstieg von ® mit sinkender lonenstéarke, wobei
fir LYS eine Adsorption sichtbar ist, weil ® mit 6.14 bei 0.08 mM deutlich tGber 1 liegt. Fur
BLG, OVA, BSA und OVT ist eine Abnahme von @ mit sinkender lonenstérke sichtbar. Fir
GGB st kein signifikanter Einflul? der lonenstérke auf ® zu erkennen. Fur alle Proteine gilt,
daR ab einer lonenstirke von ca. 200 mM keine signifikante Anderung von @ gegeniiber dem
Wert bei 1.08 M zu erkennen ist.

Die abstoRende Interaktion kann durch Verwendung von Festphasen mit hoherer
Ladungsdichte als Sepharose 6 FF verstarkt werden (Abb. 4.2.9): der Grad der AbstoRung
steigt fur die Kationentauscher SP Sepharose FF und XL an. Die AbstolRung von OVA wird
erst bei hoheren lonenstarken kompensiert.

In Abb. 4.2.10 werden die Mel3daten von OVA auf SP Sepharose FF und BSA auf Sepharose
6 FF mit den Ergebnissen von Johnson et al. (1995) verglichen, die ® von OVA und BSA bei
einer lonenstéarke von 0.01, 0.11 sowie 1.11 M auf SP Sepharose Big Beads bestimmten. Flr
OVA st eine gute Ubereinstimmung im Verlauf von @ mit sinkender lonenstarke gegeben.
Erwartungsgemal besitzt BSA auf Sepharose 6 FF bei niedrigeren lonenstarken von 0.11 und
0.01 M einen hoheren @, als auf SP Sepharose Big Beads, da eine vergleichbare Situation wie
bei OVA auf Sepharose 6 FF und SP Sepharose FF vorliegt.
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Abbildung 4.2.8. Abhéngigkeit von ® von der Ionenstirke fiir verschiedene Proteine auf Sepharose 6 FF
(Phosphat, 50 mM, pH 7.0 bei cprotein 1°10° M und D/P von 0.1). (A) LYS. (B) CTG. (C) BLG. (D) OVA.

(E) BSA. (F) OVT. (G) GGB. Standardabweichung fiir 5 Messungen.
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Abbildung 4.2.10. Vergleich von konfokal gemessenem @ von (¢) OVA auf SP Sepharose FF bzw. () BSA
auf Sepharose 6 FF mit Literaturdaten von Johnson et al. (1995) fiir (¢) OVA bzw. (m) BSA auf SP
Sepharose Big Beads.

4.2.6 Diskussion

Messung des Verteilungskoeffizienten mittels CSLM und Vergleich mit der

chromatographischen Bestimmung

Mit der hier vorgestellten Methode ist es moglich, den Verteilungskoeffizienten von Proteinen
in chromatographischen Festphasen direkt Uber die gleichzeitige Messung der
Proteinkonzentration in der Bulk- und Partikelphase zu bestimmen. Neben der eigentlichen
Maglichkeit der Messung von @ ist noch erwahnenswert, daR alle experimentellen Daten ein
homogenes Signal in der Partikelphase zeigen, welche sich nur im Verhéltnis der Intensitaten
in der Partikel- und Bulkphase, je nach verwendetem Protein, unterscheiden. D.h. die
Partikelphase aller untersuchten Festphasen kann als homogen angesehen werden und der
Verteilungskoeffizient unter nicht-bindenden Bedingungen ist an jeder Position im Partikel
gleich.

Der Vergleich der Rohdaten und der korrigierten Daten (4.2.1) zeigt, daR Kontaminanten wie
freier Fluoreszenzfarbstoff bzw. Dimere keinen signifikanten EinfluR auf die Bestimmung
von @ mittels CLSM Messung hat, wenn die Konzentration der Kontaminanten nicht zu grof3
(> 10 %) ist. Die Auswirkungen der Korrektur auf die Daten von LYS auf Superose 12 und

GGB verdeutlichen, dafl vor der Verwendung von Biokonjugaten Validierungsstudien (4.1)
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durchgefihrt werden mussen, um nicht durch Kontaminanten oder nicht-spezifische Bindung
der Biokonjugate Fehler in der Bestimmung von @ zu erhalten. Dies ist eine Schwache der
Methode, weil der Gleichgewichtszustand eines einzelnen Partikels untersucht wird und es zu
keiner Trennung unterschiedlicher Komponenten kommen kann und sowohl das Protein als
auch die Kontaminanten den gleichen Fluoreszenzfarbstoff tragen. Fur weitere Bestimmungen
sollten daher Makromolekile verwendet werden, die eine einzige, stabile quartére Struktur
besitzen und entweder die Stabilitdt der Biokonjugate erhoht oder direkt vor einem
Verteilungsexperiment nochmals eine Aufreinigung der Biokonjugate durchgefihrt werden.

Der Vergleich der Messung von @ mittels CLSM und der chromatographischen Bestimmung
von Ka zeigt eine gute Ubereinstimmung der beiden Datensitze, wobei auf Basis der
Einzelpartikelmessung ein leicht hoherer Wert, speziell fur Molekile groBer 3 nm, zu
erkennen ist. Sowohl @ als auch K, sind als Verhdltnis extra- und intrapartikulérer
Konzentration definiert, wobei bei beiden Werten der Festphasenanteil Teil der Partikelphase
ist. D.h. flr unendlich kleine Molekile geht sowohl @ als auch K, gegen ¢,, sodal’ beide
Werte direkt miteinander verglichen werden konnen. Eine Ursache fir die gefunden
Unterschiede zwischen konfokal bestimmtem @& und chromatographischem K, konnte die
Kompression der Stationdrphase in der gepackten Sdule sein, die zu einer Verkleinerung der
Porositét der Partikel und damit zur Senkung des Verteilungskoeffizienten fiihrt. Danilov et
al. (1996) zeigten eine Senkung von K,, um 20 % bei einer Kompression von 20 % auf
Sephadex G-25 SF, die bei einem Druck von ca. 2.7 bar erreicht wurde. Es ist moglich, daB, je
nach verwendeter Festphase und Kompression, K,, fur alle Molekilgréfien gleichermalien
sinkt oder z.B. groRere Proteine starker von der Kompression betroffen sind, wenn die

Kompression zu einer selektiven Verkleinerung von Poren fiihrt.

Einfluss der ProteingroRe und Stationarphase auf den

Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten

Die Ergebnisse der Messungen zum EinfluR der Proteingrole auf den
Verteilungskoeffizienten zeigen allgemein den erwarteten Trend eines sinkenden @ mit
steigender ProteingrofRe, was mit der Vorstellung, dal} groflere Proteine starker von einer
sterischen Behinderung betroffen sind, Ubereinstimmt. Die Festphasen Sepharose 6 FF, SP
Sepharose FF und Q Sepharose FF besitzen einen, im Vergleich zu SP Sepharose XL, Q
Sepharose XL und Capto Q, hoheren ®, was die starkere, sterische Behinderung durch die

immobilisierten Dextranketten verdeutlich. Die Abnahme von @ in Dextran-Agarose
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Kompositmedien gegeniiber reinen Agarosemedien wurde auch von Kosto et al. (2004)
gefunden. Desweiteren kdnnen auch die Liganden selbst eine Verringerung von ® bewirken,
was am niedrigeren @ fur alle Proteine auf SP Sepharose FF im Vergleich mit Sepharose 6 FF
und Q Sepharose FF zu sehen ist.

Die Anderung von @ in Abhangigkeit des Molekiilradius ist fiir alle Festphasen auf Basis von
Sepharose 6 FF flacher als fir Superose 12. Dies ist zu erwarten, weil Superose 12 ein SEC
Medium ist, welches einen moglichst grofRen Unterschied von @ im Trennbereich des
Mediums aufweisen sollte, wohingegen die lonenstauscher auf Basis von Sepharose 6 FF
keine ausgepragte Anderung von ® mit steigender MolekiilgroRe besitzen mussen, weil sie
auch flr groRere Proteine (~ 160 kDa) eine moglichst groRe Kapazitat besitzen sollten. Der
vergleichsweise hohe @ fir alle Proteine auf Superdex 200 prep grade und der flache Verlauf
von @ in Abhédngigkeit vom Proteinradius ist aus zwei Grinden problematisch: einerseits
besitzt Superdex 200 als Agarose-Dextran Komposit Medium vergleichbare ®’s wie
Sepharose 6 FF und steht damit im Konflikt zu den Ergebnissen fur die Agarose-Dextran
Komposit Medien SP Sepharose XL, Q Sepharose XL und Capto Q. Anderseits ist der
Verlauf von ® mit steigendem Proteinradius eher flach und vergleichbar mit den Sepharose 6
FF Medien, obwohl es ebenso ein SEC Material wie Superose 12 ist und eine ahnliche
Selektivitat im untersuchten Molekularbereich besitzen sollte. Es ist unklar, warum Superdex
200 dieses Verhalten zeigt und kann mit den anderen Datensatzen nicht in Beziehung
gebracht werden.

Die auffallig hohen @’s fir OVT und GGB auf Q Sepharose FF (Abb. 4.2.3), Q Sepharose
XL und Capto Q (beide Abb. 4.2.4) deuten auf eine adsorptive Wechselwirkung des freien
Cy5 Farbstoffes mit den Anionentauschern hin, die selbst bei einer Salzkonzentration von 1
M nicht vollstandig unterdriickt wird, sodal} ein @ tber 1 fiir den freien Farbstoff zu erwarten
ist. Die Konzentration an freiem Farbstoff ist fur OVT und GGB, im Vergleich mit den
anderen Proteinen, am Grol3ten und, weil sie niedrigere @’s als die anderen Proteine besitzen,
wirkt sich der hdhere ® von Cy5 starker auf die gemessenen Signale aus.

Fur Sepharose 6 FF fallt im Vergleich mit den Literaturdaten (vgl. Abb. 4.2.6) und der
Porositat von Sepharose 6 FF von 0.94 auf, daR @ fir LYS mit 0.96 zu hoch erscheint und auf
nicht-spezifische Bindung von LYS mit der Agarosematrix hindeutet. Tendenziell ist dies
auch fur CTG zu erkennen. Der Effekt ist auch sichtbar auf Superdex 200 und Superose 12
und wurde auch bei der Bestimmung von K, bei den Validierungsstudien der Biokonjugate
auf der Superose 12 Sdule fiir sowohl LYS als auch CTG dokumentiert (vgl. 4.1). Obwohl
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Agarosemedien wie Sepharose 6 FF generell als inerte porése Medien angesehen werden,
existieren geringfugige Reste negativ geladener Gruppen wie Sulfonat und Pyruvat in
kommerziell verfugbaren Agarosemedien fur die Biochromatographie (Duckworth und
Yaphe, 1971). Da LYS und CTG eine positive Nettoladung bei pH 7.0 besitzen, kdnnte eine
attraktive, elektrostatische Wechselwirkung mit der Agarosematrix zu dem beobachteten,
erhdhten Verteilungskoeffizienten fuhren. Wie in den Ergebnissen zum EinfluR der
lonenstérke auf @ fur LYS und CTG zu sehen, adsorbiert LYS und CTG an Sepharose 6 FF,
wenn die lonenstarke sinkt (< 200 mM). Allerdings ist ®@ auch bei lonenstérken zwischen 0.2
und 1 M zu hoch, wo elektrostatische Wechselwirkungen von LYS und CTG mit der
Agarosematrix unterbunden sein sollten. Eine alternative Erklarungsmdglichkeit ist eine
hydrophobe Wechselwirkung von LYS und CTG mit der Agarosematrix. LYS besitzt einen
hydrophoben Bereich auf der Proteinoberflache (Fausnaugh et al., 1986), welcher bei héheren
lonenstérken adsorptiv mit Festphasen wechselwirken kann. Fir LYS und CTG wurden
auflerdem ungewohnlich hohe Retentionszeiten auf quervernetzten Agarosematerialien
(Fernandez-Sousa und Rodriguez, 1977) sowie ein erhohter K, auf Diol-modifizierten
Silicagelen (Schmidt et al., 1980) und 12 %iger, quervernetzter Agarose (Hjerten et al., 1984)
gefunden. Insbesondere bei Schmidt et al. (1980) konnte explizit gezeigt werden, dal K, fir
LYS und CTG mit steigender lonenstarke anstieg und andere positiv geladene Proteine wie
Cytochrom c¢ oder Ribonuclease diesen Effekt nicht zeigen. Letzteres spricht fur den
hydrophoben Charakter von LYS und CTG und koénnte daher fir die ungewdhnlich hohen ®’s
als Erklarung herangezogen werden. Die Kompensation dieses Effektes ist schwierig, weil
LYS und CTG bei niedrigerer lonenstarke an die Agarosematrix adsorbieren. Die hydrophobe
Interaktion scheint direkt Gber die Agarosematrix oder den Quervernetzer zu verlaufen, da der
Effekt des erhohten ®’s speziell bei den ligandenfreien SEC Medien Sepharose 6 FF,
Superdex 200 und Superose 12 aufféllt, wohingegen bei den lonentauschern kein
ungewohnlicher Anstieg zu erkennen ist. Evtl. unterdriicken die Liganden die hydrophobe
Interaktion zwischen LYS bzw. CTG und der Agarosematrix, weil die Proteine aus sterischen

Grunden nicht nahe genug an die Porenwand gelangen kénnen.
Modellierung der Verteilung von Proteinen in Stationarphasen
Die Ergebnisse der Modellierung mit dem Renkin- oder Ogstonmodel zeigen eine moderate

Ubereinstimmung des Modells mit den gemessenen Daten und beide Modelle ahneln sich im

MeRdatenbereich. Typischerweise unterschétzt das Modell die ®’s fur LYS und CTG sowie
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OVT und GGB, die zu den geringen Korrelationskoeffizienten der Anpassungen fiihren. Wie
im vorangegangenen Kapitel beschrieben, ist eine nicht-spezifische Adsorption von LYS und
CTG an die Agarosematrix sehr wahrscheinlich, die von beiden Modellen nicht erfasst
werden kann, weil sie keine nicht-spezifische Adsorption beriicksichtigen. GGB und OVT
habe ausgepragte, asymmetrische Formen (Garke et al., 1999; Yeh et al.,, 1979). Die
verwendeten Stokesradien fir die beiden Proteine konnten daher ihr Verteilungsverhalten in
porésen Medien unterschatzen. Die verwendeten Modelle approximieren Proteine mit Kugeln,
sodal es fiir ellipsoide Proteine zu Fehlinterpretationen der relevanten Molekulgrélie kommen
kann.

Eine Abschatzung der Anpassungsqualitat fir die Modelle ist schwierig, weil keine
veroffentlichten Daten fiir exakt diese Festphasen und Proteine zur Verfugung stehen. Fir
einige Festphasen wurden Porenradien bestimmt, die mit den Ergebnissen der Anpassung an
das Renkinmodells verglichen werden kdnnen. Ein Vergleich der Porenradien, die nach dem
Renkinmodell ermittelt wurden, mit verdffentlichten Daten zeigt, dafl eine gute
Ubereinstimmung fir Sepharose 6 FF (Literatur: 29 nm; hier: 27 nm) und Superose 12
(Literatur: 12 nm; hier: 13.9 nm) (Hagel et al., 1996) erziehlt wurde, wohingegen der Wert flr
SP Sepharose FF (Literatur: 24.4 nm; hier: 16.5 nm) (DePhillips und Lenhoff, 2000)
deutlicher abweicht.

Als Vergleich fur die Anpassung nach Ogston koénnen die Ergebnisse von Johnson et al.
(1995) herangezogen werden. In der Arbeit wurde SP Sepharose Big Beads als Festphase
verwendet, die, mit Ausnahme des durchschnittlichen Partikeldurchmessers, identisch mit SP
Sepharose FF ist. Der Faserradius wurde mit 1.9 nm beziffert, welches eine sehr gute
Ubereinstimmung mit dem hier angepassten Parameter von 1.8 nm darstellt. In
Ubereinstimmung mit Ergebnissen zu Dextran-Agarose Komposit Materialien (Kosta et al.,
2004) weisen SP Sepharose XL, Q Sepharose XL und Capto Q einen niedrigeren Faserradius
auf im Vergleich mit Einzelkomponenten Materialien.

Elektrostatische Einflisse auf den Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten

Die Ergebnisse zum elektrostatischen  Einflu@ auf @  verdeutlichen, dal}
groRenausschlusschromatographische  Trennungen von Proteinen eine Funktion der
lonenstérke sind. Je nach Protein kann die lonenstirke entgegengesetzte Effekte haben
(Adsorption oder Abstoflung) und das AusmaR der Effekte ist eine Funktion des Proteins und

der Festphase.
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Die beobachteten Effekte in den Untersuchungen zum elektrostatischen Einflul? auf ® kdnnen
generell durch Uberlegungen zur Nettoladung der Proteine bei pH 7.0 erklart werden. Es ist
bekannt, dal? GroRenausschlussmedien und Agarosemedien negativ geladenen Gruppen, wie
Sulphonat- und Pyruvatgruppen, im Matrixgrundgerist besitzen (Duckworth und Yaphe,
1971). Sowohl LYS als auch CTG besitzen eine positive Nettoladung bei einem pH-Wert von
7.0, die Werte fur @ (ber eins fur niedrige lonenstarken durch adsorptive Wechselwirkungen
erklaren. Ab einer lonenstarke von ca. 0.2 M wird ein Gleichgewichtszustand erreicht, bei
dem sich @ nicht mehr signifikant mit der lonenstérke andert. GGB besitzt einen pl von 7.0
und hat damit eine Nettoladung von ~ 0 unter den untersuchten Bedingungen. Bei einem pH-
Wert um den pl eines Proteins sind elektrostatische Effekte auf den Verteilungskoeffizienten
am schwachsten (Pujar und Zydney, 1998). Diese Uberlegung passt zur experimentellen
Beobachtung, dall @ fir GGB mit sinkender lonenstdarke nahezu konstant bleibt und somit
weder anziehende noch abstoRende Interaktionen dominieren. Die verbleibenden Proteine
besitzen alle eine negative Nettoladung und zeigen eine abstoRende Interaktion mit sinkender
lonenstérke. Dieses AusschluBverhalten wurden in der Literatur beschrieben (Lee und
Whitaker, 2004; Dubin et al., 1993; Tarvers und Church, 1985) und ist, neben adsorptiven
Interaktionen, der Hauptgrund fir nicht-ideales GréRenausschlussverhalten. Qualitativ
verhalten sich alle Proteine mit abstoRender Interaktion gleich: @ besitzt ein Minimum bei
niedriger lonenstarke und néhert sich sigmoidal einem Gleichgewichtswert fiir hohe
lonenstédrken an. Das AusmaR der AbstolRung, abgeschétzt iber die Differenz zwischen @ bei
einer lonenstarke von 1.08 M und 0.08 M, ist OVA > BLG > BSA > OVT mit A® von 0.177,
0.158, 0.124 bzw. 0.045. Die Reihenfolge stimmt, bis auf BSA, gut mit dem Abstand des pl’s
der Proteine von pH 7.0 Uberein. Die Nettoladung ist nicht verantwortlich fiir das Ausmaf
anziehender oder abstolRender Interaktionen bei der Verteilung innerhalb pordser Medien,
sondern die Ladungsverteilung und —zugénglichkeit (Kopaciewicz et al., 1983; Smith und
Deen, 1980). Fur ein weitergehendes Verstandnis elektrostatischer Einflisse auf den
Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten missten Simulationen zur Plazierung und Interaktion
der Proteine innerhalb der porésen Matrix durchgefihrt werden, die die Positionen der
Ladungen auf dem Protein und der Festphase mit einschliessen (Smith und Deen, 1980). Die
zusétzlichen Untersuchungen fiir OVA auf SP Sepharose FF und XL verdeutlichen den
Einfluss der Festphase auf die elektrostatische AbstoRung: Im Gegensatz zu Sepharose 6 FF
(24 %) sinkt @ flr SP Sepharose FF um 38 % bzw. fur SP Sepharose XL um 76 %, bezogen
auf die @’s bei der hochsten und niedrigsten lonenstarke. Die starkere Abstoung der

Kationentauschermedien kann tber die héhere Konzentration an geladenen Liganden erkl&rt
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werden. Im Falle des Dextran-Komposit Mediums SP Sepharose XL bewirkt das
Vorhandensein der Ladungen auf den Dextranketten eine stiarkere AbstoRung, die erst bei
einer hoheren lonenstérke von 1.08 M 93 % des Gleichgewichtswert bei 1.5 M erreicht. Dies
ist ein Hinweis auf die postulierte, bessere Ladungserreichbarkeit von XL Medien (Hubbuch
et al., 2003) und konnte die starkere AbstolRung bei héheren lonenstarken im Vergleich zu
den anderen Medien erkldaren, weil sich die Wirkung der Ladung durch die flexibleren
Dextranketten zusétzlich erhoht. Zusatzlich zur AbstoBung des Proteins kann die
Konformation der immobilisierten Dextrane eine Rolle bei der Entwicklung von ® mit
sinkender lonenstarke auf SP Sepharose XL spielen: bei niedrigen lonenstarken ist die
Abstollung zwischen den gleichgeladenen Dextranketten stark ausgeprégt, sodal’ die Dextrane
relativ starr im Porenraum vorliegen und neben der elektrostatischen Abstollung auch eine
starkere sterische Behinderung fir OVA darstellen, die sich mit steigender lonenstarke
verringert, da die AbstoRung zwischen den Dextranketten geschwacht wird und die Dextrane
ein flexibleres Netzwerk bilden, welches einen geringeren, sterischen Widerstand bietet. Flr
Dextrane bei 50 mM und 1 M NaCl Konzentration in SP Sepharose XL wurde ebenfalls bei 1
M NaCl ein hoherer Verteilungskoeffizient gemessen (Hubbuch et al., 2003), was das oben

aufgestellte Szenario stitzt.
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4.3 Verteilung und Diffusion von Proteinen in chromatographischen Festphasen -

Diffusion

Der intrapartikulére Diffusionskoeffizient ist ein wichtiger Parameter flr die Modellierung
von grofienausschlusschromatographischen (vgl. 4.4) und adsorptiven Trennungen (vgl. 4.6-
4.9). Insbesondere die Abhéngigkeit des intrapartikularen Diffusionskoeffizienten von der
Proteingrofe ist von besonderer Bedeutung fir die Modellierung. Im Folgenden wird eine
Methode vorgestellt, die es erlaubt, mittels CLSM, den intrapartikuldren
Diffusionskoeffizienten in chromatographischen Festphasen zu bestimmen. Komplementér zu
der Messung des Verteilungskoeffizienten (4.2) kdnnen Festphaseneigenschaften wie die
PorengrolRe und Porositat bestimmt werden. Neben der Vorstellung der Melmethode werden
auch die Einflusse des pH-Wertes, der Proteinkonzentration und der Flie3geschwindigkeit,
sowie der Einfluf} eines zweiten Proteins in Losung bzw. als adsorbiertes Protein untersucht.

Die konfokale Messtechnik besitzt, im Vergleich mit anderen Methoden, wie
chromatographische Messungen (Bosma und Wessenlingh, 2000; Boyer und Hsu, 1991;
Davies, 1989), Fluoreszenzwiederherstellung nach Photobleaching (FRAP, Berk et al., 1993,
Johnson et al., 1995; Moussaoui et al., 1992; Pluen et al., 1999) oder NMR (Gibbs et al.,
1991; Gibbs et al, 1992), Vorteile bezuglich ihrer Prézision (Messung auf
Einzelpartikelniveau) und der Messung unter realen, chromatographischen Bedingungen. Die
Bestimmung von dynamischen Diffusionsprozessen in chromatographischen Partikeln kann
i.M. von keiner anderen Methode mit einer vergleichbaren ortlichen und zeitlichen Auflésung

realisiert werden.

4.3.1 Messung des freien Diffusionskoeffizienten von Proteinen mittels FCS

Fur die Modellierung der behinderten, intrapartikuldaren Diffusion (4.3.4) wird der Wert des
freien Diffusionskoeffizienten bendtigt. Da die Literaturwerte nicht exakt den experimentellen
Bedingungen in dieser Studie entsprechen, wurden die freien Diffusionskoeffizienten bei den
experimentellen Bedingungen (Phosphat, 50 mM, pH 7.0, 200 mM NaCl, Cprotein: 3.5-10° M)
mittels FCS gemessen. Die Diffusionskoeffizientenmessung Uber FCS kann keine absoluten
Werte flir die Proteine ermitteln. Die relativen Werte wurden auf den Literaturwert von BSA
normiert, um absolute Diffusionskoeffizienten zu bestimmen. Der Literaturwert des

Diffusionskoeffizienten fir BSA ist sehr prézise mittels Lichtstreuung gemessen worden und
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wird deswegen als Referenz verwendet. In Tabelle 4.3.1 werden die gemessenen
Diffusionskoeffizienten mit Literaturwerten verglichen.

Die Ergebnisse zeigen eine gute Ubereinstimmung zwischen Literaturwerten und MeRdaten.

Tabelle 4.3.1. Diffusionskoeffizienten fiir verwendete Proteine gemessen mittels FCS und Vergleich mit
Literaturdaten (Sober, 1970).

Protein Dy (FCS) [m?/s] D, (Literatur) [m?*/s]
LYS 115101 1.12.10%°
CTG 9.43.10" 9.48.10™
BLG 8.84.10" 8.20.10
OVA 8.32.10 7.76.10
BSA 6.15-10™! 6.15.10™
oVvT 5.81.10"1 5.25.10™
GGB 4.42.101 4.00-10

4.3.2 Bestimmung des intrapartikuliren Diffusionskoeffizienten in

chromatographischen Medien iiber CLSM Messungen

Vor der Darstellung der Ergebnisse der CLSM Messungen von Dj, furr verschiedene Proteine
wird im Folgenden die eigentliche Melimethode und Parameteranpassung vorgestellt.

Die CLSM Methode zur Bestimmung des intrapartikularen Diffusionskoeffizienten basiert auf
der Messung des intrapartikuldren Konzentrationsprofils eines Partikels in einem gepackten
Bett wéhrend der Be- und Entladung mit Protein. Durch die Messung in einem gepackten Bett
ist der Partikel an einer Position fixiert. Im Gegensatz zu Versuchen im Batchansatz (vgl. 4.2)
kann damit der dynamische ProzeR der Beladung des Partikels von Beginn an untersucht
werden.

Die Messung startet in einem leeren Partikel, erfasst die Beladungsphase, in der der Partikel
mit Protein bis ins Gleichgewicht gefullt wird, und nach Abschalten der Proteinversorgung
wird die Leerung des Partikels verfolgt. Zusammen mit der Messung der Bulkkonzentration
neben dem Partikel werden alle Daten, fiir das in Kapitel 2.5.1 vorgestellte Diffusionsmodell,
direkt am Partikel mittels CLSM gemessen.

Die Bestimmung des intrapartikuldren Diffusionskoeffizienten erfolgt tiber die Anpassung des
Parameters Dj, an die konfokal gemessenen Daten in temporaler und spatialer Richtung (vgl.
2.5; Abb. 4.3.1 und 4.3.2, rote Kurven). Ausgehend von einem Startwert, werden die Daten an
einen Dj, angepasst, das Residuum bestimmt und durch systematisches Variieren von Dj, eine
optimale Anpassung im Sinne der Minimierung der Fehlerquadratsumme erziehlt (Abb. 4.3.2-
A und -B, blaue Kurven). Dieses Optimum entspricht dem jeweiligen D;jp. Die angepassten
Ergebnisse fur einen Beispieldatensatz (BSA auf Sepharose 6 FF, Phosphat, 50 mM, pH 7.0,
200 mM NaCl, 3.5:10° M, D/P: 0.1, 150 cm/h) sind in Abb. 4.3.2-A und -B dargestellt.
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Das in Kapitel 2.5 vorgestellte Diffusionsmodell bendtigt den Verlauf der
Bulkproteinkonzentration als Randbedingung fur die Modellierung der intrapartikuldren
Konzentrationsprofile. Der Vergleich der Anpassung unter Annahme eines idealen
Stufenprofils (Abb. 4.3.1-B) oder Verwendung des gemessenen Bulkprofils (Abb. 4.3.1-A),
fuhrt beim idealen Profil zu einer fehlerhaften Anpassung und damit zur Ermittlung eines
falschen Djy’s. Die Verwendung des gemessenen Bulkprofils ist daher notwendig fiir die
Anpassung des Dj,’s an die experimentellen Daten.

Der Optimierungsalgorithmus ,fminbnd’ bestimmt automatisch die Schrittweite fir die
nachste  Anpassung mit einem Diffusionskoeffizienten. ldealerweise sollte das
Proteinkonzentrationsprofil weiche Ubergange von niedriger Konzentration zu hoher
Konzentration (Beladungsphase) und wieder zuriick (Entladungphase) aufweisen, damit die

automatische Parameteranpassung das Minimum des Residuums findet.
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Abbildung 4.3.1. (A) Gemessenes Bulkprofil fiir BSA bei pH 7.0 und 200 mM NacCl auf Sepharose 6 FF.
(B) Ideales Stufenprofil fiir BSA bei pH 7.0 und 200 mM NaCl auf Sepharose 6 FF.

Obwonhl im zeitlichen Mittel die Proteinkonzentration stetig steigt (Beladung) bzw. sinkt
(Entladung), kann sich (ber einen Zeitraum von Sekunden die Richtung der
Konzentrationsédnderung, aufgrund des Messrauschens in der Bulkphase und im Partikel,
kurzfristig andern. Dies fuhrt zu Uneindeutigkeiten beim automatischen Anpassen von Dy
und dem damit verbundenen Risiko, anstelle des globalen Minimums der
Fehlerquadratsumme ein lokales Minimum zu erreichen. Fir solche Félle wird anstelle der
automatischen Anpassung ein Parameterbereich manuell ausgewertet. In Abb. 4.3.3 werden
Parameteranpassungen fur die verwendeten Proteine fir Sepharose 6 FF sowohl mit der
manuellen Methode als auch mit ,fminbnd’ gegentibergestellt. Der Unterschied der beiden

Methoden wird deutlich unterhalb eines Molekulargewichtes von ca. 36 kDa (BLG), bei
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denen die manuelle Methode Anpassungen mit niedrigerer Standardabweichung erzielt. Fir
Proteine ab einem Molekulargewicht von ca. 36 kDa erzielen beide Methoden vergleichbare
Ergebnisse mit ahnlichen Standardabweichungen. Der Unterschied zwischen Datensatzen fiir
grofRe und kleine Proteine wird in der Auftragung der Residuen fir CTG und BSA (Abb.
4.3.4) deutlich. Fir CTG konnen lber die automatische Methode u.U. als Ergebnis fir Dj,
einige der lokalen Minima ermittelt werden, wohingegen fur BSA die Variation der Residuen

unproblematisch ist flir eine automatische Parameteranpassung.
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Abbildung 4.3.2. Vergleich der gemessenen intrapartikuliren Profile (=) mit simulierten Daten (=) nach
Anpassung der Daten an einen Diffusionskoeffizienten. Daten fiir BSA bei pH 7.0 und 200 mM NaCl auf
Sepharose 6 FF. (A) Diffusion in und (B) aus dem Partikel fiir gemessenes Profil aus Abb. 4.3.1-A. (C)
Diffusion in und (D) aus dem Partikel fiir ideales Profil aus Abb. 4.3.1-B.
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Abbildung 4.3.3. Vergleich der manuellen () und automatischen () Anpassung des
Diffusionskoeffizienten aus konfokalen Messungen.
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Abbildung 4.3.4 Auftragung des Residuums fiir (A) BSA und (B) CTG fiir manuell angepasste konfokale
Diffusionsdaten iiber einen Bereich von Diffusionskoeffizienten.

4.3.3 Einfluf} der Proteingrofie und der Festphase auf den intrapartikuliren

Diffusionskoeffizienten

Sowohl die Proteingrole als auch Festphaseneigenschaften (PorengréRe, Porositat)
beeinflussen den intrapartikularen Diffusionskoeffizienten in porésen Korpern. Der Einfluy
der ProteingréfRe wurde flr einen Gruppe von unterschiedlich groRen Proteinen untersucht,

wohingegen der EinfluR der Festphase durch Experimente mit dem Agarose Basismaterial
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Sepharose 6 FF und dem starker quervernetztem Agarose-Dextran Komposit Material Capto
Q betrachtet wurde.

In Abb. 4.3.5 sind die intrapartikuléren Diffusionskoeffizienten flr sieben Proteine zwischen
14.3 und 160 kDa fir die Festphasen Sepharose 6 FF und Capto Q abgebildet. Alle Versuche
wurden bei einer Proteinkonzentration von 3.5-10° M und einem D/P von 0.1 bei gleichen
Pufferbedingungen (Phosphat, 50 mM, pH 7, 200 mM NacCl fir Sepharose 6 FF, 1 M NaCl
fiir Capto Q) und einer Fliegeschwindigkeit von 150 cm/h durchgefihrt.

Generell ist zu erkennen, dall der intrapartikulédre Diffusionskoeffizient mit steigender
ProteingroBe sinkt. Dj,’s in Capto Q sind, im Vergleich zu Sepharose 6 FF, ca. 30 %
niedriger. Bei Capto Q ist fur OVT und GGB ein leichter Anstieg von D;, bezogen auf das

nachst kleinere Protein BSA zu sehen.
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Abbildung 4.3.5. Intrapartikulire Diffusionskoeffizienten fiir Proteine unterschiedlicher Grofie fiir (=)
Sepharose 6 FF bei pH 7.0 und 200 mM und (=) Capto Q bei pH 7.0 und 1 M NaCl
Standardabweichung fiir drei Messungen.

Im Gegensatz zur Messung des Verteilungskoeffizienten sollte die Anwesenheit von freiem
Fluoreszenzfarbstoff sowie Dimeren, fir den Konzentrationsbereich der in Kapitel 4.1 flr
diese Species angegeben wurde, keinen signifikanten EinfluR auf die Bestimmung von Dj,

besitzen. Im Gegensatz zur Endpunktbestimmung des Verteilungskoeffizienten (4.2) erfolgt
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die Anpassung an den Diffusionsdatensatz (iber den gesamten Zeitraum, sodal} eine
anfanglich auftretende schnelle Komponente (freier Cy5 Farbstoff) bzw. eine langsamere
Species (Dimer) mit jeweils geringem Signal (maximal 11.5 % fiir GGB, durchschnittlich 3.7 %)
bei der Anpassung nicht berucksichtigt wird, weil die Parameterbestimmung im
Wesentlichen uber die Krummung der intrapartikuldaren Konzentrationsprofile erfolgt, die
durch die Hauptkomponente bestimmt wird. Wenn die Kontaminanten die Anpassung
beeinflussen, wirde keine adequate Anpassung (vgl. Abb. 4.3.2) Uber den gesamten
Versuchsablauf moglich sein.

In Abb. 4.3.6 werden die Dj,’s aus dieser Studie mit Ergebnissen aus relevanten
Literaturdaten verglichen. In keiner verdffentlichten Arbeit wurde als Festphase Sepharose 6
FF oder Capto Q verwendet, weswegen fir den Vergleich ahnliche Agarose-haltige pordse
Systeme herangezogen werden. Die Daten von Boyer und Hsu (1992) représentieren effektive
Diffusionskoeffizienten. Um einen Vergleich der Dj,’s mit den Daten von Boyer und Hsu zu
ermoglichen, wurden die effektiven Diffusionskoeffizienten durch die effektive Porositét
geteilt, die ebenfalls von Boyer und Hsu angegeben wurde, und die Djy’s Uber die Stokes-
Einstein Gleichung (Schroeder et al., 2006) von 4°C auf 20°C umgerechnet.

Die mittels CLSM ermittelten Daten liegen in der GroRenordnung der anderen durchgefiihrten
Untersuchungen und &hneln sich im Verlauf des Di,’s in Abhéangigkeit von der Proteingrofe.
Mogliche Griinde fir Unterschiede der publizierten Daten mit den hier vorgestellten

Ergebnissen werden in der Diskussion (s.u.) genannt.

4.3.4 Modellierung behinderter Diffusion von Proteinen in chromatographischen

Medien

Fur die Vorhersage von intrapartikularen Diffusionskoeffizienten in chromatographischen
Festphasen werden Modelle bendtigt, die die experimentellen Daten adequat beschreiben
kénnen. Durch die Modellierung werden Festphaseneigenschaften, wie die PorengréRRe und
die Porositat der Adsorber prediktiv bestimmt. Im Folgenden soll die Anwendbarkeit der
Modelle geprift und ein Vergleich der Parameter mit den Ergebnissen aus Kapitel 4.2
durchgefuhrt werden.

Fir die Modellierung der behinderten Diffusion wird fur jedes Protein der Quotient aus Djp
und Do gebildet und gegen den Proteinradius aufgetragen. Analog zur Vorgehensweise in
Kapitel 4.2 wird der Stokesradius verwendet (vgl. Tab. 4.2.1). In Abb. 4.3.7 ist D;,/Do gegen
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den Proteinradius zusammen mit den Ergebnissen der Anpassung nach dem Renkin oder

Ogston Modell aufgetragen. Die Anpassungsparameter sind in Tabelle 4.3.2 aufgefiihrt.

.10 —— Sepharose 6 FF
1x10™"1 —&— Capto Q
—A— Boyer und Hsu
1x10™° Johnson et al.
—<4¢— Mattisson et al.
11 Bosma und Wessenlingh
—_ 8x1071 4 Gutenwik et al.
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Abbildung 4.3.6. Vergleich intrapartikulirer Diffusionskoeffizienten von Proteinen unterschiedlicher
Grofle in verschiedenen porosen Medien mit den experimentell gemessenen Daten dieser Studie.
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Abbildung 4.3.7. Anpassung der gemessenen Daten an das (==) Ogston oder (=) Renkin Modell. (A)
Sepharose 6 FF. (B) Capto Q. Graue Datenpunkte wurden von der Anpassung ausgeschlossen.

Generell sinkt der Quotient D;p/Do mit steigendem Proteinradius. Entgegen der Vorstellung
der behinderten Diffusion in pordsen Festphasen sinkt der Quotient fiir LYS im Vergleich mit
CTG auf Sepharose 6 FF und steigt fir OVT und GGB im Vergleich mit BSA auf Capto Q

an. Der Wert fir CTG auf Sepharose 6 FF erscheint im Vergleich mit den anderen Daten
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ebenfalls zu niedrig. Die Ergebnisse stimmen gut mit den Erkenntnissen der
Validierungsstudien (4.1) und der Ergebnisse aus den Verteilungskoeffizientenversuchen
(4.2) Uberein, wo ebenfalls fur LYS und CTG auf Superose 12 bzw. Sepharose 6 FF ein zu
niedriger Ky, bzw. ® und fiir OVT und GGB ein zu hoher ® auf Capto Q gemessen wurde.

Tabelle 4.3.2. Parameter und Korrelationskoeffizienten fiir Anpassungen der Daten aus Abb. 4.3.7 an das
Renkin oder Ogston Modell.

Stationdrphase R? (Renkin) rp [nm] R? (Ogston) € ry [nm]
Sepharose 6 FF 0.18 12.3 0.75 0.94 1.37
Capto Q -6.0 5.1 0.80 0.6 1.22

Die experimentellen Daten zeigen keine gute Ubereinstimmung mit dem Renkin Modell und
eine moderate Anpassung an das Ogston Modell. Speziell die Anpassung nach Renkin fur den
Capto Q Datensatz gibt die experimentellen Daten nicht wieder. Im Vergleich mit den
Anpassungsergebnissen aus Kapitel 4.2 sind nach dem Renkinmodell die Porenradien fir die
Diffusionsdaten niedriger. Fur Sepharose 6 FF ist r, ca. halb so groB, wie fur die Anpassung
an die Verteilungskoeffizientendaten (27 nm). Fir das Ogstonmodell ist r; fiir Sepharose 6 FF
nach den Diffusionsdaten ebenfalls ca. halb so groR3, wie nach den Anpassungen aus Kapitel
4.2 (1.37 nm), wahrend fir Capto Q r; mit 1.22 nm hoher ist, als aus den Daten fiir den

Verteilungskoeffizienten (0.9 nm)

4.3.5 Einflufl des pH-Wertes und der Ionenstirke auf den intrapartikuliren

Diffusionskoeffizienten

Die Transporteigenschaften von LYS und CTG zeigen Abweichungen vom erwarteten
Verhalten fur Proteine dieser GroRe unter nicht-adsorbierenden Bedingungen in inerten,
porésen Chromatographiematerialien, wie sie auch schon fiir die Verteilungskoeffizienten
(4.2) beobachtet wurden. Mdgliche EinfluBgroRen auf das Transportverhalten sind der pH-
Wert und die lonenstarke, die fir die beiden Proteine in weiteren Versuchen variiert wurden.
Da beide Proteine einen hohen pl besitzen (LYS: 11.1, CTG: 9.1) wurden Versuche bei pH 12
durchgefiihrt, um maogliche attraktive Wechselwirkungen mit negativ geladenen Restladungen
auf den Festphasen durch Anderung der Nettoladung der Proteine auszuschlieRen. Neben der
pH-Wert Anderung wurde auch bei pH 7.0 die NaCl Konzentration von 200 mM auf 1 M
erhdht, um elektrostatische Wechselwirkungen zu unterbinden. Um das Monomer-Dimer
Gleichgewicht fir LYS auf die Seite des Monomers zu legen, wurden auch Versuche bei pH
4.0 durchgefihrt.



4 Ergebnisse und Diskussion 111

Abb. 4.3.8 zeigt einen Uberblick der Dj,’s von CTG und LYS bei Variation der lonenstarke
oder des pH-Wertes. Fur CTG ist sowohl bei Erhéhung der NaCl-Konzentration von 200 mM
auf 1 M, als auch einem pH-Wert Anstieg von 7 auf 12 eine Verringerung des Djy’s von
5.51.10™ auf 4.85-10"*" bzw. 4.90-10™ m?/s zu sehen. Fiir LYS ist bei pH-Wert Erhéhung
von 7 auf 12 eine Erhéhung des Dj,’s von 6.07-10™" auf 6.25-10™ m?/s zu erkennen. Der Dy,
verringert sich bei Anderung der Salzkonzentration von 200 mM auf 1 M NaCl um 18 %. Die
Verringerung des pH-Wertes von 7 auf 4 (50 mM Acetat Puffer) bewirkt eine Adsorption von
LYS auf Sepharose 6 FF (Daten nicht gezeigt). Die NaCl-Konzentration muss auf 500 mM
erhoht werden, um keine deutliche Adsorption von LYS auf Sepharose 6 FF zu messen. Unter
diesen Bedingungen ist der Dj, vergleichbar mit den Daten fiir pH 7 und 200 mM NaCl im
Rahmen der MeRgenauigkeit.
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Abbildung 4.3.8. Vergleich der intrapartikuliren Diffusionskoeffizienten fiir (m) LYS und (e) CTG auf
Sepharose 6 FF bei unterschiedlichen pH-Werten und Ionenstirken.

4.3.6 Einfluf} der Proteinkonzentration auf den intrapartikuliren

Diffusionskoeffizienten

Wéhrend einer chromatographischen Trennung, speziell unter adsorptiven Bedingungen, kann

die Proteinkonzentration innerhalb des Partikels variieren und hohere Werte annehmen, als in
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den oben dargestellten Versuchen (alle 3.5:10° M) untersucht wurde. Bei realen
chromatographischen Trennungen treten zudem auch Multikomponentensysteme auf, bei
denen unterschiedlich groRe Proteine durch eine Festphase diffundieren. Der EinfluR der
Proteinkonzentration auf Dj, wurde fir Einzelkomponentensysteme (BSA und GGB) bzw. ein
Zwei-Komponentensystem (CTG mit GGB) auf Sepharose 6 FF untersucht. Die
experimentellen Bedingungen waren, mit Ausnahme der Proteinkonzentration, identisch mit
den oben vorgestellten Versuchen (Phosphat, 50 mM, pH 7.0, 200 mM NacCl, D/P: 0.1, 150
cm/h).

In Abb. 4.39 ist der Einflud der Proteinkonzentration auf den intrapartikuldren
Diffusionskoeffizienten fir BSA bzw. GGB oder fur CTG mit unterschiedlichen GGB
Konzentrationen dargestellt.

Fur BSA und GGB ist, im Rahmen der MeRgenauigkeit, kein eindeutiger Trend mit
steigender Proteinkonzentration zu sehen. Fir konstante CTG Konzentration und steigender
GGB Konzentration im Zweikomponentensystem sinkt Dj, von CTG um 38 % von dem Wert
ohne GGB Zugabe (CTG Einzelkomponentensystem) auf die hdchste untersuchte GGB

Konzentration von 3.5:10 M.
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Abbildung 4.3.9. Vergleich der intrapartikuliren Diffusionskoeffizienten auf Sepharose 6 FF bei pH 7.0
und 200 mM NaCl bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen. CTG mit unterschiedlichen GGB
Konzentrationen.
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4.3.7 Einfluf} der FlieBgeschwindigkeit auf den intrapartikuliren Diffusionskoeffizienten

Alle Versuche wurden bis jetzt bei einer FlieRgeschwindigkeit von 150 cm/h durchgefihrt.
Evtl. beeinfluRt die FlieBgeschwindigkeit, durch Anderung des Filmdiffusionskoeffizienten
oder der Partikelkompression, den Djp,.

In Abb. 4.3.10 ist der Dj, fir BSA auf Sepharose 6 FF flr drei verschiedene
FlieRgeschwindigkeiten dargestellt. Im Rahmen der Melgenauigkeit ist kein eindeutiger
Trend fur den EinfluB der FlieRgeschwindigkeit auf den Dj, zu erkennen und kann als

naherungsweise konstant im untersuchten Bereich angesehen werden.
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Abbildung 4.3.10. Einflul der FlieBgeschwindigkeit auf den intrapartikuliren Diffusionskoeffizienten fiir
BSA auf Sepharose 6 FF bei pH 7.0 und 200 mM NaCl.

43.8 EinfluB von  adsorbiertem  Protein auf den intrapartikuliren

Diffusionskoeffizienten

Unter typischen Aufreinigungsbedingungen diffundieren Proteine durch pordse Materialien,
auf denen schon Proteine gebunden sind. Die adsorbierten Proteine konnen einen EinfluR® auf
den diffusiven Transport der Proteine besitzen, weil der Porenradius sich durch das
Vorhandensein von adsorbierten Proteinen verkleinert und es zu Protein-Protein

Wechselwirkungen mit adsorbiertem Protein kommen kann. Die Messung des Djy’s mit
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adsobierten Protein ben6tigt zwei unterschiedliche Proteinspecies: ein Protein, welches unter
bestimmten Pufferbedingungen an die Festphase adsorbiert und ein zweites Protein, dal3 unter
den gewahlten Pufferbedingungen keine adsorptiven Wechselwirkungen mit der Festphase
zeigt. Fur diesen Versuch wurde LYS und OVA-Cy5 auf SP Sepharose FF bei einem pH-
Wert von 5.0 (Acetat, 50 mM) bzw. 7.0 (Phosphat, 50 mM) verwendet. LYS adsorbiert bei
beiden pH-Werten auf den Kationentauscher SP Sepharose FF, wohingegen OVA bei einem
pH-Wert Gber dem pl (4.6) nicht binden sollte (Kopaciewicz et al., 1983). Die Messung von
Djp erfolgt fur OVA-Cy5 nach der oben vorgestellten Methode, mit dem Unterschied, dal
vorher ein Durchbruch mit einer LYS Losung auf der gepackten Mikrosdule durchgefihrt
wurde.

Wie in Abb. 4.3.11 zu sehen, zeigt OVA unter den gewéhlten Bedingungen ein adsorptives
Verhalten, was an der Zeitachse und der Form der intrapartikuldren Profile gut zu erkennen
ist. Im Gegensatz zu den Diffusionsversuchen, bei denen nach ca. 200 s ein
Gleichgewichtszustand innerhalb der Festphase erreicht wird (vgl. Abb. 4.3.2), ist selbst nach
136 min fur OVA auf mit LYS geséttigter SP Sepharose FF bei pH 5.0 kein Gleichgewicht

mit einem flachem Profil Gber den Partikelradius erreicht.
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Abbildung 4.3.11. Intrapartikulire Profile fiir OVA-Cy5 auf SP Sepharose FF nach Siittigung mit 10
mg/ml LYS bei pH 5.0.
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4.3.9 Diskussion

Eignung der konfokalen MeBmethode zur Bestimmung von intrapartikularen

Diffusionskoeffizienten in chromatographischen Medien

Die dynamische Methode mittels CLSM zur Bestimmung des intrapartikuldren
Diffusionskoeffizienten arbeitet zuverlassig fur Proteine >36 kDa. Der Diffusionskoeffizient
manifestiert sich in der Krummung des Profils wahrend der Be- und Entladungsphase. Bei
Proteinen <36 kDa ist diese Krimmung, aufgrund des hoheren Dj,’s weniger stark ausgepragt
und kann fur sehr kleine Molekiile die Form eines konstanten, flachen Profils Gber den
Partikelradius einnehmen, das sich (ber die Zeit nur in der Konzentration andert. Unter diesen
Umstdnden wirde mit der hier vorgestellten Methode keine verninftige

Parameterbestimmung maoglich sein.

Vergleich der experimentellen Daten mit Literaturdaten

Nachdem in Abb. 4.3.6 die experimentell bestimmten D;,’s mit Literaturdaten verglichen
wurden und die Ergebnisse der CLSM Messung in der GréRenordnung und im Verlauf in
Abhéangigkeit von der ProteingrofRe gut mit den Literaturdaten bereinstimmen, werden
maogliche Grinde fiir Unterschiede zwischen den Datensatzen diskutiert.

Boyer und Hsu (1992) untersuchten die intrapartikulare Diffusion von Myoglobin, BLG,
OVA, Hexokinase, IgG und Catalase in Sepharose CL-6B bei 4°C mit einem 50 mM
Phosphatpuffer bei pH 7.0 mit chromatographischen Pulsexperimenten. Die Daten in Abb.
4.3.6 wurden auf 20°C und um die effektive Porositét korrigiert. Die Daten zeigen eine gute
Ubereinstimmung fur den Verlauf des Diy’s in Abhangigkeit der ProteingroRe, allerdings sind
die Werte von Boyer und Hsu niedriger, was evtl. auf Fehler in der Beriicksichtigung der
Stofftransportvorgange in der gepackten Séule (Dispersion, Filmdiffusion) oder des
chromatographischen Systems (Totvolumina, Dispersion) zurtickzufiihren ist.

Bosma und Wessenlingh (2000) verwendeten ebenfalls chromatographische Pulsexperimente
mit Q Sepharose FF. Die analysierten Proteine sind Cytochrom ¢, LYS, OVA, BSA und GGB
in einem 1 M Acetatpuffer bei pH 4.4. Der Konsistent niedrigere Dj, kann durch die
Verwendung positiv geladener Partikel (Q Sepharose FF), einem 1 M Acetatpuffer und einem
unterschiedlichen pH-Wert verursacht werden. Bosma und Wessenlingh mussten eine hohe
lonenstarke verwenden, um elektrostatische Interaktionen mit dem Anionentauscher zu

unterbinden. Die Verwendung von hoher Acetatkonzentration bei pH 4.4 kann zu Anderungen
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der Proteinstruktur fuhren, die wiederum eine Verlangsamung der Diffusion zur Folge haben.
In der Arbeit von Doherty und Benedek (1974) wurde zudem eine Verringerung der
Diffusivitat mit steigender lonenstérke gefunden. Gleichzeitig besteht die Mdéglichkeit einer
Erhohung hydrophober Wechselwirkungen mit Teilen der Agarosegrundmatrix. Eine
Anderung der PorengréRe durch Anwesenheit der Q Liganden konnten den Dj, ebenfalls
senken. Letztlich besteht bei der chromatographischen Methode die Mdoglichkeit einer
systematischen Fehleinschatzung des Einflusses des Stofftransports in der Saule (Dispersion,
Filmdiffusion) auf die Messung, sodal sowohl bei Boyer und Hsu wie auch Bosma und
Wessenlingh systematisch niedrigere MelRdaten erhalten wurden.

Gutenwik et al. (2004) und Mattisson et al. (2000) untersuchten auspolymerisierte Agarose,
die z.B. in der Gelelektrophorese Verwendung findet. Flr die Untersuchungen wurden LYS
und BSA verwendet. Daten bei einem pH-Wert von 5.6 und 0.1 M NaCl wurden fiir den
Vergleich herangezogen. Agarose besitzt aller Wahrscheinlichkeit nach niedrigere
Tortuositaten als quervernetzte Agarose, was die htheren Dj,’s erklaren kann. Johnson et al.
(1995) untersuchten negativ geladene SP Sepharose FF mit der FRAP Methode fur BSA,
OVA und Lactalbumin bei einer lonenstarke von 1 M und einem pH-Wert von 7.1. Ahnlich
wie bei Q Sepharose FF, konnte die Anwesenheit der Sulphoproplyliganden eine Anderung
des Porenradius gegentiber Sepharose 6 FF bewirken.

Fur die Festphase Capto Q sind keine direkten Vergleichsmdglichkeiten in der Literatur
verfiigbar, allerdings wurde die Senkung der Diffusivitat von Proteinen flir Agarose-Dextran
Komposit Materialien in der Literatur dokumentiert (Kosto et al., 2004) und passt mit der
Vorstellung Uberein, dafl die Anwesenheit von Dextranketten im Porenraum zu einer

Verlangsamung des diffusiven Transportes fihrt.

Modellierung und Vergleich mit Verteilungskoeffizient

Wahrend das Ogstonmodell sowohl fiir Sepharose 6 FF als auch Capto Q naherungsweise den
Verlauf der experimentellen Daten nachvollzieht, ist das Renkinmodell nicht in der Lage, die
Daten zufriedenstellend zu beschreiben. Das Renkinmodell geht von einer simplen,
geometrischen Uberlegung basierend auf einer zylindrischen Pore aus, die insbesondere fiir
das Agarose-Dextran Komposit Material Capto Q keine gute Approximation der

Festphaseneigenschaften darstellt.
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EinfluB von pH-Wert und lonenstarke

In Abb. 4.3.5 sind die reduzierten Diffusionskoeffizenten Di,/Do gegen den Proteinradius
aufgetragen. Fur CTG und LYS auf Sepharose 6 FF weist Dj,, im Vergleich zu den anderen
Proteinen, einen zu geringen Wert auf. Wie schon in Kapitel 4.2 zu sehen ist, sind CTG und
LYS die einzigen Proteine, die auch dort einen zu niedrigen Verteilungskoeffizienten zeigen.
Auch bei der Bestimmung des D;,’s ist eine attraktive hydrophobe Wechselwirkung von LY'S
und CTG mit der Agarose sehr wahrscheinlich verantwortlich fiir die zu niedrigen Djp’s der
beiden Proteine. Fir eine hydrophobe Wechselwirkung spricht die Verringerung von D;, der

beiden Proteine mit steigender lonenstarke.

Einflul? der Proteinkonzentration

Die Ergebnisse der Versuche zum Einflul der Proteinkonzentration auf Dj, zeigen keine
auffallige Anderung des Djy’s fiir BSA und GGB in einem Einzelkomponentensystem und
eine Senkung des Dj,’s fir CTG in Anwesenheit von GGB.

In der Literatur wurde die Maoglichkeit einer Anderung des Diffusionskoeffizienten mit
Anderung des Beladungszustandes der Festphase aufgezeigt (Gutenwik et al., 2004). Der
Effekt der Verringerung von Dy, ist deutlich fir das kleinere Protein CTG (25 kDa) in
Anwesenheit des groReren Proteins GGB (160 kDa), wohingegen es in den
Einzelkomponentenversuchen mit BSA und GGB zu keiner signifikanten Anderung kommt.
Dies konnte durch eine sterische Behinderung von CTG beim Transport durch die pordse
Matrix begrindet werden, wobei die Behinderung fur kleine Proteine in Anwesenheit
groRerer Makromolekiile starker ausfallt und z.B. fir BSA (66 kDa) und GGB (160 kDa)
nicht zu einer Verringerung fihrt. Ein vergleichbarer Effekt wurde fur geladene Polymere in
Anwesenheit von hohermolekularen Polymeren gefunden (Cong et al., 2005).

Messung mit adsorbiertem Protein

Nach Durchbruch von LYS (10 mg/ml) auf SP Sepharose FF bei entweder pH 5.0 (Acetat, 50
mM) oder pH 7.5 (Phosphat, 50 mM) zeigt die Messung des Djy’s von OVA-Cy5 unter den
selben Pufferbedingungen, da OVA auf SP Sepharose FF adsorbiert und somit keine nicht-

bindenden Bedingungen vorliegen.
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Das Ziel der Messung war, LYS als inertes Protein einzusetzen, welches bei den gewéhlten
Pufferbedingungen an SP Sepharose FF adsorbiert und, bedingt durch die hohe
Proteinkonzentration von 10 mg/ml, zu einer merklichen Anderung der PorengroRe fiihrt. Im
Anschluf? sollte der Dj, von OVA unter den gleichen Pufferbedingungen gemessen werden.
Die Adsorption von OVA lé&sst sich durch die Bindung von OVA an das gebundene LYS
erklaren: OVA bindet bei pH 5.0 und héher nicht mehr an Kationentauscher, aber adsorbiert
an Anionentauscher (Kopaciewicz et al., 1983). LYS besitzt sowohl bei pH 5.0 als auch pH
7.5 positive und negative Ladungen auf der Proteinoberflache (Carlsson et al., 2004) und
konnte somit elektrostatisch mit OVA wechselwirken, was zur Adsorption von OVA fiihrt.
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4.4 Verteilung und Diffusion von Proteinen in chromatographischen Festphasen -

Groflenausschlusschromatographie

GroRenausschlusschromatographie (engl. size exclusion chromatography, SEC) ist ein haufig
verwendetes Aufreinigungsverfahren in der Herstellung von Biopharmazeutika. Unter idealen
Bedingungen kénnen SEC Trennungen Uber den Verteilungs- und Diffusionskoeffizienten der
beteiligten Substanzen, zusammen mit einem geeigneten Modell flr die beteiligten
Stofftransportvorgange in einer gepackten S&ule, simuliert werden. Die Simulation von SEC
Trennungen stellt eine VVorbereitung fiir die Beschreibung adsorptiver Trennungen, wie sie in
Kapitel 4.5 bis 4.9 beschrieben werden, dar, weil die Stofftransportphdnomene in einer
gepackten Sdule ohne die Adsorption beschrieben werden kénnen. Fir die Beschreibung
groRenausschlufichromatographischer Trennungen wird ein Verfahren zur direkten Messung
der Trennung von einem 2-Komponenten Proteinsystem in einer gepackten S&ule mittels
CLSM vorgestellt und zusammen mit den in Kapitel 4.2 und 4.3 ermittelten Parametern
simuliert. Konsequenzen aus der Miniaturisierung der gepackten Sdule fir die CLSM

Messungen werden aufgezeigt und bei der Bewertung der Simulation berticksichtigt.

4.4.1 Trennung von o-Chymotrypsinogen A und y-Globulin auf Superdex 200 prep
grade

Als Beispiel fir eine SEC Trennung eines 2-Komponentengemisches wurde CTG und GGB
auf Superdex 200 prep grade verwendet. Um eine langere Strecke flr die Trennung der
Komponenten zur Verfigung zu haben, wurden die Trennungen auf einer Mikrosdule mit
einer sichtbaren Saulenlange von 47 mm durchgefuhrt.

Im Gegensatz zu den vorangegangen Untersuchungen zum Verteilungskoeffizienten (4.2)
bzw. Diffusionskoeffizienten (4.3) kann bei der Messung einer SEC Trennung keine
Frontalchromatographie verwendet werden, sondern das Injektionsvolumen sollte 1 % des
Saulenvolumens fir eine analytische Trennung nicht Gberschreiten (Janson und Ryden, 1998).
Dementsprechend ist das maximal zu erwartende Fluoreszenzsignal innerhalb der Sdule
signifikant niedriger als bei den oben genannten Versuchen und wird durch die Dispersion
innerhalb der S&ule noch verringert. Die Verwertung der intrapartikuldren Profile ist daher
schwierig, weil das SNR niedrig ist. Daher werden im Weiteren nur die gemittelten

Bulkkonzentrationen an bestimmten Positionen innerhalb der Mikrosaule verwendet.
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In Abb. 4.4.1 sind Chromatogramme fir die Proteine CTG und GGB an verschiedenen

Positionen innerhalb der Mikroséule, sowie am S&ulenende dargestelit.
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Abbildung 4.4.1. Normierte Chromatogramme fiir (=) CTG-Cy5 und () GGB-Alexa488 auf Superdex
200 prep grade fiir eine 5 pl Injektion bei 0.064 ml/min an verschiedenen Positionen der Mikroséule (A):
sichtbarer Siulenkopf. (B): 9.4 mm. (C): 18.8 mm (A 9.4 mm). (D): 28.2 mm (A 9.4 mm). (E): 36.6 mm (A

8.4 mm). (F): 45 mm (A 8.4 mm). (G): Absorptionsmessung am Siulenende.
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Die konfokalen Daten entsprechenden der Bulkkonzentration im extrapartikularem Raum.
Eine Trennung der beiden Proteine tber die Saulenlénge ist sichtbar. Die Chromatogramme
fiir jedes einzelne Protein werden in Abb. 4.4.2 zusammen in einer Graphik dargestellt. Die
einzelnen Chromatogramme innerhalb des gepackten Bettes &hneln sich hinsichtlich der
Peakform und —breite. Alle Peaks zeigen ein ausgeprégtes Tailing.

(A) (B)

T
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Abbildung 4.4.2. Vergleich der Chromatogramme fiir (A) CTG-Cy5 und (B) GGB-Alexa488 auf Superdex
200 prep grade fiir eine S5 pl Injektion bei 0.064 ml/min an verschiedenen Positionen der Mikrosiule
entsprechend der Daten aus Abb. 4.4.1.

In der SEC sind Peaks in der Regel gaussférmig, allerdings lassen sich die hier gemessenen
Verldufe nur durch eine exponentiell modifizierte Gaussfunktion (EMG) beschreiben. Die
Breite der am S&ulenende ermittelten Peaks ist 1.81 (GGB) bzw. 3.25 (CTG) mal groRer als
die letzten, im gepackten Bett, gemessenen Peaks. Das Chromatogram von GGB am
Saulenende zeigt zudem eine Schulter, die innerhalb der Sdule nicht zu beobachten ist. Die
Auflésung steigt mit zunehmender Wegstrecke an (siehe Abb. 4.4.3), wobei keine
Basislinientrennung erreicht wird.

Sowohl das Tailing der Peaks in der gepackten Sdule, als auch die unterschiedlichen
Peakbreiten und —formen auBerhalb der Mikrosaule, im Vergleich zu den Daten innerhalb der
Mikrosdule, legen nahe, daR es an den Verbindungsstiicken der Mikrosdaule mit der HPLC zu
verstarkter Dispersion und Ruckvermischung kommt, die das starke Tailing und die

unterschiedlichen Peakformen innerhalb und auBerhalb der Mikrosaule erklaren kdnnen.
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Abbildung 4.4.3. Auflosung zwischen CTG-CyS und GGB-Alexa488 auf Superdex 200 prep grade fiir eine
5 pl Injektion bei 0.064 ml/min an verschiedenen Positionen der Mikrosiule.

4.4.2 Simulation der Trennung von a-Chymotrypsinogen A und y-Globulin auf

Superdex 200 prep grade

Die Messung der Bulkproteinkonzentration an verschiedenen Positionen innerhalb der
Mikrosdule mittels CLSM ist eine geeignete Grundlage fur die Simulation
groRenausschlusschromatographischer  Trennungen in einem gepackten Bett. Unter
Verwendung der in Kapitel 4.2 und 4.3 gewonnenen Erkenntnisse soll nun die Trennung von
CTG und GGB auf Superdex 200 prep grade mit einem GRM simuliert werden, welches die
Dispersion, Film- und intrapartikulare Diffusion, sowie die Porositdt implementiert (vgl.
Kapitel 2.7.5). Dabei werden folgende Annahmen getroffen:



4 Ergebnisse und Diskussion 123

e die Dispersion vom Injektionspunkt bis zum ersten Mel3punkt in der S&ule wird nicht
modelliert und die MeRdaten am Saulenkopf werden als Startwerte verwendet

e die Dispersion am S&ulenende bis zum Detektor ist so groR, dal keine Modellierung
sinnvoll ist

o die Partikel besitzen einen Durchmesser von 34 um

e die S&ulenlange betragt 46 mm

e die lineare FlieRgeschwindigkeit ist 7-10™* m/s (entspricht 0.064 ml/min)

e die Diffusionskoeffizienten der beiden Proteine sind konstant und werden aus den
Diffusionsversuchen flir Sepharose 6 FF entnommen

o fir die Partikelporositat werden die experimentellen ® aus Kapitel 4.2 verwendet

Aufgrund der Ruckvermischungseinfliisse der Verbindungsstiicke der Mikrosdule ist eine
Simulation der Proteinmigration vom Injektionspunkt bis zum ersten MeRpunkt in der
Mikroséule, sowie die Strecke zwischen dem S&ulenende bis zum DAD Detektor nicht
sinnvoll, weil es sich um einen Effekt handelt, der in einer reguldren Séule nicht auftreten
wirde.

Die verwendeten Parameter werden in Tabelle 4.4.1 zusammengefasst. Der Partikelradius, die
Saulenlange und die lineare FlieRgeschwindigkeit sind durch die verwendeten Partikel und die
Saule vorgegeben. Der Dispersionskoeffizient ist nicht speziell von Proteineigenschaften
abhangig, sondern wird bestimmt durch die hydrodynamischen Eigenschaften in der
gepackten S&ule (Lin und Guiochon, 2003) und wird flr beide Proteine gleich gesetzt. Der
Filmdiffusionskoeffzient wird fir beide Proteine ebenfalls gleichgesetzt, weil es nicht zu
erwarten ist, dal3 die Filmdiffusion einen signifikanten EinfluR auf die Trennung der beiden
Proteine besitzt, wie es haufig fir chromatographische Trennungen der Fall ist (Lin und
Guiochon, 2003; Ladish, 2001).

Die eigentliche Trennung wird maRgeblich durch den Verteilungskoeffizienten bestimmt, der
aus den experimentellen Daten fur die beiden Proteine fir Superdex 200 prep grade aus
Kapitel 4.2 entnommen wird. Fir Dj, werden als Approximation die in Kapitel 4.3
bestimmten Werte fur Sepharose 6 FF verwendet. Obwohl Superdex 200 prep grade ein
Agarose-Dextran Komposit Material ist, wurden die Dj’s von Sepharose 6 FF
(Agarosematerial) verwendet, weil im Vergleich der Verteilungskoeffizienten (Kapitel 4.2)

Superdex 200 prep grade groRere Ahnlichkeit mit Sepharose 6 FF als mit Capto Q besitzt.
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Tabelle 4.4.1. Ubersicht der Parameter fiir die Simulation der SEC Trennung von CTG und GGB auf

Superdex 200 prep grade.

Parameter CTG GGB
Partikelradius 17:10°m 17:10°m

Dip 5.51-10™ m2/s 1.48-10™ m2/s
Filmdiffusionskoeffizient 8.5:10°m/s 8.5:10°m/s
Séaulenlange 46-10° m 46-10% m
lineare FlieBgeschwindigkeit 7:10" m/s 710" m/s
Dispersionskoeffizient 3.5:10°m?/s 3.5:10°m?/s
&y (D) 0.543 (0.84) 0.595 (0.68)

Die simulierten Chromatogramme werden in Abb. 4.4.4 mit den experimentellen Daten
verglichen.

Mit den in Tabelle 4.4.1 gewéhlten Parametern ist das Modell in der Lage, die
experimentellen Daten ab dem S&ulenkopf Uber die sichtbare S&ulenldnge zu simulieren.

Lediglich das Peaktailing ist in der Simulation ab der Position 29.2 mm ausgepragter.

4.4.3 Diskussion

Trennung von a-Chymotrypsinogen A und »Globulin auf Superdex 200 prep grade

Mit der Messung der Proteinmigration innerhalb eines gepackten Bettes wahrend einer SEC
Trennung eines 2-Komponentensystems steht ein neues System zur Untersuchung von
Stofftransportvorgangen in einem gepackten Bett zur Verfugung. Im Gegensatz zu der
klassischen Analyse der Absorptionsmessung des Sauleneffluents (Li et al., 1998) oder
ahnlichen Ansétzen der Messung innerhalb des gepackten Bettes tiber NMR (Holland et al.,
2004), stellt die hier vorgestellte Methode einen neuen Ansatz dar, die mit hoher ortlicher und
zeitlicher  Auflésung die  Proteinmigration von  Multikomponentensystemen in
ProzelRchromatographiematerialien messen kann. Zusammen mit den vorangegangenen
Messungen  des  Verteilungskoeffizienten  (4.2) und  des  intrapartikuldren
Diffusionskoeffizienten (4.3) kann die Modellierung von SEC Trennungen verfeinert werden,
weil Unsicherheiten in der Bestimmung der Extraséulendispersion (Analyse des
Sauleneffluents) oder geringe zeitliche und spatiale Auflésung (NMR Methoden) vermieden

werden.
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Abbildung 4.4.4. (=) Experimentelle Daten und (=) Simulationen der grofenauschlusschromatographischen Trennung von CTG und GGB auf Superdex 200 prep
grade in der Mikrosiule fiir (A) CTG und (B) GGB mit Parametern aus Tab. 4.4.1.



4 Ergebnisse und Diskussion 126

Die konfokale MelRmethode bedingt die Verwendung einer Mikroséule, die auf dem
Mikroskoptisch plaziert werden kann, und mit einem Deckglas am Boden verschlossen ist,
um die hochauflésende Mikroskopie zu ermdglichen. Die Mikrosdule ist eine
Eigenanfertigung mit einem AnschluB, der um 45° angewinkelt ist und am Ubergang
zwischen dem  AnschluBbereich und dem  mikroskopierbaren  Bereich  eine
Querschnittsdnderung des Kanals besitzt (siehe Kapitel 3.3). Zusatzlich besteht bei der
Packung der Mikroséule keine Mdglichkeit, daR Bett durch einen Stempel zu stabilisieren und
das Volumen zwischen Injektionspunkt und Bettanfang zu minimieren. Zusammengenommen
konnen diese konstruktionsbedingten Gegebenheiten zu einer Rickvermischung der
injizierten Probe und einer stirkeren Dispersion fuhren, wie sie in Abb. 4.4.1 am starken
Tailing und am Unterschied zwischen den Chromatogrammen innerhalb und auBerhalb der
Saule zu erkennen sind. Fur SEC Trennungen wirken sich Rickvermischungs- und
Dispersionseffekte sehr stark auf die Trennung aus, weil die Trennung der Substanzen nur
uber das Saulenvolumen verlaufen und es zu keiner Ankonzentrierung der Proteine kommen
kann. Dementsprechend ist die Aufenthaltszeit der Proteine innerhalb der S&ule in der
GroRenordnung der Peakverbreiterung durch die oben genannten Effekte. Fir die Messung
des intrapartikularen Diffusionskoeffizienten waren die Einfliisse der Mikrosdule auf die
Peakform nicht relevant, weil nur die Bulkkonzentration am Partikelrand fur die Bestimmung
von Dj, benétigt wurde, unabhangig von moglichen Riickvermischungs- oder
Dispersionseffekten. In den kommenden Kapiteln wird die Adsorption von Proteinen in
Mikroséulen betrachtet. Obwohl auch bei diesen Experimenten eine stdrkere
Ruckvermischung und Dispersion der Proteine durch die Mikroséule zu erwarten ist, ist die
Aufenthaltszeit der Proteine durch die adsorptiven Wechselwirkungen wesentlich groRer als
bei einer SEC Trennung, sodaR diese Effekte vernachlassigt werden kénnen.

Trotz der Ruckvermischungseffekte ist eine Trennung der beiden Proteine Uber die
Sdulenlénge zu beobachten, mit einem Anstieg der Auflésung. Erwartungsgemald verringert
sich der Anstieg der Auflésung mit steigender Séulenlange, weil die Peakverbreiterung durch

die Stofftransportwiderstande zunimmt.

Simulation der Trennung von a-Chymotrypsinogen A und »Globulin auf Superdex 200

prep grade

Die Simulation von SEC Trennungen innerhalb einer gepackten Saule im direkten Vergleich

mit experimentell bestimmten Daten aus CLSM Versuchen wurde in der Literatur noch nicht
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beschrieben und stellt den ersten Versuch einer detaillierteren Beschreibung der
Stofftransportphanomene in der Proteinchromatographie dar.

Die Tatsache, daR die experimentellen Daten mittels unabhangig bestimmter Modellparameter
und an unterschiedlichen Positionen innerhalb der Mikrosédule mit dem GRM erfolgreich
beschrieben werden kann, ist ein Hinweis auf die Giite der experimentellen Daten und die
Qualitat des verwendeten GRM’s. Trotz Unsicherheiten in der Bestimmung des Dispersions-
und Filmdiffusionskoeffizienten sowie der vereinfachten Annahme, dal Dj, fiir Sepharose 6
FF und Superdex 200 prep grade identisch ist, musste keine Parameteranpassung fur die
Simulation durchgefiihrt werden, um zu einer befriedigenden Ubereinstimmung der Daten zu
gelangen.  Unter Umstanden ist der Einflud der Dispersion und des
Filmdiffusionskoeffizienten auf die Glte der Anpassung bei dem betrachteten System gering,
wie es haufig in der Simulation von chromatographischen Trennungen beschrieben wurde
(Guiochon und Lin, 2003; Ladish, 2001). In einer Sensitivitatsanalyse kann der EinfluR der
einzelnen Modellparameter auf die Simulation von SEC Trennungen untersucht werden, um

die entscheidenden Parameter fur die Beschreibung von SEC Trennungen herauszuarbeiten.
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4.5 Adsorption von nativen Proteinen und Biokonjugaten auf Kationentauschern - SMA

Isothermen

Adsorptionsisothermen sind die zentralen Bestandteile jeder Modellierung von
chromatographischen Prozessen, weil sie das Gleichgewicht zwischen adsorbiertem und
ungebundenem Protein auf einer Festphase beschreiben. Fur die Adsorption von Proteinen auf
lonentauschern wurde das SMA Isothermenmodell entwickelt (vgl. Kapitel 2.7.2), welches in
der Lage ist, mit drei experimentell bestimmten Parametern, die kompetetive Adsorption von
Proteinen (ber einen weiten Salzkonzentrationsbereich (bei konstantem pH-Wert) zu
beschreiben (Brooks und Cramer, 1991). Die charakteristische Ladung v und die
Gleichgewichtskonstante K werden als lineare Parameter bezeichnet, wohingegen der
sterische Faktor o als nicht-linearer Faktor bei htheren Proteinkonzentrationen an Bedeutung
gewinnt. Modellhaft kann v mit der Anzahl der Ladungen, mit der das Protein mit der
Festphase wechselwirkt, gleichgesetzt werden und K beschreibt die Bindungsaffinitat. Der
sterische Faktor o steht fur die Ladungen, die das Protein auf der Adsorberflache abschirmt.
Die Kopplung eines Fluoreszenzfarbstoffes an ein Protein kann die Eigenschaften des
Proteins signifikant verandern (vgl. Kapitel 2.1.3). Nachdem in Kapitel 4.1 die Unterschiede
der Biokonjugate im Vergleich mit den nativen Proteinen unter nicht-bindenden Bedingungen
untersucht wurden, wird im Folgenden der Einflu der Fluoreszenzfarbstoffe wahrend der
Adsorption betrachtet. SMA Isothermen fur den quantitativen Vergleich und die spéatere
Modellierung von Durchbruchskurven mit CTG und OVT, sowie deren Atto635, BODIPY
und Cy5 Biokonjugate, auf SP Sepharose FF und SP Sepharose XL wurden gemessen.

Die Ergebnisse werden hinsichtlich der Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe interpretiert
und mogliche Konsequenzen fir die Untersuchung von Adsorptionsprozessen mittels CLSM

werden genannt.

4.5.1 SMA Parameterbestimmung

Die linearen SMA Parameter werden durch analytische lonenaustauschchromatographie mit
Gradientenelutionen von 30, 60, 120, 180 und 240 Saulenvolumen (engl. column volume, cv)
ermittelt, bei einer Probeninjektion von 10 pl und einer Proteinkonzentration von ~ 0.03 mM.
Zusatzlich konnen durch die Elutionsversuche Affinitatsunterschiede zwischen nativem
Protein und den jeweiligen Biokonjugaten anschaulich dargestellt werden und das Auftreten

von multiplen Produkten innerhalb der Biokonjugatfraktion tberpriift werden.



4 Ergebnisse und Diskussion 129

Ausgehend von den Ergebnissen der linearen SMA Parameterbestimmung wird der sterische
Faktor o mittels Durchbruchskurve ermittelt, welche mit nativen Protein aufgenommen
wurde. Fir den sterischen Faktor wird angenommen, dal sich o des nativen Proteins nicht
vom sterischen Faktor des Biokonjugates unterscheidet.

In Abb. 4.5.1 sind Chromatogramme von CTG und OVT auf SP Sepharose FF und XL, die
mit einem linearen Gradienten tber 30 cv (Phosphat, Salzkonzentration von 50 mM bis 525
mM, pH 7.0 fur CTG bzw. pH 6.0 fir OVT, 153 cm/h) eluiert wurden, sowohl fir die nativen
Proteine (schwarz), als auch fir das Atto635 (rot), BODIPY (griin) und Cy5 (blau)
Biokonjugat dargestellt. Im Falle von OVT wurde die Adsorption bei einer Salzkonzentration
von 20 mM (SP Sepharose FF) bzw. 10 mM (SP Sepharose XL) durchgefuhrt, weil bei 50
mM die Adsorption zu gering war und die Probe friihzeitig isokratisch eluierte (Daten nicht
gezeigt). Die weiteren Chromatogramme der Gradienten sind im Anhang (Abb. 7.12-7.15) zu
finden. Weil die Proteine generell frih eluierten, wurden die Gradienten nach der Halfte der
angestrebten  Salzkonzentration abgebrochen, bei  Beibehaltung der jeweiligen
Gradientensteilheit.

Die Peaks der nativen Proteine sind ndherungsweise gaussformig mit Ausnahme von OVT auf
SP Sepharose XL, welche ein ausgepragtes Tailing aufweisen. Die Retentionszeit sinkt in der
Reihenfolge CTG(SP Sepharose FF) > CTG(SP Sepharose XL) > OVT(SP Sepharose FF) >
OVT(SP Sepharose XL).

Bei CTG-Att0635 ist auf beiden Festphasen eine weitere Komponente sichtbar, die friher als
das native Protein eluiert. Der Hauptpeak eluiert spater als das native Protein. Fir CTG-
Atto635 auf SP Sepharose XL und OVT-Atto635 auf beiden Festphasen ist ein starkeres
Tailing des Biokonjugates erkennbar. Im Falle von OVT-Atto635 auf SP Sepharose FF deutet
eine Schulter auf eine nicht vollstandig aufgeldste, zweite Komponente hin, die spéter als der
Hauptpeak eluiert.

Die BODIPY Biokonjugate zeigen generell eine geringere Retentionszeit als das native
Protein flr alle Proteine und Festphasenkombinationen. Bei CTG-BODIPY ist eine zweite
Komponente auf SP Sepharose FF zu erkennen, die friiher eluiert als der Hauptpeak des

Biokonjugates.
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Abbildung 4.5.1. Chromatogramme der Gradientenelution (30 cv, 153 cm/h) von nativem Protein oder Biokonjugat. (==) natives Protein bei 280 nm korrigiert um

Absorption des Farbstoffes. (=) Atto635 bei 635 nm. (

) BODIPY bei 504 nm. (=) Cy5 bei 654 nm. CTG bei pH 7.0 (Phosphat, S0 mM) und OVT bei pH 6.0

(Phosphat; 20 mM: SP Sepharose FF; 10 mM: SP Sepharose XL). (—) Gradient von 0 bis 25 % Hochsalzpuffer (entspricht Gradient in cv bis 50 % Hochsalzpuffer).
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Fur CTG-Cy5 sind zwei Komponenten auf beiden Festphasen deutlich sichtbar. Die
Hauptkomponente eluiert friiher als das native Protein, wohingegen die zweite Komponente
ungeféhr in der ersten Halfte des nativen Proteinpeaks eluiert. Fir OVT-Cy5 auf SP
Sepharose FF deuten sowohl Schulter als auch Tailing auf mehrere Komponenten hin, die
jedoch nicht aufgel6st werden koénnen. Die Hauptkomponente von OVT-Cy5 hat eine
vergleichbare aber kleinere Retentionszeit, wie das native Protein. Fir OVT-Cy5 auf SP
Sepharose XL ist keine zweite Komponente zu erkennen und das Biokonjugat besitzt eine
kleinere Retentionszeit wie die native Komponente, mit einem vergleichbaren Tailing.

Zusammenfassend besitzen alle Biokonjugate unter linearen Bedingungen ein
unterschiedliches Retentionsverhalten im Vergleich mit dem nativen Protein. Mit Ausnahme
von CTG-Cy5 auf SP Sepharose FF und XL &hnelt das Retentionsverhalten dem, der nativen
Komponente mit jeweils mehr oder weniger ausgeprégten Schultern und/oder Tailing. In
Tabelle 4.5.1 sind die Abweichungen der Retentionszeit der quantifizierbaren
Biokonjugatpeaks vom nativen Protein, fur die in Abb. 4.5.1 aufgefuhrten Chromatogramme,

dargestellt.

Tabelle 4.5.1. Prozentuale Abweichung der Retentionszeit der Biokonjugate von der Retentionszeit vom
nativen Protein fiir experimentelle Ergebnisse aus Abb. 4.5.1.
Abweichung vom nativen

Festphase Protein Protein [%]
CTG-Atto635 2.43
SP Sepharose FF 1 oot
CTG-Cy5 -62.90
CTG-Cy5* -8.76
CTG-Atto635 7.15
-11.30
SP Sepharose XL CTG-Cy5" -56.26
CTG-Cy5* -15.33
OVT-Att0635 7.69
SP Sepharose FF ~3.21
OVT-Cy5 -2.22
OVT-Atto635 6.94
SP Sepharose XL -5.90
OVT-Cy5 -17.04

(1) Erster aufgeloster Peak. (2) Zweiter aufgeloster Peak.

Die Abweichungen von 62.9 bzw. 56.3 % fur die friiher eluierende Komponente von CTG-
Cy5 auf SP Sepharose FF bzw. XL sind fast 10-mal groRer als alle anderen Abweichungen.
Mit Ausnahme von CTG-Cy5 (SP Sepharose XL) und OVT-Cy5 (SP Sepharose XL) ist die
prozentuale Abweichung aller Biokonjugatpeaks unter 10% im Vergleich zum jeweiligen
nativen Protein. Atto635 Biokonjugate besitzen als Einzige eine positive Abweichung,

wohingegen die BODIPY und Cy5 Konjugate friher, als das native Protein eluieren.
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In Abb. 4.5.2 sind die Durchbruchskurven fur die nativen Proteine auf den jeweiligen

Festphasen dargestellt, die zur Bestimmung des sterischen Faktors bendtigt werden.
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Abbildung 4.5.2. Durchbruchskurven fiir die Bestimmung des sterischen Faktors. Chromatogramm
normiert auf maximales Signal bei 280 nm. Durchbruch bei 76 cm/h. Proteinkonzentration 0.2 mM fiir
CTG und 0.12 mM fiir OVT. Salzkonzentration 50 mM fiir CTG, 20 mM fiir OVT auf SP Sepharose FF
und 10 mM fiir OVT auf SP Sepharose XL.

Die Reihenfolge der Durchbruchszeiten bei 10 % der Ausgangsproteinkonzentration ist
CTG(SP Sepharose FF: 9.55 ml) > CTG(SP Sepharose XL: 9.32 ml) > OVT(SP Sepharose FF
2.51 ml) > OVT(SP Sepharose XL 0.76 ml). Die Steilheit der Durchbruchskurve nimmt in der
gleichen Reihefolge ab, wobei OVT auf SP Sepharose XL eine sehr geringe Kapazitat besitzt
und nahezu sofort nach Start der Beladung am Saulenende detektiert wird.

Mit Ausnahme von OVT auf SP Sepharose XL zeigen alle Proteine einen vorzeitigen
Durchbruch, der durch eine nicht-bindende Komponente in den nativen Proteinldsungen
hervorgerufen wird und das Durchbruchssignal der nativen Proteine Uberlagert. Das
Vorhandensein nicht-bindender Komponenten bei den nativen Proteinldsungen ist bei den
Gradientenexperimenten sichtbar, wenn die Waschphase nach Probeninjektion mit dargestellt
wird (siehe Abb. Anhang 7.11).
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4.5.2 SMA Isothermenparameter

Ausgehend von den Elutionsexperimenten im linearen Gradienten unterschiedlicher Lange
(siehe Abb. 4.5.1), wurden die linearen SMA Parameter v und K der, in allen
Gradientenexperimenten, quantifizierbaren Peaks bestimmt. Es wird davon ausgegangen, daf3
sich unter linearen Bedingungen die Biokonjugate und das native Protein unabhangig
voneinander bewegen. Die Bestimmung erfolgt durch Anpassung der Retentionszeiten der
finf Gradientenexperimente, korrigiert um das Totvolumen und die Gradientenverzdgerung,
an die in Kapitel 2.7.3 vorgestellte Gleichung 2-29. Fur die Anpassung werden
Séulenparameter benétigt, die mit den in Kapitel 3.2.4 vorgestellten Methoden bestimmt

wurden und in Tab. 4.5.2 fur die jeweiligen Festphasen dargestellt sind.

Tabelle 4.5.2. Sidulenparameter fiir die SMA Parameterbestimmungen.

Gradienten-
Séule Festphase Porositit A [mM] Totvolumen [ml] verzogerung [ml]
Tricorn 5/20  SP Sepharose FF 0.821 584 0.0654 0.29
Tricorn 5/50  SP Sepharose FF 0.773 518 0.0654 0.29
Tricorn 5/20  SP Sepharose XL 0.615 571 0.0654 0.29
Tricorn 5/50  SP Sepharose XL 0.539 331 0.0654 0.29

Die Anpassung ist graphisch fir das native CTG auf SP Sepharose FF in Abb. 4.5.3
dargestellt. Die Retentionszeiten kdnnen sehr gut iber das SMA Modell beschrieben werden.
Die vollstandigen graphischen Darstellungen aller Anpassungen sind im Anhang (Abb. 7.16-
7.32) zu finden.
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Abbildung 4.5.3. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir CTG auf SP Sepharose
FF (pH 7.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Mit den angepassten linearen Parametern wird der sterische Faktor o unter Verwendung von
Gleichung 2-30 und 2-31 fir das native Protein berechnet. In Tabelle 4.5.3 sind die

angepassten SMA Parameter der nativen Proteine und deren Biokonjugate fur die

verschiedenen Festphasen angegeben.

Tabelle 4.5.3. SMA Parameter fiir native Proteine und Atto635, BODIPY bzw. Cy5 Konjugate.

Protein

Festphase \ K c
CTG 6.1 2.45.10° 3.53
CTG-Atto635 5.9 3.37.10° 3.53
SP Sepharose FF 6.6 7.64-10" 3.53
CTG-Cys5! 7.0 1.51.10° 3.53
CTG-Cy5° 6.8 4.86-10" 3.53
CTG 5.2 1.08-10" 35.9
CTG-Atto635 5.0 1.75:10™ 35.9
SP Sepharose XL 5.3 5.42:10” 35.9
CTG-Cy5* 6.4 1.09-10° 35.9
CTG-Cy5* 5.5 3.40-10” 35.9
ovT 3.9 1.38.10° 102
OVT-Atto635 35 3.79-107 102
SP Sepharose FF 37 501.102 102
OVT-Cy5 3.7 2.16:10” 102
ovT 6.1 2.65:10” 1418
OVT-Atto635 3.1 5.91.10% 1418
SP Sepharose XL 58 297.10° 1418
OVT-Cy5 5.4 3.90-10° 1418

(1) Erster aufgeloster Peak. (2) Zweiter aufgeloster Peak (siche Abb. 4.5.1).
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Der grofite Unterschied zwischen den Proteinen und Festphasen ist beim sterischen Faktor zu
erkennen, der speziell fur OVT auf SP Sepharose XL sehr hoch ist und durch die geringe
Kapazitét des Proteins unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen zu erkladren ist.

Die Unterschiede im Retentionsverhalten (vgl. Abb. 4.5.1) manifestieren sich tendenziell in
der Gleichgewichtskonstanten K: im Vergleich zum nativen CTG (2.45-10°®) zeigt das spater
eluierende CTG-Atto635 ein hoheres K (3.37-:10°%) und die friiher eluierenden CTG-BODIPY
(7.64-10™) und CTG-Cy5 (4.86-10*) Komponenten ein entsprechend niedrigeres K. Die
friiher eluierende CTG-Cy5 Komponente besitzt ein deutlich niedrigeres K (1.51-10°).

4.5.3 Diskussion

Affinitatsunterschiede der nativen Proteine auf den verschiedenen Festphasen

Die Elution der (nativen) Proteine auf den verschiedenen Festphasen zeigen Unterschiede in
der Affinitdt zu der jeweiligen Festphase, die sich mit dem Nettoladungskonzept und der
ProteingroRe erkléren lassen: CTG (25 kDa) mit einem pl von 9.1 wurde bei einem pH-Wert
von 7.0 untersucht, wohingegen OVT (76 kDa) mit einem pl von 6.8 bei einem pH-Wert von
6.0 adsorbiert wurde. D.h. der Unterschied zwischen dem pl und dem verwendeten pH von
CTG ist mit 2.1 hoher als von OVT mit 0.8, was die hohere Retentionszeit von CTG
gegenliber OVT erkldaren kann. OVT ist ca. 3-mal so groR wie CTG, sodall OVT aus
sterischen Griunden ebenfalls eine niedrigere Kapazitdt als CTG besitzen sollte. Durch
Vergleich der intrapartikularen Diffusionskoeffizienten von CTG und OVT aus Kapitel 4.3
fiir Sepharose 6 FF (entspricht SP Sepharose FF) und Capto Q (entspricht SP Sepharose XL)
kann die flachere Durchbruchskurve von CTG auf SP Sepharose XL (1.49-10"*" m2/s) im
Vergleich mit SP Sepharose FF (5.51.10™ mz2/s) und von CTG im Vergleich mit OVT
(2.18:10™ m2%s) auf SP Sepharose FF erklart werden: ein niedrigerer Dip deutet auf
unglinstigere Stofftransportvorgange hin. Die Unterschiede im Durchbruchsverhalten der
Proteine wird ausfuhrlich in Kapitel 4.6 behandelt.

Fur beide Proteine ist die Affinitat und Kapazitat auf SP Sepharose XL niedriger, als im
Vergleich mit SP Sepharose FF. Da die Grundmatrix, die Partikelgro3e und der SP Ligand bei
beiden Festphasen identisch ist, mussen andere Parameter fir die beobachteten Unterschiede
zwischen SP Sepharose FF und XL fiir CTG und OVT verantwortlich sein. Die Porositat von
SP Sepharose XL ist ca. 1.9-fach und die totale ionische Kapazitat ca. 1.2-fach niedriger als
fir SP Sepharose FF (vgl. Tabelle 4.5.2). Der Porenradius (nach dem Renkinmodell, vgl.
Kapitel 4.2) fir SP Sepharose XL ist mit 7.8 nm 2.1-fach kleiner als fir SP Sepharose (16.5
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nm). Dadurch ware die Adsorption der beiden Proteine unter rein sterischen Gesichtspunkten
auf SP Sepharose XL benachteiligt gegenitiber der Situation auf SP Sepharose FF. Dieser
Effekt wirkt sich starker bei OVT als bei CTG aus, weil OVT ca. 3-mal groler ist als CTG.

In der Literatur wurde ein positiver Effekt der verankerten Dextranketten im Porenraum der
Sepharose FF durch verbesserte Ladungszuganglichkeit der SP Liganden durch das flexible
Dextran postuliert (Thémmes, 1999). Neben der besseren Ladungszuganglichkeit sollen die
Dextranketten unter bestimmten Bedingungen (pH, lonenstarke) eine gelartige Phase bilden,
in dem Proteine nicht nur auf einer Oberfl&che, sondern in einem dreidimensionalen Raum
adsorbieren konnen. Damit wére die Kapazitat héher als fiir eine Oberflache. Direkte
Vergleiche von XL und FF Medien zeigen allerdings ein uneinheitliches Bild bezuglich der
Kapazitat (Hubbuch et al., 2003). Die XL Medien besitzen nicht immer eine héhere Kapazitat
als die FF Medien unter vergleichbaren Bedingungen, was darauf schlieen lasst, dal3 die
postulierte verbesserte Ladungszugéanglichkeit durch verankerte Dextranketten nicht immer
realisiert werden kann, oder andere Grinde fur eine hohere Kapazitdt von XL Medien
verantwortlich sind.

Die Identitat der nicht-bindenden Komponenten bei CTG und OVT ist nicht bekannt, aber es
konnte sich um Verunreinigungen (Abbauprodukte) in den Proteinlésungen handeln, die auch
in den Validierungsstudien (vgl. Kapitel 4.1) in den Chromatogrammen auf Superose 12 zu
erkennen sind.

Fur eine detaillierte Analyse der Stofftransportvorgange mittels CLSM wirden solche
nichtbindenden Verunreinigungen eine untergeordnete Rolle spielen, weil sie nicht auf der

Festphase ankonzentriert werden und im Totvolumen der Sdule erscheinen.

Affinitatsunterschiede zwischen nativen Proteinen und Biokonjugaten

Im Anschluf an die Diskussion der Unterschiede in der Adsorption der nativen Proteine auf
den beiden Festphasen werden im Folgenden die Unterschiede zwischen den Biokonjugaten
und den jeweiligen nativen Proteinen diskutiert.

Im Allgemeinen ist die Affinitat eines Proteins zu einem bestimmten lonentauscher abhangig
von der Ladungsverteilung und —zuganglichkeit auf der Proteinoberflache (Yamamoto, 1988;
Kopaciewicz et al., 1983). Die Ladungsverteilung wird durch den pH-Wert, aufgrund der
amphoteren Eigenschaften der Aminosdurenseitenketten der Proteine, beeinfluf3t (Tanford,
1961). Selbst geringfiigige Unterschiede in der Proteinstruktur, wie z.B. der Austausch einer

Aminosdaure oder der Modifizierung von einzelnen Aminoséuren, kann zu meRbaren
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Unterschieden in der Retention auf lonentauschern fuhren (Brautigan, et al., 1978; van der
Veen et al., 2004; Drager und Regnier, 1987; Chicz und Regnier, 1989; Chicz und Regnier,
1988; Fausnaugh-Pollitt et al., 1988). Die Ergebnisse der Elutionsstudien bzw. der SMA
Parameter verdeutlichen die quantitativen Unterschiede im Adsorptionsverhalten von
Biokonjugat und nativem Protein. Mit Ausnahme der schwécher bindenden CTG-Cy5
Komponente ahneln sich natives Protein und Biokonjugat sehr, besitzen aber trotzdem ein
unterschiedliches Retentionsverhalten. Neben CTG und OVT wurden vergleichbare
Phanomene auch fur LYS und a-Lactaloumin gefunden (Teske et al., 2005).

Die Ergebnisse konnen qualitativ Gber das Nettoladungskonzept interpretiert werden: die
Fluoreszenzfarbstoffe reagieren mit dem N-Terminus und Lysinen. Unter den gewéhlten
Adsorptionsbedingungen wirden diese Seitenketten eine positive Ladung besitzen. Fir den
Atto635 Farbstoff wird eine positive Ladung, die eine pH-Wert Abhéngigkeit besitzt, durch
eine positive Ladung ersetzt. Die Nettoladung des Proteins wirde daher konstant bleiben, aber
es besteht die Maoglichkeit der Anderung der Ladungszuganglichkeit. Fir den neutralen
Farbstoff BODIPY verringert sich die Nettoladung des Proteins um eins und flr den negativ
geladenen Farbstoff Cy5 um zwei. Obwohl die Reaktionsbedingungen der Biokonjugation so
gewahlt wurden, dal} ein monosubstituiertes Produkt bevorzugt erhalten wird (DOL zwischen
0.2 und 0.24), ist das Auftreten von mehrfach substituierten Biokonjugaten moéglich. Zudem
kann der Reaktivfarbstoff an unterschiedlichen Stellen an das Protein binden (Krull et al.,
1997). Die beobachteten Zusatzpeaks fur CTG-Cy5 und OVT-Cy5 kdnnen durch mehrfach
substituierte Biokonjugate oder monosubstituierte Produkte mit einer unterschiedlichen
Ladungszugéanglichkeit erklart werden. Die zusétzlichen Peaks der Atto635 Biokonjugate
lassen sich nicht tber das SMA Modell beschreiben und verhalten sich wie schwach retadierte
Molekiile, die Kontaminaten in der CTG Préparation oder Abbauprodukten von CTG
entsprechen konnen.

Es besteht zudem die Mdglichkeit, dalR weitere Biokonjugatprodukte vorhanden sind, die
unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen nicht aufgelost werden kdnnen.

Bezogen auf die Analyse der Stofftransportvorgénge wahrend einer Durchbruchskurve mittels
CLSM ist zu erwarten, dal es fur die BODIPY und Cy5 Konjugate zu
Verdrdngungsvorgangen kommen kann, da ihre Affinitdt niedriger ist, als die native
Komponente, wohingegen die Atto635 Konjugate keinen solchen Effekt zeigen sollten.
Insbesondere unter den Bedingungen der konfokalen Messung, wo ein D/P von 0.01
eingesetzt wird, also nur 1 von 100 Proteinen ein Biokonjugat ist, sind Verdrangungsvorgange

fir BODIPY und Cy5 Konjugate sehr wahrscheinlich.
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SMA Isothermenparameter

Die ermittelten SMA Parameter sind die Grundlage fir die spéatere Modellierung der
intrapartikuléren Profile unter kompetetiven Bedingungen (vgl. Kapitel 4.8). Die Wahl der
SMA Isotherme als Modell fur die Beschreibung der Adsorption wird in dem vorliegenden
Fall bevorzugt, weil sie die kompetetive Adsorption von Mehrkomponentensystemen in der
lonenaustauschchromatographie beschreiben kann ohne das Modell zu modifizieren und ein
SMA Datensatz (ber einen Salzkonzentrationsbereich gultig ist. Im Vergleich mit dem
Langmuirmodell bzw. erweiterten Formen, die kompetetive Adsorption beinhalten, ist das
SMA Modell Uberlegen, weil es die Salzkonzentration als Parameter besitzt und somit
Adsorptionsisothermenbestimmungen fur jede Salzkonzentration Uberflussig macht. Unter
nicht-linearen Bedingungen, wie sie wahrend einer Durchbruchskurve vorliegen, kann das
SMA Modell zudem induzierte Salzgradienten beschreiben (Brooks und Cramer, 1991;
Gallant, 2004), die einen EinfluB auf die Form der intrapartikuldaren Profile besitzen kénnen.
Es ist eine gute Anpassung fur alle Datensatze moglich, bis auf OVT fur SP Sepharose XL,
wo die Retentionszeiten fir Gradientenldangen von 120 und 180 cv auffallig unterschiedlich
von den restlichen drei Datensatzen sind. Zusatzlich besitzen die Chromatogramme fur OVT
auf SP Sepharose XL ein starkes Rauschen, was auf technische Schwierigkeiten bei der
chromatographischen Trennung und der Detektion hindeutet. Das starkere Tailing fur OVT
auf SP Sepharose XL ist auf die geringe Kapazitat zurickzufuhren, die zu einer geringen
Verweilzeit innerhalb der Sdule und unsymmetrischen Peaks fiihrt.

Die sichtbaren zusétzlichen Peaks fir CTG-Atto635, CTG-BODIPY, OVT-Atto635 und
OVT-Cy5 besitzen eine von der Gradientenldnge unabhéngige Retentionszeit und lassen sich
nicht tber das SMA Modell beschreiben (Daten nicht gezeigt). Es sind schwach retadierte,
fluoreszenzfarbstoffhaltige Kontaminanten, deren Identitat unklar ist.

Die Gradientenmethode der SMA Parameterbestimmung wurde speziell fur die simultane
Messung der linearen Parameter fur komplexe Gemische unterschiedlicher Proteine oder
Proteinformen (Glykoproteine) entwickelt und die Annahme einer unabhangigen Bestimmung
der Parameter fur Mehrkomponentensysteme unter linearen Bedingungen wurde bestatigt
(Barnthouse, 1998). Die Annahme eines konstanten sterischen Faktors o flr das native
Protein und den Biokonjugaten wird prinzipiell getroffen, weil es experimentell schwierig
ware, die sterischen Faktoren der Biokonjugate zu bestimmen, da dazu reine
Biokonjugatspecies in groRer Menge bereit gestellt werden mussten. Der sterische Faktor
reprasentiert die Ladungen, die durch ein Protein nach Bindung an den Adsorber aus

sterischen Grinden abgeschirmt werden und ist prinzipiell von der Form des Proteins
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abhéngig, sodall die Annahme eines konstanten o fiir die Biokonjugate gerechtfertigt ist, weil
der Fluoreszenzfarbstoff die ProteingroRe nur unwesentlich &ndern sollte.

In der Literatur konnten keine Daten fir CTG oder OVT auf den Festphasen bei den
gewahlten pH-Werten gefunden werden. In der Arbeit von Gallant et al. (1996) wurden SMA
Parameter fir CTG auf SOURCE 15S bei pH 6.0 mit der isokratischen Methode bestimmt mit
v = 5.03, K = 1.35:10% und ¢ = 7.43, die in der GroBenordnung der in dieser Studie
ermittelten Werte liegen. Die niedrigere Gleichgewichtskonstante ist durch den niedrigeren
pH-Wert von 6.0 zu erklaren, bei dem CTG stérker an einen Kationentauscher bindet.

Eine systematische Untersuchung der Parameterqualitdt wurde nicht durchgefiihrt und ist
auch nicht in der Literatur verOffentlicht. Der relative Fehler aus ausgewahlten
Veroffentlichungen (Barnthouse, 1998; Vunnum, 1997) fiir v ist ca. 5 %, fur K ca. 16 % und
fir o ca. 14 %.

Zusammenfassend legen die SMA Parameterbestimmungen den Schluf} nahe, dal sich
Biokonjugate messbar vom chromatographischen Verhalten der nativen Proteine
unterscheiden und es Anzeichen fir multiple Produkte der Biokonjugation gibt. Dies ist nicht
weiter verwunderlich, da die Konjugationsreaktion mehrere Gruppen auf der
Proteinoberflache verwenden kann, und diese je nach sterischer Zuganglichkeit und
elektrostatischem Umfeld mehr oder weniger belegen wird. Generell kdnnen die Unterschiede
uber das Nettoladungskonzept nachvollzogen werden. Aufgrund der mdglichen Anzahl an
unterschiedlichen Biokonjugaten in einem Ansatz missen CLSM Untersuchungen als
Nettosignal der ,synthetischen Proteinmutanten’ angesehen werden. Das deutlichste Beispiel
hierfur bildet das System CTG-Cyb.
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4.6 Adsorption von nativen Proteinen und Biokonjugaten auf Kationentauschern —

Durchbruchskurven

Nicht-lineare Adsorptionsprozesse in Form von Durchbruchskurven werden haufig in der
Aufreinigung von Proteinen verwendet. Versuche mit unterschiedlich groRen Proteinen (CTG
oder OVT) bei unterschiedlicher Salzkonzentration auf zwei unterschiedlichen Festphasen
(SP Sepharose FF oder SP Sepharose XL) sollen den Einflul} der ProteingroRe, Festphase und
lonenstarke auf den Transport und die Adsorption von Proteinen unter nicht-linearen
Bedingungen untersuchen. Wie im vorangegangen Kapitel 4.5 gezeigt, existieren mel3bare
Unterschiede im Adsorptionsverhalten der Biokonjugate, im Vergleich mit den jeweiligen
nativen Proteinen. Bedingt durch den inneren Filtereffekt (vgl. Kapitel 2.1) werden die
Biokonjugate bei der Messung der intrapartikuldren Konzentrationsprofile mittels CLSM im
Unterschuss eingesetzt. Es ist zu erwarten, dal es unter nicht-linearen Bedingungen zu
kompetetiven Adsorptionsprozessen mit dem nativen Protein kommt. Dabei sollte das
Verhalten der Biokonjugate durch die kompetetive Adsorption des nativen Proteins bestimmt
werden und das Durchbruchsverhalten des nativen Proteins nahezu unabh&ngig vom
verwendeten Biokonjugat sein, weil es 100-fach konzentriert vorliegt. Das Bulkprofil des
nativen Proteins am Partikel ist experimentell Gber die CLSM Messung nicht zuganglich. Die
Annahme eines idealen Stufenprofils wurde in Kapitel 4.3 bei der Messung des
intrapartikuléren Diffusionskoeffizienten als fehlerhaft identifiziert, weswegen auch fiir die
Simulation von Adsorptionsprozessen die exakte Form der Durchbruchskurve des nativen
Proteins fur die Modellierung bendtigt wird. Die Unabhangigkeit im chromatographischen
Verhaltens des nativen Proteins vom Biokonjugat ist VVorraussetzung fur die Abschatzung des
Proteinkonzentrationsprofil des nativen Proteins am Partikel tUber das Chromatogramm am
Saulenende, welches fur die Simulation der intrapartikularen Profile (vgl. Kapitel 4.8)
benétigt wird.

Im Folgenden wird das Durchbruchsverhalten von CTG und OVT auf SP Sepharose FF und
SP Sepharose XL bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen Uber die Absorptionsmessung
des Sduleneffluents charakterisiert und der potentielle EinfluR des Biokonjugats auf den
Durchbruch des nativen Proteins Uberprift. Desweiteren werden die Chromatogramme am
Sauleneffluent der Biokonjugate analysiert und Konsequenzen fir die Messung der

intrapartikul&ren Profile abgeleitet



4 Ergebnisse und Diskussion 141

4.6.1 Durchbruchskurven der nativen Proteine

Alle Durchbruchsexperimente wurden auf einer Mikrosdaule (vgl. Kapitel 3.3) mit 2 mm
Lange bei einer FlielRgeschwindigkeit von 96 cm/h durchgefihrt. Die Proteinkonzentration
betrug 0.135 mM fir CTG (3.5 g/l) und 0.046 mM (3.5 g/l) fur OVT. Durchbriiche mit CTG
wurden bei pH 7.0 bei Salzkonzentrationen von 20, 50 und 100 mM aufgenommen,
wohingegen OVT bei pH 6.0 und 10, 20 sowie 50 mM analysiert wurde. Das D/P Verhaltnis
war bei allen Versuchen 0.01, unabhangig vom verwendeten Fluoreszenzfarbstoff (Ausnahme
OVT bei 20 mM D/P 0.1). Die Analyse der Durchbruchskurven erfolgte (iber die Messung der
Absorption des Sauleneffluents bei 280 nm und des jeweiligen Absorptionsmaximums des
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes. Die mittels CLSM gemessenen intrapartikularen Profile
in der Mikrosdule werden im né&chsten Kapitel (4.7) dargestellt.

In Abb. 4.6.1 werden alle Durchbruchskurven der nativen Proteine bei den unterschiedlichen
experimentellen Bedingungen miteinander verglichen, wobei fir jede Parameterkombination
die Durchbruchskurven des nativen Proteins der drei Versuche mit den jeweiligen
Biokonjugaten zusammen dargestellt werden.

Bei allen Durchbruchskurven ist ein friiher Durchbruch einer schwach bindenden
Komponente zu erkennen, die in den Versuchen fiir die SMA Parametergenerierung (vgl.
Kapitel 4.5) identifiziert wurde. Generell erfolgt der Durchbruch friher mit steigender
Salzkonzentration fir beide Proteine auf beiden Festphasen und tendeziell verlduft die
Durchbruchskurve flacher auf SP Sepharose XL im Vergleich mit SP Sepharose FF. Die
dynamische Kapazitat wurde uber das Chromatogramm des Sauleneffluents bei 10 % der
Konzentration der aufgetragenen Proteinlésung bestimmt, wobei der anfangliche Durchbruch
der nicht bindenden Komponenten von den Durchbruchskurven abgezogen wurde. Die molare
dynamische Kapazitat fur alle Versuche ist in Abb. 4.6.2 dargestellt. Vergleicht man die
molare dynamische Kapazitdt von CTG mit OVT bei den drei Salzkonzentrationspaaren (10
und 20 mM; 20 und 50 mM; 50 und 100 mM), besitzt CTG auf SP Sepharose FF
durchschnittlich eine 5.5-fach hohere Kapazitat und auf SP Sepharose XL eine bis zu 75-fach

hohere Kapazitat im Vergleich mit OVT.
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Abbildung 4.6.2. Auftragung der molaren dynamischen Kapazitit gegen die verwendete
Salzkonzentration wiihrend der Durchbruchsexperimente. (=) CTG auf SP Sepharose FF. (—) CTG auf
SP Sepharose XL. (=) OVT auf SP Sepharose FF. (—) OVT auf SP Sepharose XL.

Mit Ausnahme der Salzkonzentration bei 20 mM ist die molare dynamische Kapazitat von
CTG auf SP Sepharose FF durchschnittlich 2.6-fach héher im Vergleich mit SP Sepharose
XL. Bei 20 mM besitzt CTG auf SP Sepharose XL eine 1.7-fach hohere Kapazitat als auf SP
Sepharose FF. Fir OVT ist die molare dynamische Kapazitit auf SP Sepharose FF immer
durchschnittlich 4.9-fach groRer als auf SP Sepharose XL. OVT besitzt auf SP Sepharose XL,
unabhéngig von der gewahlten Salzkonzentration, eine geringe Kapazitat, die 1.32:10° M
nicht Ubersteigt.

Die Ubereinstimmung der Durchbruchskurven der nativen Proteine fiir jedes verwendete
Biokonjugat ist sehr gut und es ist kein systematischer Zusammenhang zwischen der
Verwendung eines bestimmten  Fluoreszenzfarbstoffs und der Anderung der
Durchbruchskurve des nativen Proteins zu erkennen. Die groRten Abweichungen sind fir
CTG auf SP Sepharose XL bei 20 mM zu erkennen, bei der die Durchbruchskurve bei
Verwendung von Cy5 fruher als bei BODIPY ansteigt. Allerdings ist die Form der
Durchbruchskurve identisch. Die Durchbriiche wurden generell nicht auf derselben gepackten

Mikrosaule durchgefuhrt, sondern mit, an unterschiedlichen Tagen, neu gepackten Saulen,
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sodal3 eine gewisse Variation der Sduleneigenschaften zu erwarten ist (z.B. durch die
Packungsdichte). Dies kann die beobachteten, geringen Variationen zwischen den

Durchbruchskurven erklaren.

4.6.2 Durchbruchskurven der Biokonjugate

Die Vergleiche zwischen den Durchbruchskurven der nativen Proteine unter Verwendung
unterschiedlicher Biokonjugate zeigen, daR sich im Wesentlichen das native Protein
unabhéngig von den gewéhlten Biokonjugaten verhélt und man von denselben Adsorptions-
und Transportvorgangen fir das native Protein ausgehen kann. Unter Beriicksichtigung dieser
Ergebnisse schlielt sich die Analyse der Durchbruchskurven der Biokonjugate bei
unterschiedlicher Salzkonzentration und Festphase an. Bei den Durchbruchsversuchen wurde
ein D/P von 0.01 gewdhlt, d.h. nur jedes 100ste Protein ist ein Biokonjugat. Bei der
Darstellung der Durchbruchskurven, zusammen mit den Daten der nativen Proteine, wurden
die Kurven, zur besseren Vergleichbarkeit, auf den maximal erreichten Absorptionswert
normiert. Dabei ist zu bedenken, dal das Signal des Biokonjugates ca. 100-fach niedriger ist,
als das, des nativen Proteins. Die Durchbruchskurven fir die einzelnen Protein- und
Festphasenkombinationen sind in den Abb. 4.6.3, 4.6.4, 4.6.5 sowie 4.6.6 dargestellt. Die
Formen der Durchbruchskurven flr die Biokonjugate &hneln nur in Ausnahmeféllen einer
typischen Durchbruchskurve und zeigen Effekte, die durch Verdrangungsmechanismen durch
kompetetive Adsorption hervorgerufen werden (Gallant, 2003; Skidmore und Chase, 1990).
Aufgrund dessen ist die Angabe einer dynamischen Kapazitat bei 10% Durchbruch fir die

vorliegenden Daten nicht sinnvoll.

4.6.2.1 Durchbruchskurven der CTG Biokonjugate auf SP Sepharose FF

Die Durchbruchskurven der drei verschiedenen CTG Biokonjugate auf SP Sepharose FF
zeigen sowohl ein unterschiedliches Verhalten untereinander als auch im Vergleich mit dem
nativen CTG. Wie auch das native CTG, verlauft der Durchbruch der Biokonjugate friiher mit
steigender Salzkonzentration. Im Gegensatz zum nativen Protein haben die Biokonjugate bei
Abbruch des Durchbruchsversuch noch nicht den endgultigen Gleichgewichtszustand erreicht
und zeigen ein dynamischen Verhalten, was auf weitere Ad- und Desorptionsvorgénge
innerhalb der Saule hindeutet. Die Durchbruchskurven der Biokonjugate weisen, ebenso wie
die, des nativen Proteins, einen frilhen Durchbruch einer nicht oder schwach bindenden
Komponente auf, die ebenfalls mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist.
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Abbildung 4.6.3. Vergleich der normierten Chromatogramme des nativen CTG und der jeweiligen
Biokonjugate auf SP Sepharose FF. (==) natives CTG. (=) CTG-Att0635. (—) CTG-BODIPY. (=) CTG-
Cy5. Durchbruch bei 96 cm/h und Signal normiert auf maximales Signal wihrend des Durchbruchs.
Signal von CTG-Att0635 und CTG-Cy5 bei 20 mM durch Drift und Luftblasen gestort.

Die Durchbruchskurve von CTG-Atto635 auf SP Sepharose FF weist einen anfanglich
ahnlichen Verlauf wie das native Protein auf, weicht aber mit zunehmender Beladung
dahingehend ab, dal? der Durchbruch abflacht und sich die Konzentration des Sauleneffluents
dem der Proteinlésung langsamer nédhert. Dieser Effekt tritt mit steigender Salzkonzentration
friher auf und ist bei 100 mM nahezu sofort nach Start des Durchbruches zu erkennen.
CTG-BODIPY auf SP Sepharose FF zeigt bei 20 und 50 mM ein typisches Durchbruchsprofil
eines 2-Komponentensystems unter kompetetiver Adsorption, bei dem CTG-BODIPY
schwécher bindet als CTG und dementsprechend durch Verdrangungseffekte ein UberschuR
an CTG-BODIPY am Sauleneffluent detektiert wird, der hoher als die Ausgangskonzentration
ist. Bei 100 mM ist kein deutlicher UberschuBpeak zu erkennen, sondern die CTG-BODIPY
Konzentration steigt nach dem Durchbruch linear an.

Die Durchbruchskurven von CTG-Cy5 sind vergleichbar mit CTG-BODIPY und zeigen
ebenfalls einen UberschuBpeak bei 50 mM (Signal bei 20 mM durch MeRfehler nicht
zugénglich, aber aller Wahrscheinlichkeit nach ebenfalls mit UberschuR, vgl. 4.7 Abb. 4.7.1).
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Zusétzlich weist CTG-Cy5 bei 50 und 100 mM einen friihen Durchbruch einer zweiten,
schwécher bindenden Komponente auf, die vom chromatographischen Verhalten und
Signalanteil sehr gut mit der schwacher bindenden CTG-Cy5 Komponente aus den SMA
Parameterbestimmungen tbereinstimmt (Kapitel 4.5).

4.6.2.2 Durchbruchskurven der CTG Biokonjugate auf SP Sepharose XL

Die allgemeinen Bemerkungen zu den Durchbruchskurven von CTG auf SP Sepharose FF
(geringere Kapazitdt mit steigender Salzkonzentration, friher Durchbruch einer nicht
bindenden Komponente, nicht Erreichen eines Gleichgewichtszustandes fiir das Biokonjugat)

treffen auch fir die CTG Biokonjugate auf SP Sepharose XL zu.
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Abbildung 4.6.4. Vergleich der normierten Chromatogramme des nativen CTG und der jeweiligen
Biokonjugate auf SP Sepharose XL. (=) natives CTG. (=) CTG-Att0o635. (—) CTG-BODIPY. (=) CTG-
Cy5. Durchbruch bei 96 cm/h und Signal normiert auf maximales Signal wihrend des Durchbruchs.

Im Wesentlichen weisen die Durchbruchskurven der CTG Biokonjugate auf SP Sepharose XL
qualitativ ein vergleichbares Verhalten wie auf SP Sepharose FF auf, allerdings ist die

Auspragung einiger Phanomene unterschiedlich.
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Bei CTG-Atto635 ist auch auf SP Sepharose XL ein flacher Durchbruch mit langsamen
Anstieg auf die Proteinkonzentration der Ausgangslosung zu beobachten, die bei Abbruch des
Durchbruchs noch nicht abgeschlossen ist.

Fur CTG-BODIPY auf SP Sepharose XL ist nur bei 50 mM andeutungsweise ein
UberschuBpeak durch kompetetive Adsorption mit Verdrangung zu erkennen. Die Situation
bei 20 mM ist unklar, weil bei Abbruch des Durchbruchsexperiments die Entwicklung des
CTG-BODIPY Chromatogramms noch nicht beendet ist.

CTG-Cy5 weist sowohl bei 20 als auch 50 mM einen frihen Durchbruch der schwacher
bindenden CTG-Cy5 Komponente auf, allerdings fehlt auf SP Sepharose XL die Ausbildung

eines UberschuRpeaks bei Durchbruch der nativen Komponente.

4.6.2.3 Durchbruchskurven der OVT Biokonjugate auf SP Sepharose FF

Auch die Durchbruchskurven der OVT Biokonjugate auf SP Sepharose FF zeigen alle ein
unterschiedliches Verhalten im Vergleich mit dem nativen Protein mit einer geringeren
Kapazitdt mit steigender Salzkonzentration. Ebenso wie bei CTG, ist auch bei den OVT
Biokonjugaten ein friiher Durchbruch einer nicht oder schwach bindenden Komponente sofort
nach Start des Durchbruches zu erkennen.

Im Gegensatz zu den Durchbruchskurven der CTG Biokonjugate zeigen die OVT
Biokonjugate eine geringe Varianz untereinander und ein UberschuRprofil, wie es fiir die
schwécher bindenden BODIPY und Cy5 Konjugate von CTG gefunden wurde, ist bei OVT
nicht zu beobachten.

Die Durchbruchskurven aller drei Biokonjugate verlaufen flach mit einem initialen Anstieg
der Biokonjugatkonzentration und einem langsamen, nahezu linearen Anstieg der
Proteinkonzentration. Der initiale Anstieg der Proteinkonzentration ist fir OVT-Cy5 am
groRten, gefolgt von OVT-BODIPY und OVT-Atto635. Bei OVT-Cy5 (10 und 20 mM) ist
ein friher Durchbruch einer schwacher bindenden Komponente zu erkennen. Inwieweit die
OVT Biokonjugatkonzentration auf SP Sepharose FF bei den gewdhlten experimentellen
Bedingungen am Sduleneffluent Uber die, der eingesetzten Proteinkonzentration steigen kann
ist nicht klar, da der Durchbruch abgebrochen wurde, wo die Biokonjugate immer noch ein
dynamisches Verhalten zeigen. D.h. falls es zu einer Verdrangung von OVT-BODIPY oder
OVT-Cy5 durch das native OVT kommt, verlauft diese deutlich langsamer als bei den
Versuchen mit den CTG Biokonjugaten.



4 Ergebnisse und Diskussion 148

OVT-Atto635 OVT-BODIPY OVT-Cy5

©c o 9o
> o @ =

Normalisierte Konzentration
o
N

10 mM
Normalisierte Konzentration
Normalisierte Konzentration

0.2] /

50_ . 100 50_ . 100 50_ . 100
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min]

=
-

e

o
©

o
o
o
o
o
e}

1N
IS
N
IS
N
IS

o
iy

Normalisierte Konzentration
Normalisierte Konzentration

20 mM
Normalisierte Konzentration

02 /

50 100 150 0 50 100 150 0 50 100 150
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min]
s 1 s Y 34
g 8 8
£08 £038 £048
() [ (7]
N N N
=| Sos 506 506
E X X X
] 2 2
| 504 504 504
w9 o o
go2 go.2 go.2
S S / S
z o z =z
0 150 0 150 150

50_ 100 50_ . 100 50_ . 100
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 4.6.5. Vergleich der normierten Chromatogramme des nativen OVT und der jeweiligen
Biokonjugate auf SP Sepharose FF. (==) natives OVT. (=) OVT-Atto635. (—) OVT-BODIPY. (=) OVT-
Cy5. Durchbruch bei 96 cm/h und Signal normiert auf maximales Signal wihrend des Durchbruchs.
Signal von OVT-Atto635 bei 20 mM durch Drift und Luftblasen gestort.

4.6.2.4 Durchbruchskurven der OVT Biokonjugate auf SP Sepharose XL

Vergleichbar wie auf SP Sepharose FF zeigen die OVT Biokonjugate auf SP Sepharose XL
ebenfalls ein  dhnliches  Durchbruchsverhalten, unabhéngig vom  verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff. Auch hier ist ein friiher Durchbruch einer nicht oder schwach bindenden
Komponente sofort nach Start des Experiments zu erkennen, allerdings ist die Kapazitat von
OVT auf SP Sepharose XL so niedrig, da auch OVT und die Biokonjugate nahezu sofort am
Sauleneffluent detektiert werden.

Die Durchbruchskurven der OVT Biokonjugate verlaufen flacher, als fiir das native Protein
und es sind keine UberschuRpeaks oder deutliche Verdrangungsprozesse innerhalb der
Chromatogramme zu erkennen. Wie auch bei SP Sepharose FF ist es, bedingt durch das
fehlende Erreichen eines Gleichgewichtszustandes bei Abbruch des Experiments, nicht
eindeutig, ob  langsame  Verdrangungsprozesse zu  einer  Uberhohung  der
Sauleneffluentkonzentration der OVT-BODIPY oder OVT-Cy5 Biokonjugate fuhren, im

Vergleich mit der Ausgangsproteinldsung.
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Abbildung 4.6.6. Vergleich der normierten Chromatogramme des nativen OVT und der jeweiligen
Biokonjugate auf SP Sepharose XL. (==) natives OVT. (=) OVT-Att0o635. (—) OVT-BODIPY. (=) OVT-
Cy5. Durchbruch bei 96 cm/h und Signal normiert auf maximales Signal wihrend des Durchbruchs.

4.6.3 Diskussion

Durchbruchskurven der nativen Proteine

In Kapitel 4.4 wurde gezeigt, dall es bei der Untersuchung von SEC Trennungen auf einer
Mikrosdaule (47 mm Ldange) zu Peakverbreiterungen durch die Bauweise der Mikroséaule
kommt, die einen direkten Vergleich mit konventionellen S&ulen erschwert. Die hier
dargestellten Durchbruchskurven des nativen Proteins auf einer Mikrosdule (2 mm Lé&nge)
zeigen eine gute Ubereinstimmung der Kurvenform mit den Daten von Abb. 4.5.2 aus Kapitel
4.5, die auf einer konventionellen Tricorn 5/20 Séule aufgenommen wurden. Eine exakte
Ubereinstimmung ist nicht zu erwarten, weil die eingesetzte Proteinkonzentration, das
Saulenvolumen und die lineare Flielgeschwindigkeit unterschiedlich waren. Der Vergleich
zeigt jedoch, dal} Daten aus einer Mikrosaule, unter adsorptiven Bedingungen, vergleichbar
sind mit Ergebnissen, die auf konventionellen Séulen aufgenommen wurden. Demnach sind

gemessene intrapartikuldre  Profile aus einer  Mikrosdule reprasentativ  flr
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Adsorptionsvorgange in industriell  eingesetzten = Chromatographiematerialien und
Chromatogramme des Séuleneffluents kénnen direkt zu Daten aus dem gepackten Bett in
Beziehung gesetzt werden. Wie schon in Kapitel 4.4 beschrieben, 1aBt sich dies Uber die
hohere Verweilzeit durch adsorptive Wechselwirkungen innerhalb der Séule erklaren, sodal
der negative EinfluB der Peakverbreiterung durch die Mikrosdauleneigenschaften verringert
wird.

Die Ubereinstimmung der Durchbruchskurven fiir das native Protein fir jedes Experiment mit
einem bestimmten Biokonjugat bestatigt die Annahme, dal? das 100-fach starker konzentrierte
native Protein in seinem Adsorptions- und Transportverhalten nicht erkennbar von den
Biokonjugaten beeinfluBt wird. Auch wenn die Atto635 Konjugate generell eine hohere
Affinitdt zur chromatographischen Festphase besitzen, ist es aufgrund des
Konzentrationsunterschiedes unwahrscheinlich, daB es zu meRbaren Anderungen des
Verhaltens des nativen Proteins kommt, insbesondere weil die Biokonjugate zwar
unterschiedliche, aber sehr &hnliche Adsorptionsisothermen, wie die nativen Proteine
besitzen.

Die Durchbruchskurven der nativen Proteine bei den unterschiedlichen experimentellen
Bedingungen lassen sich gut Uber das in Kapitel 4.5 dargestellte Nettoladungskonzept
erklaren. Der frihere und flachere Durchbruch von OVT im Vergleich zu CTG kann Uber die
ProteingroRe und die SMA Parameter der Proteine erkléart werden. OVT ist ca. 3-mal groRer
als CTG. Es wird allgemein beobachtet, daR groRere Proteine eine niedrigere Kapazitat als
Kleinere Proteine besitzen, weil sie aus sterischen Griinden zu einem gewissen Grad vom
Porenraum ausgeschlossen werden und bei gleicher zur Verflgung stehenden
Adsorptionsflache, mehr Platz fir die Adsorption bendtigen (Garke et al., 1999). Die
Nettoladung von CTG bei pH 7.0 (+4) ist niedriger als die Nettoladung von OVT pH 6.0
(+10) (www.scripps.edu/~cdputnam/protcharge.html), allerdings entscheidet nicht die
Nettoladung Uber die Retention auf einen Kationentauscher, sondern die tatsachlich an der
Bindung beteiligten Ladungen. So wird fur CTG auf einem anderen Kationentauscher (Mono
S) eine hohere Retention flir CTG bei pH 7.0 als fir OVT bei pH 6.0 erzielt (Kopaciewicz et
al., 1983). Dementsprechend sind die Gleichgewichtskonstanten der SMA Parameter (Daten
flr natives Protein) fir CTG auf SP Sepharose FF ca. 8-mal und fir SP Sepharose XL ca.
6000-mal groRer als fir OVT. Zudem sind die sterischen Faktoren fir OVT mit 102 fiir SP
Sepharose FF und 1418 fur SP Sepharose XL ca. 29-mal (SP Sepharose FF) bzw. ca. 39-mal
(SP Sepharose XL) groRer als die Werte fir CTG, was ebenfalls den groReren, sterischen
Bedarf von OVT gegeniiber CTG unterstreicht. Die flacheren Durchbruchskurven fiir OVT
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kénnen durch den niedrigeren intrapartikuldaren Diffusionskoeffizienten und der
unglnstigeren Adsorptionsisotherme von OVT gegeniiber CTG erklart werden. Durch den
niedrigeren Dj, werden die Partikel langsamer vom Protein penetriert und die
Durchbruchskurve weicht dementsprechend von einer scharfen Adsorptionsfront ab. Durch
eine unginstigere Adsorptionsisotherme wird zudem eine scharfe Adsorptionsfront
zunehmend flacher (Guiochon und Lin, 2003; Hall et al., 1965). Zusatzlich flachen die
Durchbruchskurven fir OVT im oberen Teil starker ab und fihrt zu einer Asymmetrie im
Durchbruch (vgl. Abb. 4.6.1). Ein Erklarungansatz fir die Asymmitrie ist gegeben durch eine
sterische Uberlegung wahrend der Adsorption: groRe Proteine benétigen eine groRere, freie
Adsorptionsflache, um an den Kationentauscher zu binden. Mit zunehmender Beladung
nimmt die zur Verfligung stehende Adsorptionsflache ab und das Protein benétigt mehr Zeit,
einen geeigneten Adsorptionsplatz zu finden. Dies manifestiert sich in der Abflachung der
Durchbruchskurven zu spateren Zeiten hin. Dieser Effekt wurde in Studien zur
Membranchromatographie (Yang und Etzel, 2003) und in der Chromatographie (Jin et al.,
1994) dokumentriert und wird das ,car parking“ Modell genannt. Der Effekt tritt
insbesondere bei groReren Proteinen in Erscheinung. Eine weitere Erklarung konnte die
Anwesenheit von Dimeren in der OVT L0Osung sein, wie sie in Kapitel 4.1 in den SEC
Versuchen auf Superose 12 dokumentiert wurden. Hunter und Carta (2001) beobachteten
ebenfalls eine Abflachung der Durchbruchskurve gegen Ende der Beladung fiir BSA auf Q
Sepharose FF und konnten BSA Dimere als Ursache dafur identifizieren.

Die XL Medien zeigen eine geringere Kapazitit und eine flachere Durchbruchskurve als die
FF Medien. Da die Grundmatrix, die PartikelgroRe, der SP Ligand und die
Versuchsbedingungen bei allen Versuchen gleich ist, missen andere Parameter fir die
beobachteten Unterschiede verantwortlich sein. Die Porositdt von SP Sepharose XL ist ca.
1.9-fach und die totale ionische Kapazitit ca. 1.2-fach niedriger als fur SP Sepharose FF.
Einhergehend mit der gemessene Porositét, ist auch der Verteilungskoeffizient unter nicht-
bindenden Bedingungen fir CTG und fir OVT 1.7-fach niedriger auf SP Sepharose XL als
auf SP Sepharose FF (vgl. Kapitel 4.3). Dementsprechend ergibt die Auswertung der Daten
nach dem Renkin Modell einen Porenradius von 7.04 nm fiir SP Sepharose XL gegeniber
14.25 nm fiir SP Sepharose FF. Aus rein sterischen Uberlegungen sind die Poren des XL
Mediums Kleiner, was durch die vorhandenen Dextranketten im Porenraum hervorgerufen
wird. Dadurch wére die Adsorption der beiden Proteine unter rein sterischen Gesichtspunkten
auf SP Sepharose XL benachteiligt gegeniiber der Situation auf SP Sepharose FF. Es wurden
keine Diffusionsversuche mit SP Sepharose FF oder XL durchgefihrt, allerdings ahnelt SP
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Sepharose FF eher der Sepharose 6 FF Matrix, wohingegen SP Sepharose XL eine grofiere
Ubereinstimmung mit der Capto Q Matrix besitzen miisste. Der langsamere, intrapartikulare
Transport im XL Medium wird aller Wahrscheinlichkeit nach durch die vorhandenen
Dextranketten bewirkt. Eine Verlangsamung des diffusiven Transports in Agarose-Dextran
Komposit Medien (Kosto und Deen, 2004) oder Tentakel Medien (Mdller, 2003) wurde
beobachtet. Zusammengenommen wird folgendes Szenario fur die Beschreibung der
Unterschiede der Durchbruchskurven bei beiden Proteinen vorgeschlagen: die Dextran Ketten
im SP Sepharose XL Medium fiihren zu einer Verkleinerung des Porenradius und damit zu
einer niedrigeren Kapazitat der Proteine. Dieser Effekt wirkt sich starker bei OVT als bei
CTG aus, weil OVT ca. 3-mal groRer ist als CTG. Dementsprechend adsorbiert OVT auf SP
Sepharose XL sehr wenig, was an der niedrigen Kapazitat bei allen Salzkonzentrationen zu
sehen ist. Die flacheren Durchbruchskurven fur SP Sepharose XL werden durch den héheren
Stofftransportwiderstand in Form des niedrigeren D;,’s der Proteine hervorgerufen.

Diese Uberlegungen erklaren nicht die hohere Kapazitat von CTG auf SP Sepharose XL bei
20 mM gegenuber den Ergebnissen fiir SP Sepharose FF. Im Vergleich zur Durchbruchskurve
auf SP Sepharose FF ist die Durchbruchskurve auf SP Sepharose XL flacher. Daher ist der
Stofftransportwiderstand auf dem XL Medium hoher, als auf dem FF Medium, allerdings
steigt die Kapazitdt unerwartet stark an. Fir CTG konnte daher die bessere
Ladungszuganglichkeit (vgl. Kapitel 4.5) bei 20 mM zu tragen kommen, wohingegen bei
héheren Salzkonzentrationen die unginstigeren sterischen Eigenschaften Gberwiegen. Dieser
Effekt ist unerwartet, weil flir XL Medien eine relative Kapazitatssteigerung mit steigender
Salzkonzentration erwartet wird, bei der die Fluiditat der immobilisierten, negativ geladenen
Dextranketten durch Verringerung der AbstoRung untereinander erhéht wird und

dementsprechend die Ladungszugénglichkeit sich verbessern sollte.

Durchbruchskurven der Biokonjugate

Im Folgenden sollen die Chromatogramme des Sduleneffluents der Biokonjugate diskutiert
werden. Wie in Kapitel 4.5 verdeutlicht, ist das Verhalten der Biokonjugate unter adsorptiven
Verhaltnissen auf Kationentauschern nicht gleichzusetzen mit den jeweiligen nativen
Proteinen, was eindeutig an den Durchbruchskurven der Biokonjugate bei allen
Versuchsbedingungen gezeigt werden kann: keine Durchbruchskurve eines Biokonjugats
entspricht dem Verhalten, des entsprechenden nativen Proteins und weicht teilweise deutlich
davon ab (BODIPY und Cy5 Konjugate von CTG). Es ist zu erwarten, dafl die
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intrapartikuldren Profile der Biokonjugate nicht mit dem Adsorptionsprofil des nativen
Proteins gleichzusetzen sind, sondern fir jeden Fluoreszenzfarbstoff ein unterschiedliches
Profil zu erwarten ist, welches sich nur tber die kompetetive Adsorption des Biokonjugats in
Anwesenheit des 100-fach konzentrierteren nativen Proteins erkléren lasst (siehe Kapitel 4.7).
Die beobachteten Durchbruchskurven der Biokonjugate lassen sich ber das in Kapitel 4.5
vorgestellte Nettoladungskonzept, angewendet auf die einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe,
erklaren, welches hier nicht wiederholt werden soll. Anstelle dessen werden die
Auswirkungen der kompetetiven Adsorption unter nicht-linearen Bedingungen naher
betrachtet und diskutiert. Die Chromatogramme fiir CTG-BODIPY und CTG-Cy5 auf SP
Sepharose FF bei 20 und 50 mM zeigen ein typisches UberschuRprofil einer schwacher
bindenden Komponente unter frontalchromatographischen Bedingungen, welches als
Aufrollen (engl. roll up) bezeichnet wird (Skidmore und Chase, 1990). Das Entstehen eines
LAufrollprofils® kann tber folgendes Szenario verstanden werden: anfanglich kénnen beide
Komponenten gleichzeitig auf der unbesetzten Festphase adsorbieren. Mit zunehmenden
Beladungsgrad wird die schwacher bindende Komponente in das Partikelzentrum verdrangt
und fur neu eintreffendes Protein erhoht sich der Diffusionsweg bis geeignete
Adsorptionsplatze vorhanden sind, weil die &ulleren Partikelschalen bevorzugt von der starker
bindenden Komponente belegt werden (vgl. Ghose et al., 2005). Durch die anfangliche
Konzentrierung mit anschlieBender Verdrangung der schwacher bindenden Komponente
kommt es zum Auftreten eines Konzentrationtiberschusses im Sauleneffluent. Die Hohe des
Konzentrationsliberschusses ~ nimmt ~ mit  groRerem  Affinitatsunterschied  und
Konzentrationsunterschied zwischen den beiden Komponenten, der Kapazitat der Festphase
und schneller Sorptionskinetik zu (Whitley et al., 1993; Skidmore und Chase, 1990; Lewus
und Carta, 1999). Dementsprechend ist das Aufrollprofil nur bei den schwéacher bindenden
Biokonjugaten CTG-BODIPY und CTG-Cy5 zu beobachten. Die Abwesenheit eines
Konzentrationsliberschusses beim  Atto635 Konjugat unterstitzt das kompetetive
Adsorptionsmodell, weil es aufgrund der starkeren Bindung des Atto635 Konjugat zu keiner
Verdrdngung durch das native Protein kommt. Das Fehlen eines Aufrollprofils bei allen
anderen Versuchen mit BODIPY und Cy5 ist auf die geringere Affinitat der Proteine auf der
Festphase, geringe Kapazitat, langsamere Stofftransportvorgédnge oder Sorptionskinetiken
unter den gewahlten, experimentellen Bedingungen zurtickzufiihren, sodal es nicht zur

Entstehung eines pragnanten Aufrollprofils kommt.
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4.7 Adsorption von nativen Proteinen und Biokonjugaten auf Kationentauscher —

Konfokale Messung auf Einzelpartikelniveau

Die konfokale Laser Raster Mikroskopie ermdglicht die Messung intrapartikulérer
Adsorptionsprofile von Proteinen in chromatographischen Festphasen und gibt einen direkten
Einblick in die Adsorptions- und Stofftransportvorgange wéhrend eines Durchbruchversuchs.
Die hier verwendete konfokale Messtechnik kann die Konzentration von geeigneten
Fluoreszenzfarbstoffen, die an die Proteine konjugiert wurden, ¢rtlich auflésen, aber nicht die
Konzentration des nativen Proteins. Die Addition eines Fluoreszenzfarbstoffes an ein Protein
kann die Eigenschaften des Proteins signifikant verandern (vgl. Kapitel 2.1, 4.5 und 4.6) und
verandert die Art und Weise, wie konfokale Ergebnisse interpretiert werden mussen. Wie in
Kapitel 4.5 und 4.6 gezeigt, weisen alle Biokonjugate unterschiedliche Eigenschaften auf, im
Vergleich untereinander und mit dem nativen Protein. Nachdem die Durchbruchskurven fir
das native Protein und fir die jeweiligen Biokonjugate tber die Absorptionsmessung des
Sauleneffluents analysiert wurden, sollen im Folgenden die entsprechenden intrapartikularen
Profile wéhrend der Adsorption fir jedes verwendete Biokonjugat beschrieben und
miteinander in Beziehung gebracht werden. Der Schwerpunkt liegt auf der Darstellung der
Unterschiede zwischen den verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen und dem EinfluR der
Salzkonzentration auf die beobachteten Muster.

Im Hinblick auf die Modellierung und Simulation der Adsorption (vgl. Kapitel 4.8) werden
die Chromatogramme der Biokonjugate am Partikel und am S&uleneffluent miteinander
verglichen um eine Aussage Uber die Rekonstruierbarkeit des Chromatogramms des nativen
Proteins am Partikel treffen zu kénnen.

Die Eignung von Transportmodellen zur Beschreibung der gefundenen Adsorptionsprofile
unter Bericksichtigung der Einfliisse der Fluoreszenzfarbstoffe werden diskutiert und mit
veroffentlichten Transportmodellen verglichen. Die Limitierungen der CLSM MelRmethode
werden aufgezeigt und Veroffentlichungen, die Daten zur Adsorption von Proteinen aus

CLSM Messungen beinhalten, werden diskutiert.



4 Ergebnisse und Diskussion 155

4.7.1 Vergleich der Bulkchromatogramme der Biokonjugate am Partikel mit

Chromatogrammen des Siuleneffluents

Die  Verwendung einer Mikrosdaule kann zu  verstarktem  Auftreten von
Rickvermischungseffekten und Dispersion der aufgetragenen Proteinlésungen fiihren, die
einen Vergleich zwischen Daten aus dem gepackten Bett, dem Sé&uleneffluent und
herkdmmlichen Saulen erschwert (vgl. Kapitel 4.4). Desweiteren wird fir die Modellierung
intrapartikularer Adsorptionsprofile als Randbedingung die Konzentration des nativen
Proteins am Partikelrand benétigt, die im Gegensatz zum Biokonjugat, nicht direkt gemessen
werden kann, sondern in geeigneter Weise abgeschitzt werden muR. Uber den Vergleich der
Chromatogramme der Biokonjugate am Partikel und des Sauleneffluents wird der Ansatz der
Rekonstruktion des nativen Proteinprofils am Partikel ber die Absorptionsmessung am
Sauleneffluent tberprdft.

Die experimentellen Ergebnisse beziehen sich auf die in Kapitel 4.6 vorgestellten
Durchbruchsversuche, die auf einer Mikroséaule (vgl. Kapitel 3.3) mit 2 mm Lange bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 96 cm/h durchgefuhrt wurden. Die Proteinkonzentration betrug
0.135 mM fir CTG (3.5 g/l) und 0.046 mM (3.5 g/l) fur OVT. Durchbriche mit CTG wurden
bei pH 7.0 und Salzkonzentrationen von 20, 50 und 100 mM aufgenommen, wohingegen
OVT bei pH 6.0 und 10, 20 sowie 50 mM analysiert wurde. Das D/P Verhaltnis war bei allen
Versuchen 0.01 (Ausnahme: OVT bei 20 mM; D/P 0.1), unabhangig vom verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff.

In Abb. 4.7.1 sind die Chromatogramme der jeweiligen CTG Biokonjugate auf SP Sepharose
FF flr die Salzkonzentrationen 20, 50 und 100 mM am Partikel (ber CLSM Messung, vgl.
Kapitel 3.4) und am Séauleneffluent (Messung am Absoptionsmaximum der jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoffe) dargestellt. Die direkte Messung des Verlaufs der Proteinkonzentration
in der Bulkphase am Partikel mittels CLSM unter adsorptiven Bedingungen wurde in dieser
Arbeit zum ersten Mal demonstriert.

Der Verlauf der Durchbruchskurven am Partikel (am sichtbaren Sédulenkopf) und im
Sauleneffluent zeigt fir alle Biokonjugate bei allen Salzkonzentrationen eine gute
Ubereinstimmung. Die Durchbruchskurven besitzen das gleiche Muster, werden aber am
Sauleneffluent mit sinkender Salzkonzentration zu spateren Zeiten verschoben, was durch die
hohere dynamische Kapazitat unter diesen Bedingungen zu erklaren ist (vgl. Kapitel 4.6). Die

Durchbruchskurven weisen ein konstantes Muster auf (engl. constant pattern) bis auf die



4 Ergebnisse und Diskussion 156

friher eluierenden Komponenten von CTG-BODIPY und CTG-Cy5 (sichtbar bei 50 und 100
mM), die in Form eines proportionalen Musters durch die Sdule migrieren.
Es ist keine auffallige Anderung der Durchbruchskurvenform zwischen dem Séulenkopf und

am Ende der S&ule zu erkennen, die auf Rickvermischungseffekte innerhalb der Mikroséule

hindeuten.
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Abbildung 4.7.1. Normierte Chromatogramme fiir die jeweiligen Biokonjugate am Siuleneffluent (=)
und am Partikel (CLSM Messung) von (=) Atto635, (—) BODIPY und (=) CyS. Durchbruch von CTG
auf SP Sepharose FF bei pH 7.0, 96 cm/h und D/P von 0.01. Signal normiert auf Maximalwert wihrend
Durchbruch.

Die Vergleiche der Chromatogramme am S&uleneffluent und am Partikel fir CTG auf SP
Sepharose XL und fir OVT auf beiden Festphasen weisen ein entsprechendes Verhalten auf
wie fur CTG auf SP Sepharose FF und sind im Anhang (Abb. 7.33-7.35) abgebildet.
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4.7.2 Intrapartikulire Profile der Biokonjugate

Die folgenden Abschnitte stellen die Analyse der intrapartikuldaren Profile wéhrend der
Durchbriiche dar, die in Kapitel 4.6 ausfuhrlich dargestellt wurden. Die Messung am Partikel
findet mit Start der Proteinbeladung statt und die Position des analysierten Partikels ist am
sichtbaren S&ulenkopf (vgl. Kapitel 3.4.4 und 3.4.5). Bei der Darstellung der Ergebnisse
werden die gemessenen Signale jedes Biokonjugats auf das maximale Signal wahrend des
Versuches normiert und gegen den normierten Radius aufgetragen. Fir jede Protein-
Festphasen-Salzkonzentration Kombination werden die Profile der drei Biokonjugate in einer
Abbildung dargestellt. Es werden jeweils 25 Graphen dargestellt, die den dynamischen

Bereich der Adsorption abdecken.

4.7.2.1 Intrapartikulire Profile der CTG Biokonjugate auf SP Sepharose FF

In Abb. 4.7.2, 4.7.3 und 4.7.4 sind die intrapartikuléren Profile wahrend der Adsorption von
CTG auf SP Sepharose FF fur jeden verwendeten Fluoreszenzfarbstoff bei 20, 50 bzw. 100
mM dargestellt.

Bei einer Salzkonzentration von 20 mM sind fur jedes Biokonjugat unterschiedliche Profile
zu erkennen: nachdem bis ca. 30 min keine signifikante Proteinkonzentration im Partikel zu
beobachten ist, zeigen der CTG-BODIPY und CTG-Cy5 Datensatz ab diesem Zeitpunkt ein
Profil mit einem hohen Signal am Rand, welches sich als Konzentrationsring tber die Zeit (35
bis 61.5 min) bis in das Partikelzentrum fortsetzt. Wéhrend das Signal am Partikelrand
néherungsweise konstant bleibt, sinkt das Signal im Partikelzentrum wieder ab. Qualitativ
zeigen beide Biokonjugate das selbe Muster, bei dem CTG-Cy5 sowohl friher die
Partikelmitte erreicht als auch einen spitzeren und, im Vergleich zum Signal am Partikelrand,
hoéheren UberschuB8 zeigt als CTG-BODIPY. Im Gegensatz dazu zeigt CTG-Atto635 ein
vollig anderes Muster, bei dem am Partikelrand mehr Protein gemessen wird als in der
Partikelmitte und diese Verteilung Uber die Zeit an Intensitat zunimmt, bei Beibehaltung der
Relationen zueinander. Es ist kein Konzentrationsring zu erkennen, der sich zur Partikelmitte
bewegt.

Bei einer Salzkonzentration von 50 mM stimmen qualitativ die gemessenen Profile mit denen
bei 20 mM (berein. Im Unterschied zu 20 mM ist bei CTG-BODIPY ein potentieller
UberschuB aufgrund einer Detektorsattigung nicht beobachtbar. CTG-Cy5 zeigt einen
Konzentrationsring, der aber weniger scharf ausgepragt ist, wie bei 20 mM. Im Gegensatz zu
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den Daten bei 20 mM startet die Adsorption bei ca. 8 min und der Konzentrationsring erreicht
das Partikelzentrum nach 28 min (CTG-Cy5) anstelle von 56 min bei 20 mM. Fir CTG-
Atto635 ist im Wesentlichen das gleiche Profil wie bei 20 mM zu erkennen.

Bei 100 mM st kein differenziertes Muster flr jeden Fluoreszenzfarbstoff zu erkennen,
sondern die Profile dahneln sich im ortlichen und zeitlichen Verlauf. Eine Adsorption ist schon
nach ca. 4 min sichtbar, das intrapartikuldre Profil ist naherungsweise flach Uber den

gesamten Proteinradius und steigt  gleichmaRig mit  der  Zeit an.
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Abbildung 4.7.2. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (—) BODIPY und (=) Cy5 Biokonjugate von CTG auf SP Sepharose FF bei 20 mM, pH 7.0, 96
cm/h, D/P 0.01. Signal normiert auf Maximalwert wihrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte Signalintensit:it.
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Abbildung 4.7.3. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (—) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von CTG auf SP Sepharose FF bei 50 mM, pH 7.0, 96 cm/h, D/P 0.01. Signal normiert auf
Maximalwert wihrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte
Signalintensitit.
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Abbildung 4.7.4. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (—) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von CTG auf SP Sepharose FF bei 100 mM, pH 7.0, 96 cm/h, D/P 0.01. Signal normiert auf
Maximalwert wihrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte
Signalintensit:it.
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4.7.2.2 Intrapartikulire Profile der CTG Biokonjugate auf SP Sepharose XL

Entsprechend der Darstellungen der intrapartikularen Profile fir CTG auf SP Sepharose FF
werden im Folgenden die intrapartikularen Profile von CTG auf SP Sepharose XL fiir 20 mM
(Abb. 4.7.5), 50 mM (Abb. 4.7.6) und 100 mM (Abb. 4.7.7) fiir jeden Fluoreszenzfarbstoff
dargestellt. Bei 20 mM ist der Start der Adsorption bei ca. 33 min fir CTG-Cy5 und 60 min
bei CTG-BODIPY oder CTG-Atto635 zu erkennen. Die Profile von CTG-BODIPY und
CTG-Cy5 sind vergleichbar, wobei eine frihere Migration von CTG-Cy5 zur Partikelmitte
beobachtet wird. Wie bei SP Sepharose FF, deutet das Profil auf eine Verdrangung der
Biokonjugate zur Partikelmitte hin, allerdings ist kein eindeutiger Konzentrationsring zu
erkennen. Stattdessen wird ein diffuser UberschuB erst nach ca. 65 min fiir CTG-Cy5 oder 75
min bei CTG-BODIPY deutlich, mit einem hoheren Signal in der Partikelmitte, als am
Partikelrand. Auch auf SP Sepharose XL bei 20 mM zeigt CTG-Atto635 ein deutlich
unterschiedliches Profil im Vergleich mit CTG-Cy5 oder CTG-BODIPY, vergleichbar wie
auf SP Sepharose FF, mit einem hoheren Signal am Partikelrand, als in der Partikelmitte, ber
den gesamten Durchbruchsversuch.

Bei 50 mM ist bei allen drei Biokonjugaten statt eines differenzierten, radialen Profils ein
flaches Profil tber den gesamten Partikelradius zu beobachten. Fur alle drei Datensatze
entwickelt sich das Profil zum Ende dahingehend, dal® mehr Protein in der Partikelmitte als
am Partikelrand vorliegt, allerdings startet die Adsorption bei CTG-BODIPY und CTG-Cy5
ab ca. 10 min und spéter fir CTG-Atto635 ab ca. 25 min. Fir CTG-BODIPY und CTG-Cy5
ist ab ca. 25.5 min ansatzweise ein UberschuRprofil zu erkennen.

Wie auch schon bei SP Sepharose FF, existiert bei einer Salzkonzentration von 100 mM kein
differenziertes Adsorptionsmuster, sondern die drei Datensatze zeigen eine hohe ortliche und
zeitliche Kongruenz, mit einem anfanglichen flachen Profil, welches sich zu einem Profil mit

hoherem Signal in der Partikelmitte entwickelt.
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Abbildung 4.7.5. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (—) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von CTG auf SP Sepharose XL bei 20 mM, pH 7.0, 96 cm/h, D/P 0.01. Signal normiert auf

Maximalwert wihrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte
Signalintensitiit.
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Abbildung 4.7.6. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (—) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von CTG auf SP Sepharose XL bei 50 mM, pH 7.0, 96 cm/h, D/P 0.01. Signal normiert auf
Maximalwert wihrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte
Signalintensitiit.
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Abbildung 4.7.7. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (—) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von CTG auf SP Sepharose XL bei 100 mM, pH 7.0, 96 cm/h, D/P 0.01. Signal normiert auf
Maximalwert wihrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte
Signalintensitit.

4.7.2.3 Intrapartikulire Profile der OVT Biokonjugate auf SP Sepharose FF

Die intrapartikuldren Profile der OVT-Biokonjugate auf SP Sepharose FF werden fir 10 mM
(Abb. 4.7.8), 20 mM (Abb. 4.7.9) und 50 mM (Abb. 4.7.10) dargestelt.

Der Start der Adsorption bei 10 mM ist nahezu sofort bei allen Biokonjugaten zu erkennen.
Die verschiedenen Biokonjugate zeigen anfénglich eine stérkere Beladung des Partikelrandes.
Nach ca. 33 min kommt es zu einer Differenzierung der drei Profile: bei OVT-Atto635 ist
immer eine hohere Proteinkonzentration am Partikelrand zu erkennen. Fir OVT-BODIPY
und OVT-Cy5 ist ein diffuses UberschuBprofil ohne deutlichen Konzentrationsring zu
erkennen, welches zeitlich und ortlich flr beide Biokonjugate sehr gut Gbereinstimmt.

Bei 20 mM st fur OVT-Atto635 erst nach ca. 60 min ein starkerer Anstieg der
Randkonzentration gegentber der Konzentration in der Partikelmitte zu verzeichnen. Bis
dahin steigt die Proteinkonzentration relativ gleichméRig Gber den gesamten Radius an. Fir
OVT-BODIPY und OVT-Cy5 ist ein diffuses UberschuRprofil zu erkennen. Allerdings
kommt es fir OVT-BODIPY zu einem diffuseren und fir OVT-Cy5 zu einem kaum

beobachtbaren UberschuB im Vergleich zur Situation bei 10 mM. Entgegen der Erwartung
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zeigt OVT-Cy5 nach ca. 48 min konstant einen Abfall der Proteinkonzentration in der
Partikelmitte und ein Anstieg am Partikelrand, was evtl. durch das héhere D/P Verhaltnis von
0.1 bei diesem Versuch zu erklaren ist, bei dem es zu inneren Filtereffekten beim UberschuR
von OVT-Cy5 kommen konnte.

Fur 50 mM zeigen alle Biokonjugate im Wesentlichen das gleiche Muster mit einem
gleichférmigen Anstieg der Proteinkonzentration ber den gesamten Partikelradius Uber die
Zeit, wobei bei allen drei Datensatzen am Partikelrand eine niedrigere Proteinkonzentration

gemessen wird, als im Partikelzentrum.
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Abbildung 4.7.8. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (—) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von OVT auf SP Sepharose FF bei 10 mM, pH 6.0, 96 cm/h, D/P 0.01. Signal normiert auf
Maximalwert wihrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte
Signalintensitit.
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Abbildung 4.7.9. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (—) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von OVT auf SP Sepharose FF bei 20 mM, pH 6.0, 96 cm/h, D/P 0.1. Signal normiert auf

Maximalwert wihrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse:
Signalintensitiit.
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Abbildung 4.7.10. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (=) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von OVT auf SP Sepharose FF bei 50 mM, pH 6.0, 96 cm/h, D/P 0.01. Signal normiert auf
Maximalwert wahrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte
Signalintensitit.
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4.7.2.4 Intrapartikulire Profile der OVT Biokonjugate auf SP Sepharose XL

Die intrapartikuléren Profile fur OVT auf SP Sepharose XL fir 10, 20 und 50 mM sind in
Abb. 4.7.11, Abb. 4.7.12 und Abb. 4.7.13 dargestellt.

Bei 10 mM ist bei allen Biokonjugaten eine initiale Bindung am Partikelrand zu erkennen.
Nach ca. 13 min kdnnen zwei unterschiedliche Muster beobachtet werden: fur OVT-Att0635
steigt das Signal auch im Partikelzentrum an, bei gleichzeitigem Anstieg der Randregionen.
Bei OVT-BODIPY, als auch bei OVT-Cys5, ist ein UberschuBprofil zu sehen, welches fiir
beide Biokonjugate zeitlich und 6rtlich naherungsweise gleich verlauft. Im Vergleich mit den
Profilen auf SP Sepharose FF ist der Uberschuf weniger stark ausgepragt.

Bei 20 und 50 mM verlaufen die Profile naherungsweise flach Uber den gesamten
Partikelradius fur jedes Biokonjugat, wobei der Start der Adsorption bei 50 mM nahezu sofort
mit Start der Messung der intrapartikuldren Profile zu beobachten ist.
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Abbildung 4.7.11. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (=) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von OVT auf SP Sepharose XL bei 10 mM, pH 6.0, 96 cm/h, D/P 0.01. Signal normiert auf
Maximalwert wihrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte
Signalintensitit.
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Abbildung 4.7.12. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (=) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von OVT auf SP Sepharose XL bei 20 mM, pH 6.0, 96 cm/h, D/P 0.1. Signal normiert auf
Maximalwert wihrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte
Signalintensitiit.
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Abbildung 4.7.13. Normierte intrapartikulire Profile fiir (=) Atto635, (=) BODIPY und (=) Cy5
Biokonjugate von OVT auf SP Sepharose XL bei 50 mM, pH 6.0, 96 cm/h, D/P 0.01. Signal normiert auf
Maximalwert wahrend des Durchbruchs. x-Achse: normierter Radius. y-Achse: normierte
Signalintensitit.
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4.7.3 Diskussion

Die Messung intrapartikuldrer Proteinkonzentrationsprofile in einem gepackten Bett mittels
CLSM wurde in der Literatur in wenigen Studien demonstriert, auf deren Methodik die
vorliegende Studie aufbaut (Hubbuch et al., 2002; Hubbuch et al., 2003). Bis auf die Arbeiten
von Teske et al. (2005) und Teske et al. (2006) wird identisches Transport- und
Adsorptionsverhalten der Biokonjugate im Vergleich mit den jeweiligen nativen Proteinen
angenommen. In keiner Arbeit werden CTG oder OVT als Protein verwendet, sodaR ein
direkter Vergleich der Ergebnisse nicht mdglich ist. Klassische Untersuchungen mit
gepackten Betten und Detektion Uber die Absorption des Séduleneffluents wurden ebenfalls
nicht mit CTG oder OVT auf SP Sepharose FF oder XL bei den gewahlten, experimentellen
Bedingungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse kénnen daher nur bedingt mit Arbeiten zu
ahnlichen Festphasen, Proteinen oder Salzkonzentrationen verglichen werden.

Vergleich der Bulkchromatogramme am Partikel mit Chromatogrammen des
Sauleneffluents fur die Biokonjugate

Der Vergleich der Bulkchromatogramme, die mittels CLSM am Partikel gemessen wurden,
und der Chromatogramme des Sauleneffluents zeigt im Wesentlichen, daR das Biokonjugat in
Form eines konstanten bzw. proportionalen Musters (Hall et al., 1966) durch die Saule
migriert. Fir jedes Experiment zeigt sich ein nahezu identisches Chromatogramm sowohl am
Partikel, als auch im S&uleneffluent, welches, beeinflusst durch die Sdulenkapazitéat, zu
spateren Elutionszeiten verschoben ist. Zusammen mit dem Vergleich der Durchbruchskurven
des nativen Proteins auf der Mikrosaule und auf konventionellen Séaulen (vgl. Kapitel 4.5 und
4.6) unterstreichen die dargestellten Ergebnisse die Annahme, dal3 die Messungen mit der
Mikrosdule unter adsorptiven Bedingungen reprasentativ fur chromatographische Trennungen
auf industriell verwendeten Festphasen sind. Die Daten des Sduleneffluents konnen fur die
Signalrekonstruktion des nativen Bulkchromatogramms am Partikel verwendet werden.

Die quantitativen Diskrepanzen zwischen dem Chromatogramm am Partikel und im
Sauleneffluent fir CTG-Atto635 sind durch das Normierungsverfahren zu erkldren: das
Signal am Sdulenende fiir CTG-Atto635 entspricht noch nicht einem Gleichgewichtszustand.
Weil das Chromatogramm des Sduleneffluents verzdgert dem Bulkchromatogramm am
Partikel entspricht, ist das maximale Signal am Partikel, auf das normiert wird, hoher, im

Vergleich zum beobachteten ersten Anstieg, als das Signal am Sdulenende. Deswegen
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erscheint das Signal des ersten Durchbruchs, direkt nach Start der Proteinauftragung, am
Saulenausgang hoher als am Partikel. Da der erste Durchbruch auf eine nicht-bindende
Komponente zurlickzufiihren ist (vgl. Kapitel 4.5 und 4.6), ist keine nenneswerte
Verzogerung zwischen dem Bulkchromatogramm am Partikel und dem Signal am S&ulenende

Zu verzeichnen.

Intrapartikulare Profile der CTG Biokonjugate auf SP Sepharose FF

Die intrapartikuldren Adsorptionsprofile der jeweiligen Biokonjugate weisen ein
unterschiedliches Muster auf, welches mit sinkender Salzkonzentration stérker differenziert
ist. Dabei zeigen CTG-BODIPY und CTG-Cy5 naherungsweise ein vergleichbares
Adsorptionsmuster, wohingegen CTG-Atto635 ein deutlich unterschiedliches besitzt. Die
Adsorptionsprofile von CTG-BODIPY und CTG-Cy5 bei 20 und 50 mM weisen ein
UberschuRprofil auf, welches, bei Annahme eines Einzelkomponentensystems nicht Gber ein
sphérisches Diffusionsmodell (vgl. Kapitel 2.5 und 2.7.4) erklart werden konnte, weil
wéhrend der Adsorption im Partikelinneren eine hohere Konzentration, als in den aufleren
Bereichen vorliegt. Entsprechend den Ergebnissen aus Kapitel 4.5 und 4.6 passt dieses
Adsorptionsverhalten zu einem Verdrdngungsmodell, bei dem die schwécher bindenden
BODIPY und Cy5 Konjugate vom nativen CTG zum Partikelzentrum verdrangt werden.
Dieser Effekt ist umso pragnanter ausgeprégt, je hoher die Bindungsstarken der Biokonjugate
sind. D.h. je niedriger die Salzkonzentration, desto ausgepragter sind Konzentrationsringe und
UberschuBprofile. Dabei mufR auch beachtet werden, daB sich das Adsorptionsmuster des
nativen Proteins, welches nicht meRbar ist, sich mit der Salzkonzentration &ndert und das
Verhalten des nativen Proteins das Adsorptionsmuster der Biokonjugate beeinfluBt. Die
Abwesenheit eines deutlichen UberschuBprofils bei 100 mM lasst sich iiber die geringere
Bindungsstarke sowohl des Biokonjugates, als auch des nativen Proteins erklaren. Die geringe
Bindungsstarke lasst sich auch an dem flachen Profil erkennen, welches nahezu von Beginn
an zu beobachten ist. Im Gegensatz zu den teilweise beobachteten ,shrinking core*
Adsorptionsprofilen mit einer steilen Adsorptionsfront (Linden, 2001), die gleichbedeutend
mit einer naherungsweise rechteckigen Adsorptionsisotherme sind, ist die Bindungsaffinitat
von CTG zu SP Sepharose FF auch bei der niedrigsten Salzkonzentration so niedrig, daf} es

nicht zur Ausbildung eines ,,shrinking core* Profils kommt.
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Die Abwesenheit eines UberschuRprofils bei CTG-Atto635 unterstreicht die Annahme, daR
Atto635 Biokonjugate starker als das respektive native Protein binden und nicht verdrangt

werden.

Intrapartikulare Profile der CTG Biokonjugate auf SP Sepharose XL

Qualitativ stimmen die intrapartikuldren Profile der CTG Biokonjugate auf SP Sepharose XL
mit denen auf SP Sepharose FF Uberein. Auch hier sind fur CTG-BODIPY und —Cy5 bei 20
und 50 mM die Effekte der Verdrdngung zu erkennen und CTG-Atto635 zeigt kein Profil,
welches auf Verdrangungseffekte hindeutet. Die Adsorptionsprofile bei 20 mM fir CTG-
BODIPY und CTG-Cy5 zeigen keine deutlichen Konzentrationsringe auf und ahneln eher der
Situation von CTG bei 50 mM auf SP Sepharose FF. Dies kann einerseits durch die geringere
Bindungsaffinitdt von CTG auf SP Sepharose XL im Vergleich mit SP Sepharose FF
hervorgerufen werden. Andererseits besteht die Mdglichkeit, daf? durch die Anwesenheit der
Dextranketten der intrapartikuldre Transport verlangsamt wird und dementsprechend die
Profile weniger scharf sind.

Allgemein  bestent auch  die  Mdoglichkeit, dall  verdnderte  Ad- und
Desorptionsgeschwindigkeiten sowohl des Biokonjugates als auch des nativen Proteins die
intrapartikuldren Profile beeinflussen. Allerdings ist es aufgrund des komplexen
Zusammenspiels  der  Adsorptionsisothermen, intrapartikularen  Diffusion  und
Sorptionsgeschwindigkeiten schwierig, den entscheidenden Faktor fur die beobachteten
Unterschiede zwischen den Festphasen aus den gemessenen Adsorptionsprofilen zu ermitteln.

Intrapartikulare Profile der OVT Biokonjugate auf SP Sepharose FF

Auch flir die OVT-Biokonjugate auf SP Sepharose FF sind qualitativ vergleichbare
Adsorptionsmuster fiir die jeweiligen Biokonjugate zu erkennen: OVT-BODIPY und OVT-
Cy5 zeigen Profile, die auf Verdrangungsprozesse der Biokonjugate durch das native Protein
hindeuten, bei niedriger Salzkonzentration. OVT-Atto635 verhdlt sich wie eine nicht
verdréngte Species.

Bei 10 mM zeigt sich der Verdrangungseffekt fur OVT-BODIPY und OVT-Cy5 erst nach
einer Adsorptionsphase von ca. 38 min. Ein verzogertes Auftreten einer sichtbaren
Kompetition zwischen Biokonjugat und nativem Protein ist auch bei CTG auf SP Sepharose
XL (20 mM) zu erkennen und konnte durch die geringere Bindungsaffinitat aller
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Komponenten hervorgerufen werden, die erst im Laufe des Durchbruches mit zunehmender
Beladung zu einer sichtbaren Verdrangung fihrt.

Das ungewdhnliche Verhalten von OVT-Cy5 bei 20 mM kénnte durch das 10-fach héhere
D/P Verhaltnis bei den Versuchen mit OVT bei 20 mM erklart werden: der UberschuR von
OVT-Cy5 auf SP Sepharose FF konnte eine so hohe Cy5 Konzentration erzeugen, die zu
einem inneren  Filtereffekt  fihrt, bei dem das Signal mit steigender

Fluoreszenzfarbstoffkonzentration zuerst konstant bleibt und spéter sogar sinkt.

Intrapartikulare Profile der OVT Biokonjugate auf SP Sepharose XL

Die intrapartikularen Profile der OVT Biokonjugate auf SP Sepharose XL weisen nur bei 10
mM Anzeichen einer Verdrangung der BODIPY und Cy5 Konjugate zum Partikelzentrum
auf, wohingegen bei 20 und 50 mM die Profile nahezu flach tber den gesamten Partikelradius
sind. Aufgrund der geringen Kapazitat von OVT unter diesen Bedingungen sind diese Profile
zu erwarten, weil weder das native OVT noch die Bionkonjugate eine ausreichende
Bindungsaffinitat besitzen, als das es zur Ausbildung von Konzentrationsringen oder eines
ausgepragten UberschuRprofils kime. Die Situation fir OVT auf SP Sepharose XL ahnelt der
Situation bei 100 mM fur CTG, weil auch dort die Bindungsaffinitat niedrig ist und kein

differenziertes Profil flr jedes Biokonjugat zu beobachten ist.

Konfokale Messung von Adsorptionsvorgangen von Proteinen auf Einzelpartikelniveau

Die Untersuchungen von CTG und OVT auf SP Sepharose FF und XL zeigen teilweise
Effekte, die durch Verdrangungsprozesse der Biokonjugate durch das native Protein
hervorgerufen werden. Im Folgenden werden die diskutierten Ergebnisse mit Daten aus
Veroffentlichungen in Beziehung gesetzt, Grunde fiir das Auftreten dieses Effektes gegeben
und die Konsequenzen fir die Messung und Modellierung von Adsorptionsprofilen auf
Einzelpartikelniveau mittels CSLM genannt.

Publikationen zum Thema Proteintransport und -adsorption, die CLSM fir
Transportuntersuchungen verwenden, gehen von der Annahme aus, dal? sich das Biokonjugat
nicht oder nur unwesentlich vom nativen Protein unterscheidet (Dziennik et al., 2003;
Hubbuch et al., 2002; Linden et al., 2002; Hubbuch et al., 2003; Hubbuch et al., 2003). Fir
die konfokalen Untersuchungen hat dies zur Folge, dalR die gemessenen Signale als
reprasentativ fur das native Protein angesehen werden. Typischerweise werden konfokale
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Adsorptionsversuche mit einem D/P von 0.01 durchgefuhrt, um innere Filtereffekte und
Quenching zu vermeiden. D.h. nur jedes 100ste Protein ist ein Biokonjugat und das native
Protein liegt im UberschuR vor.

In Kapitel 4.5 wurde gezeigt, daB sich das adsorptive Verhalten der Biokonjugate von dem
der nativen Proteine unterscheidet und teilweise (CTG-Cy5) unterschiedlich substituierte
Biokonjugate vorliegen.

Die Durchbruchsversuche aus Kapitel 4.6 mit den unterschiedlichen Biokonjugaten bestétigen
die Annahme eines unterschiedlichen Verhaltens der Biokonjugate gegenliber dem nativen
Protein, indem Verdrangungseffekte durch kompetetive Adsorption der beiden Proteinspecies
gezeigt wurden. Generell zeigen Atto635 Konjugate eine starkere Bindung als das native
Protein, wohingegen BODIPY und Cy5 Konjugate schwécher als das native Protein binden.
Dabei zeigen die Cy5 Konjugate eine nochmals schwéchere Bindung im Vergleich zu den
BODIPY Konjugaten. Die Mdglichkeit einer Verdrangung von Proteinkomponenten unter
kompetetiven Bedingungen ist unter den gewdhlten experimentellen Bedingungen
wahrscheinlich und wurde in der Literatur dokumentiert, sodal? auch die konfokalen Daten
von diesen Implikationen betroffen sein kdnnen (Teske et al., 2005; Gallant, 2003).

In einer Reihe von Publikationen wurden mittels CLSM ungewdhnliche Adsorptionsmuster
fur Proteine auf unterschiedlichen lonentauschermaterialien gemessen, die sich nicht mit
herkdmmlichen Modellen (vgl. Kapitel 2.7) beschreiben lassen (Dziennik et al., 2003;
Hubbuch et al., 2002; Linden et al., 2002; Hubbuch et al., 2003; Hubbuch et al., 2003). Das
als Uberschuf bezeichnete Phanomen wurde als beschleunigte Proteinaufnahme identifiziert
(Dziennik et al., 2003; Hubbuch et al., 2002; Hubbuch et al., 2003). Fir die Beschreibung der
beobachteten Stofftransportvorgange wurde ein Transportmodell vorgestellt, welches den
radialen Gradienten der adsorbierten Proteinkonzentration mit dem radialen Gradienten des
elektrostatischen Potentials verknipft und Uber die Nernst-Planck Diffusionsgleichung eine
zusétzliche Triebkraft fur den Stofftransport bereitstellt (Dziennik et al., 2003). Anderungen
im elektrostatischen Potential werden durch die Adsorption der geladenen Proteine an die
Oberflache der lonentauscher hervorgerufen. Der Ansatz kann, mit physikalisch sinnvollen
Parametern, qualitativ einen UberschuR in der Proteinkonzentration im Porenraum des
Partikels erzeugen, ohne die gemessenen Daten zu beschreiben.

In einem anderen Ansatz wurde der oben genannte Ansatz um die diskrete Modellierung der
Protein- und Salzionenstofftransportvorgdnge und der detaillierten Beschreibung der
elektrischen Doppelschicht mit lokalen Gradienten im elektrostatischen Potential erweitert
(Liapis et al., 2005; Liapis und Grimes, 2005). Auch dieser Ansatz ist nur qualitativ im
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Stande, einen UberschuB im Partikel zu modellieren, der zudem mit physikalisch
unrealistischen Parametern fir die Isothermen gerechnet wurde und Inkonsistenzen in der
Modellformulierung der Elektroneutralitit und elektrischen Kopplung der Stofffluxe
beinhaltet (Dziennik et al., 2003).

In Validierungsstudien wurde die Abwesenheit von Kontaminanten in der Proteinldsung, die
den UberschuR erzeugen konnten, dokumentiert (Dziennik et al., 2003), sowie die Gleichheit
zwischen nativem Protein und Biokonjugat in Gelfiltrationsexperimenten und unter
adsorptiven Bedingungen aufgezeigt (Linden et al., 2002; Linden, 2001). Die Mdéglichkeit
eines identischen Stofftransportverhaltens unter nicht-bindenden Bedingungen wurde in
Kapitel 4.1 demonstriert. Allerdings kann daraus keine Gleichheit unter adsorptiven
Bedingungen abgeleitet werden (vgl. Kapitel 4.5). Die Chromatogramme unter adsorptiven
Bedingungen wurden bei 220 nm untersucht und nicht zusatzlich beim Absorptionsmaximum
des verwendeten Farbstoffs (Linden, 2001). Da das Biokonjugat nur einen geringen Anteil der
gesamten Proteinmenge ausmacht, wiirde eine Anderung der Retentionszeiten nur in
Ausnahmeféllen bei 220 nm detektiert werden kdnnen.

Ergebnisse von Teske et al. (2005), Teske et al. (2006) und den Elutions- und
Durchbruchsstudien aus Kapitel 4.5 und 4.6 legen den Schluf? nahe, daf} die beobachteten
Uberschussphanomene in den genannten Studien, und fiir die BODIPY und Cy5 Biokonjugate
von CTG und OVT bei niedriger Salzkonzentration, durch Verdrangungsprozesse der
Biokonjugate durch das native Protein bewirkt werden.

Die gemessenen intrapartikularen Profile sind in qualitativer Ubereinstimmung mit Arbeiten
von Teske et al. (2005) und konnen (ber ein kompetetives Multikomponenten
Adsorptionsmodell verstanden werden (Gallant, 2003; Lewus und Carta, 1999; Carta et al.,
2005). Das mit dem CLSM gemessene Signal korrelliert mit dem Verhalten des Biokonjugats.
Das native Protein ist 100-fach im UberschuB gegeniiber den Biokonjugaten und adsorbiert
unter nichtlinearen Bedingungen auf der Festphase wéhrend des Durchbruchsversuch.
Konzentrationsringe und UberschuRprofile, wie sie in Abb. 4.7.2 zu sehen sind oder in
Publikationen beschrieben werden (Dziennik et al., 2003; Hubbuch et al., 2002; Hubbuch et
al., 2003) wurden u.a. in einem Partikelmodell, welches das SMA Modell zur Beschreibung
der kompetetiven Adsorption zweier Proteine verwendet, gefunden (Gallant, 2003; Teske et
al., 2006). Teske et al. (2005) demonstrierte, da LYS-BODIPY und LYS-Cy5 Konjugate
durch natives LYS nach einem Durchbruchversuch verdrangt werden kdnnen, wohingegen
LYS-Atto635 nicht verdrangt wird, was fir das Nettoladungskonzept spricht (vgl. Kapitel
4.5).
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Zusammenfassend spricht gegen die vorgeschlagenen erweiterten Stofftransportmodelle auf
Basis von elektrokinetischen Stofftransportvorgdngen der mellbare Unterschied im
Retentionsverhalten der Biokonjugate im Vergleich zum nativen Protein, die naherungsweise
Uber das Nettoladungskonzept erkléart werden kdnnen, sowie die unterschiedlichen Ergebnisse
bei den Durchbruchsuntersuchungen in Abhdangigkeit vom verwendeten Farbstoff. Die
Abwesenheit eines Uberschusses bei Verwendung des positiv geladenen Atto635 Farbstoffes
ist ein eindeutiger Hinweis auf das Verdrangungskonzept zur Beschreibung der auftretenden
Stofftransportphdnomene.

Die Abwesenheit von Konzentrationringen bei hoheren Salzkonzentrationen, wie sie in Abb.
4.6.7 - 4.6.9 aufgezeigt werden, kann durch fehlende Kompetition bei schwacher
Bindungsstarke erklart werden. U.U. ist auch bei hohen Salzkonzentrationen ein
Konzentrationsring zu beobachten, der aber aufgrund der niedrigen Kapazitat der Festphase
so schnell ablauft, dal? er von den CLSM Messungen nicht erfasst wird.

Die Abwesenheit eines Uberschusses bei z.B. BSA auf SP Sepharose FF (Linden, 2001) bei
einem pH-Wert von 4.5 kénnte durch Denaturierung des BSA Molekils nach Bindung an den
lonentauscher erklart werden (Tanford, 1961). Die Bindung sowohl des nativen Proteins als
auch des Biokonjugates wére demnach vollstandig irreversibel, sodall keine Verdrdngung
stattfindet.

Die Abwesenheit eines Uberschusses bei Untersuchungen auf Protein A Medien (Ljunglof
und Hjorth, 1996) ist zu erwarten, wenn die Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes nicht im
Bereich der Bindestellen eines Antikorpers mit Protein A erfolgt und der verwendete
Fluoreszenzfarbstoff keine nicht-spezifischen Interaktionen mit der Festphase oder Protein A
ausbildet. D.h. die Signale der Stofftransportmessungen in der Chromatographie mittels
CLSM kénnen u.U. direkt mit dem nativen Protein gleichgesetzt werden, wenn die
Bindungsaffinitdt zum chromatographischen Medium nicht durch die Anwesenheit des
Fluoreszenzfarbstoffes gestort wird. Weiterhin ist zu erwarten, dass unter sehr affinen
Bindungsbedingungen wie z.B. in der Affinitdtschromatographie die Bindung zu stark ist, um
sichtbare Verdrangung zu erzeugen.

Die weitere Analyse und Modellierung von konfokalen Daten unter adsorptiven Bedingungen
bei lonentauschern mit fluoreszenzmarkierten Proteinen muf} daher unter folgenden

Gesichtspunkten stattfinden:

e das gemessene Signal entspricht nicht dem Stofftransportverhalten des nativen

Proteins
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e das gemessene Signal représentiert das Adsorptionsverhalten des Biokonjugates,
welches durch die 100 mal grélRere Konzentration des nativen Proteins beeinfluf3t wird
e das Biokonjugat kann unterschiedlich stark substituierte oder an unterschiedlichen
Stellen substituierte Varianten, sowie fluoreszenzmarkierte Kontaminaten enthalten,

sodaR das resultierende Signal eine Uberlagerung dieser Komponenten ist

Es ist zu erwarten, dal} sich die gemessenen Adsorptionsprofile der Biokonjugate in deutlicher
Weise von den Profilen des jeweiligen nativen Proteins unterscheiden, speziell bei starkerer
Adsorption (niedrige Salzkonzentration), sodall die Ermittlung des Adsorptionsprofils des
nativen Proteins nur Gber ein modell-gestutztes Verfahren zu erreichen ist und nicht direkt aus
den experimentellen Daten abgeleitet werden kann.

Ein GRM, welches die kompetetive Adsorption von Proteinen beschreiben kann (vgl. Kapitel
2.7), erscheint geeignet, um die beobachteten intrapartikuldren Profile zu modellieren. Eine
Erweiterung der Stofftransporttriebkrafte um eine elektrokinetische Komponente ist aufgrund

der oben genannten Argumente nicht sinnvoll.
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4.8 Adsorption von nativen Proteinen und Biokonjugaten auf Kationentauscher —

Modellierung und Simulation

Nachdem die intrapartikuldren Profile im vorangegangen Kapitel beschrieben und die
Durchbruchskurven tber die Absorption des Sauleneffluents charakterisiert wurden (Kapitel
4.6), wird im Folgenden das in Kapitel 2.7.5 vorgestellte GRM mit den in Kapitel 4.3 und 4.5
ermittelten Parameter verwendet, um die intrapartikuldren Profile eines ausgewahlten
Datensatzes (CTG auf SP Sepharose FF) zu simulieren. Fur die Simulation der
intrapartikuldaren Adsorptionsprofile wird ein 2-Komponentensystem, bestehend aus dem
nativen Protein und dem jeweiligen Biokonjugat, angenommen.

Die Simulation verwendet die Approximation des Bulkchromatogramms des nativen Proteins,
welches abgeleitet wird aus dem Chromatogramm am S&uleneffluent.

Die Simulationen der intrapartikularen Adsorptionsprofile sollen untersuchen, ob das SMA-
basierte GRM in der Lage ist, die experimentellen Daten zu beschreiben. Speziell das
Auftreten und die Form von Konzentrationsringen und UberschuBprofilen wird Gberpriift. Die
experimentell nicht zuganglichen Profile des nativen Proteins werden simuliert und kénnen
auf ihre Plausibilitat Gberpruft werden.

Die gefunden Ubereinstimmungen und Unterschiede der Simulationsergebnisse werden
diskutiert und mit veroffentlichten Daten in Beziehung gesetzt. SchlieBlich sollen die
Limitierungen des gewahlten Ansatzes gezeigt und Ansatze fur eine Verbesserung der

Modellierung und Simulation der intrapartikuldren Profile aufgezeigt werden.

4.8.1 Ubersicht der Simulationsparameter

Die SMA Parameter werden den Ergebnissen aus Kapitel 4.5 entnommen und fir den
intrapartikularen Diffusionskoeffizienten werden die Daten aus Kapitel 4.3 von Sepharose 6
FF verwendet. Dementsprechend ist Dj, fur CTG 5.51-10"*" m2/s. Fiir den intrapartikuldren
Diffusionskoeffizienten der Natriumionen wird 1.6-10° m2/s angenommen (Teske et al.,
2006).

Die intrapartikuldaren Adsorptionsprofile und der Verlauf der Bulkkonzentration der
Biokonjugate werden aus den experimentellen Daten der CLSM Messungen entnommen (vgl.
Kapitel 4.7). Der Verlauf der Bulkkonzentration des nativen Proteins kann nicht mittels
CLSM gemessen werden (vgl. Kapitel 4.6 und 4.7) und muB approximiert werden (s.u.).
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Die Konzentration der Natriumionen entspricht der eingesetzen Pufferkonzentration des
jeweiligen Versuchs. Als Startbedingung wird angenommen, dal} die Partikel equilibriert sind
und kein Protein im Partikel oder Bulk vorliegt.

Die Festphasenparameter wurden auf gepackten Sdulen fur die SMA Parametergenerierung
gemessen (Kapitel 4.5) und fir SP Sepharose FF wird fir A 551 mM und fir g, 0.679

verwendet.

4.8.2 Modellierung der Bulkchromatogramme am Partikel fiir das native Protein

Fur die Modellierung der intrapartikuléren Profile wéhrend des Durchbruchs wird der Verlauf
der Bulkkonzentration des nativen Proteins bendtigt, welches nicht direkt experimentell
bestimmt werden kann (vgl. Kapitel 2.7.5 und 4.7). Wie in Kapitel 4.7 fur das Biokonjugat
gezeigt wurde, migrieren die Proteine in Form eines konstanten Musters durch das gepackte
Bett. Somit kann der Verlauf des nativen Proteins am Partikel aus dem Verlauf des
Chromatogramms des Sé&uleneffluents abgeleitet werden. Fir die Modellierung der
Durchbriiche mit den jeweiligen Biokonjugaten wird immer dasselbe Bulkchromatogramm
des nativen Proteins verwendet, weil sich das Durchbruchsverhalten des nativen Proteins
nicht durch die Anwesenheit des Biokonjugates andert (vgl. Kapitel 4.6).

Um das Bulkchromatogramm des nativen Proteins in geeigneter Form fur die Simulation der
intrapartikuldaren Profile zur Verfugung zu stellen, wird das Chromatogramm mit einer
Funktion beschrieben, die vier Parameter beinhaltet, um die Durchbruchskurven zu
beschreiben (vgl. Kapitel 3.5.3). Die vier Parameter wurden manuell durch den Vergleich mit
dem Chromatogramm des nativen Proteins am Sé&uleneffluent bestimmt.

In Abb. 4.8.1 sind die simulierten Bulkchromatogramme des nativen Proteins zusammen mit
den Chromatogrammen des S&uleneffluents dargestellt. Der Verlauf der Chromatogramme

des nativen Proteins kann mit der Funktion gut nachverfolgt werden.

20 mM 50 mM 100 mM

Abbildung 4.8.1. (=) Gemessene Durchbruchskurven des nativen Proteins im Siuleneffluent und (=)
simulierte Durchbruchskurven am Partikel fiir CTG auf SP Sepharose FF. (=) Waschphase die nicht fiir
die Modellierung verwendet wird. Normierung auf maximales Signal wiahrend Durchbruch.
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Die Verschiebung der Durchbruchskurve zu friiheren Zeiten fur Datensatze mit deutlicher
Adsorption (20 und 50 mM) ist die Hauptunsicherheit in der Bestimmung des
Bulkchromatogramms des nativen Proteins und wird Uber den zeitlichen Abstand des
Anstieges des Durchbruches der Biokonjugate am Partikel und im S&auleneffluent abgeschétzt.
Durchbruchskurven, die einen initialen VVordurchbruch zeigen (20 und 50 mM), kénnen mit
der zur Verfugung stehenden Funktion nicht vollstdndig nachgebildet werden kann. Dieser
Vordurchbruch ist einer nicht-adsorbierenden Species zuzurechnen (vgl. Kapitel 4.5).

Tabelle 4.8.1 fihrt die verwendeten Formfaktoren FF(n) der Bulkchromatogramme des
nativen CTG auf SP Sepharose FF bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen auf.

Tabelle 4.8.1. Formfaktoren fiir die Beschreibung der Bulkchromatogramme am Partikel des nativen
CTG auf SP Sepharose FF.

NaCl [mM] FF(1) FF(2) FF(3) FF(4)
20 2200 200 500 0
50 1500 120 500 0
100 1000 200 300 0

4.8.3 Modellierung und Simulation der intrapartikuliren Profile

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Modellierung der intrapartikularen Profile mit den
experimentellen Daten verglichen. Insbesondere soll die Ubereinstimmung der Profile in
zeitlicher und raumlicher Dimension, das Nachbilden von UberschuRprofilen und die
Plausibilitat der simulierten Profile der nativen Komponente Uberprift werden.

Bei allen Datensédtzen werden die experimentellen Daten in rot, die simulierten Daten der
Biokonjugate in blau und der nativen Komponenten in grin dargestellt, unabhéngig vom
jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff. Es wurden nur die Sorptionsgeschwindigkeiten des nativen
Proteins und des Biokonjugates angepasst, wohingegen alle anderen bendtigten Parameter aus

unabhéngigen Messungen oder Veréffentlichungen stammen (s.0.).

4.8.3.1 Simulation der Adsorption von CTG auf SP Sepharose FF bei 20 mM

In Abb. 4.8.2, 4.8.3 und 4.8.4 werden die Ergebnisse der Modellierung fir CTG bei 20 mM
auf SP Sepharose FF fur das Atto635, BODIPY bzw. Cy5 Biokonjugat dargestellt.

Die Anpassung fiir CTG-Atto635 bei 20 mM auf SP Sepharose FF ist gut. Der zeitliche Start
der Adsorption und der Verlauf am Partikelrand und im Partikelzentrum wird sehr gut
wiedergegeben. VVon ca. 42 min bis 86 min wird die Proteinkonzentration am Partikelrand
unterschatzt, wohingegen ab ca. 88 min die Proteinkonzentration speziell am Partikelrand

Uberschétzt wird.
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Die experimentellen Daten fur CTG-BODIPY bei 20 mM auf SP Sepharose FF werden nicht
zufriedenstellend simuliert. Das UberschuRprofil ab ca. 40 min mit den Konzentrationsringen,
die zum Partikelzentrum wandern, werden nicht erfasst. Stattdessen ist nach 41 min ein
Verdrangungsprofil zu erkennen, welches keine Konzentrationsringe entwickelt und der
Unterschied zwischen der Konzentration am Partikelrand und im Zentrum ist gering.
Nachdem der UberschuR nach ca. 80 min das Zentrum erreicht hat und die Konzentration im
Partikel wieder abnimmt, nahert sich die Form des simulierten und experimentellen Profils an
und ab ca. 95 min ist eine sehr gute Ubereinstimmung zu sehen.

Die Situation fur CTG-Cy5 ist vergleichbar mit den Ergebnissen fir CTG-BODIPY. Auch
hier werden die Konzentrationsringe vom Modell nicht erfasst und das simulierte Profil néhert
sich erst nach ca. 69 min dem Experimentellen an. Das simulierte Profil des Biokonjugats
zeigt eine hohere Konzentration im Zentrum im Vergleich mit dem Partikelrand, ohne

Ausbildung von scharfen Konzentrationsringen.
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0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
) — Ol ———=——0 ol ————"—"0 O " 0
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Abbildung 4.8.2. Vergleich der experimentellen Profile (=) und der Simulation (=) fiir CTG-Atto635 auf
SP Sepharose FF bei 20 mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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Abbildung 4.8.3. Vergleich der experimentellen Profile (=) und der Simulation (=) fiir CTG-BODIPY
auf SP Sepharose FF bei 20 mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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Abbildung 4.8.4. Vergleich der experimentellen Profile (=) und der Simulation (=) fiir CTG-Cy5 auf SP
Sepharose FF bei 20 mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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In Abb. 4.8.6 sind die simulierten Profile fur das native CTG auf SP Sepharose FF bei 20 mM
fir den Durchbruchsversuch mit Atto635, BODIPY bzw. Cy5 dargestellt. Qualitativ zeigen
alle drei Simulationen einen vergleichbaren Verlauf mit einem flachen Profil und einer
leichten Krimmung Uber den gesamten Radius. Quantitativ zeigen die Profile fir BODIPY
und Cy5 eine weitesgehende Ubereinstimmung, wohingegen die Konzentration fiir den

Atto635 Datensatz zu vergleichbaren Zeiten ca. halb so groR ist.
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Abbildung 4.8.5. Simulierte Profile (—) fiir CTG (Atto635 Biokonjugat) auf SP Sepharose FF bei 20 mM.
x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.



4 Ergebnisse und Diskussion 182

0O min 5min 10 min 16 min 20 min
10 10 10 10 10
5 5 5 5 5
0 0 0 0 0
-50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 50 0 50
25 min 30 min 35 min 40 min 46 min
10 10 10 10 10
5 5 5 5 5
0 0 0 0 0
-50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 50 0 50
50 min 55 min 60 min 65 min 70 min
10 10 10 10 10
5 5 5 5 5
0 0 0 0 0
-50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 50 0 50
76 min 80 min 85 min 90 min 95 min
10 10 10 10 10
5 5 5 5 5
0 0 0 0 0
-50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50
100 min 106 min 110 min 115 min 120 min
10 10 10 10 10
5 5 5 5 5
0 0 0 0 0
-50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50

Abbildung 4.8.6. Simulierte Profile (—) fiir CTG (BODIPY Biokonjugat) auf SP Sepharose FF bei 20
mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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Abbildung 4.8.7. Simulierte Profile (—) fiir CTG (Cy5 Biokonjugat) auf SP Sepharose FF bei 20 mM. x-
Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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4.8.3.2 Simulation der Adsorption von CTG auf SP Sepharose FF bei 50 mM

Ein Vergleich zwischen simulierten und gemessenen intrapartikuldren Profilen fur CTG-
Atto635 auf SP Sepharose FF bei 50 mM (Abb. 4.8.8) zeigt, vergleichbar mit der Situation bei
20 mM, eine gute Ubereinstimmung zwischen beiden Datensitzen Uber den gesamten
Durchbruch.

Beim CTG-BODIPY Datensatz (Abb. 4.8.9) ist das Signal nach 44 min bis 67 min
Ubersteuert, weswegen die Anpassung in diesem Zeitraum nicht nachvollzogen werden kann.
Der Anstieg der Proteinkonzentration und das intrapartikulére Profil kann bis ca. 38 min gut
nachvollzogen werden. Danach steigt die experimentelle Konzentration im Partikel schneller
an und weist eine hohere Proteinkonzentration am Partikelrand auf. In der Simulation wird
dieser Verlauf nicht erfasst. Stattdessen steigt die Proteinkonzentration kontinuierlich an und
zeigt ab ca. 67 min ein diffuses Profil mit einer héheren Proteinkonzentration im Zentrum, im
Vergleich mit dem Partikelrand.

Fur den CTG-Cy5 Datensatz (Abb. 4.8.10) ist, wie bei 20 mM, keine zufriedenstellende
Anpassung zu erzielen. Im Gegensatz zum diffusen UberschuRprofil der experimentellen
Daten, mit einer hoheren Proteinkonzentration im Partikelzentrum, im Vergleich mit dem
Partikelrand, bleibt das simulierte Signal stets flach Gber den gesamten Radius und durchlauft
ein Maximum der Konzentration, dessen zeitlicher Verlauf ndherungsweise dem Maximum
des UberschuBprofils dhnelt, ohne radiale Profilbildung. Der ,,flache UberschuB* erreicht sein
Maximum friiher als das UberschuBprofil der experimentellen Daten. Nach ca. 40 min passt
sich das simulierte Profil dem Verlauf der experimentellen Daten an, ohne die niedrigere

Konzentration am Partikelrand nachzubilden.
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Abbildung 4.8.8. Vergleich der experimentellen Profile (=) und der Simulation (=) fiir CTG-Atto635 auf
SP Sepharose FF bei 50 mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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Abbildung 4.8.9. Vergleich der experimentellen Profile (=) und der Simulation (=) fiir CTG-BODIPY
auf SP Sepharose FF bei 50 mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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Abbildung 4.8.10. Vergleich der experimentellen Profile (—) und der Simulation (=) fiir CTG-CyS auf SP
Sepharose FF bei 50 mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.

Die intrapartikularen Profilverlaufe des nativen Proteins (Abb. 4.8.11-4.8.13) bei allen
verwendeten Biokonjugaten stimmt qualitativ gut Gberein und &hnelt dem Profil bei 20 mM.
Die Krimmung des Profils bei 50 mM ist weniger stark ausgepragt als bei 20 mM. Die
maximal erreichte Konzentration fir den BODIPY und Cy5 Datensatz ist mit ca. 6 mM
niedriger als bei 20 mM. Entgegen der Erwartung bei einer hoheren Salzkonzentration, weist

der Atto635 Datensatz durchschnittlich eine hohere Konzentration auf, als bei 20 mM.
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Abbildung 4.8.11. Simulierte Profile (—) fiir CTG (Atto635 Biokonjugat) auf SP Sepharose FF bei 50
mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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Abbildung 4.8.12. Simulierte Profile (—) fiir CTG (BODIPY Biokonjugat) auf SP Sepharose FF bei 50
mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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Abbildung 4.8.13. Simulierte Profile (—) fiir CTG (Cy5 Biokonjugat) auf SP Sepharose FF bei S0 mM. x-
Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.

4.8.3.3 Simulation der Adsorption von CTG auf SP Sepharose FF bei 100 mM

Die intrapartikularen Profile fur CTG-Atto635, -BODIPY und —Cy5 auf SP Sepharose FF bei
100 mM (Abb. 4.8.14-4.8.16) werden vom Modell in den Simulationen gut beschrieben. Der

zeitliche Anstieg der Proteinkonzentration Uber den gesamten Radius fir den Atto635

Datensatz wird gut erfasst, wohingegen der Anstieg beim BODIPY und Cy5 Datensatz in der

Simulation zu friih startet.

Bei allen drei Datensédtzen wird die niedrigere Konzentration am Partikelrand vom Modell

nicht erfasst und die simulierten Profile sind naherungsweise flach bzw. zeigen eine leicht

hdhere Konzentration am Partikelrand.
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Abbildung 4.8.14. Vergleich der experimentellen Profile (=) und der Simulation (=) fiir CTG-Atto635
auf SP Sepharose FF bei 100 mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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Abbildung 4.8.15. Vergleich der experimentellen Profile (=) und der Simulation (=) fiir CTG-BODIPY
auf SP Sepharose FF bei 100 mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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Abbildung 4.8.16. Vergleich der experimentellen Profile (=) und der Simulation (=) fiir CTG-CyS5 auf SP
Sepharose FF bei 100 mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.

Die Formen der intrapartikularen Profile fur das native Protein sind flach tber den gesamten

Radius mit einer geringfugig hoheren Konzentration am Partikelrand. Die Atto635 und

BODIPY Datensitze zeigen eine zufriedenstellende Ubereinstimmung, wohingegen der Cy5

Datensatz zu vergleichbaren Zeiten eine ca. 3 bis 6-fach niedrigere Konzentration aufweist.
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Abbildung 4.8.17. Simulierte Profile (—) fiir CTG (Atto635 Biokonjugat) auf SP Sepharose FF bei 100
mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.
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Abbildung 4.8.18. Simulierte Profile (—) fiir CTG (BODIPY Biokonjugat) auf SP Sepharose FF bei 100
mM. x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.



4 Ergebnisse und Diskussion

191

0Omin 2min 5min 7 min 10 min
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
0 0 0 0 0
-50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50
12 min 14 min 17 min 19 min 22 min
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
0 0 0 0 0
-50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50
24 min 26 min 29 min 31 min 33 min
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
0 0 0 0 0
-50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50
36 min 38 min 41 min 43 min 45 min
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
0 0 0 0 0
-50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50
47 min 50 min 53 min 55 min 57 min
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
0 0 0 0 0
-50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50 -50 0 50

Abbildung 4.8.19. Simulierte Profile (—) fiir CTG (Cy5 Biokonjugat) auf SP Sepharose FF bei 100 mM.

x-Achse: Partikelradius in pm. y-Achse: Konzentration in mM.

4.8.4 Vergleich der Desorptionsgeschwindigkeitskonstanten der Simulationen

Die optimierten Desorptionskonstanten, die fiir die Simulationen verwendet wurden, sind in

Abb. 4.8.20 in Abhéngigkeit von der Salzkonzentration dargestellt. Sowohl flr das native

CTG, als auch die Biokonjugate ist eine Tendenz zu niedrigeren Desorptionskonstanten mit

steigender Salzkonzentration zu erkennen. Es wird keine systematische Abhangigkeit der

Desorptionskonstanten vom verwendeten Biokonjugat beobachtet.
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Abbildung 4.8.20. Ermittelte Desorptionskonstanten des nativen CTG und der CTG-Biokonjugate auf SP
Sepharose FF bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen.

4.8.5 Diskussion

Die Simulationen der intrapartikularen Profile fir unterschiedliche Biokonjugate weisen

folgende Trends auf:

e Intrapartikuldre Profile ohne UberschuRprofil konnen mit den vorgegebenen

Parametern tber das GRM gut beschrieben werden

e Intrapartikulire Profile mit UberschuRprofil kdnnen mit den vorgegebenen Parametern

Uber das GRM nicht zufriedenstellend beschrieben werden

e Das Modell beschreibt experimentelle Daten unter schwach bindenden Bedingungen

gut

e Die Veranderung der Sorptionsgeschwindigkeiten verbessert die Anpassung

e Die Profile des nativen Proteins zeigen kein ,,shrinking core* Verhalten

e Fir die meisten Datensatze wird die Konzentration am Partikelrand vom Modell

Uberschatzt
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Die Tatsache, dal fur die Atto635 Datensdtze eine gute Anpassung erziehlt wird, und der
durchschnittliche Verlauf der Proteinkonzentration fur die restlichen Datensétze
nachvollzogen werden kann, ist ein Hinweis, dal} ein Partikel GRM zusammen mit der SMA
Isotherme Adsorptions- und Transportprozesse unter nichtlinearen und kompetetiven
Bedingungen in der lonenaustauschchromatographie beschreiben kann. Die theoretischen
Ansatze und Modellierungsergebnisse von Gallant (2003) und Carta et al. (2005) werden zum
ersten Mal durch experimentelle Daten gestitzt.

Das postulierte Modell, dalR die gemessenen intrapartikularen Profile nicht dem Profil des
nativen Proteins entsprechen und durch Verdrdngungseffekte entstehen, wird in der Hinsicht
bestatigt, da unter Verwendung der experimentell gemessenen Parameter (speziell SMA
Parameter) kein UberschuRprofil fiir das native CTG oder die Atto635 Datensétze erhalten
wird. Obwohl die Form der experimentell bestimmten Uberschuprofile nicht nachvollzogen
werden kann, zeigen die BODIPY und Cy5 Simulationsdatensétze bei 20 und 50 mM einen
Verdrangungseffekt, bei dem im Partikelzentrum eine hohere Proteinkonzentration vorliegt,
als am Partikelrand.

Die experimentell beobachteten Konzentrationsringe bzw. UberschuBprofile fir die BODIPY
und Cy5 Biokonjugate bei 20 und 50 mM konnen in der Simulation nicht nachvollzogen
werden. Die simulierten Profile weisen zwar eine Verdrangung der Biokonjugate zum
Partikelzentrum auf, allerdings ist dieses Profil nahezu sofort beim Start der Adsorption
etabliert. Fir die Erzeugung der experimentellen Profile mussten die SMA Parameter
niedriger werden, d.h. die Adsorption sowohl der nativen als auch der
Biokonjugatkomponente musste  verstarkt werden, damit es zu ausgepragteren
Verdrangungsprofilen kommt. Zusatzlich kénnen Anderungen der Porositat und der totalen
ionischen Kapazitét, als auch der Position des Bulkchromatogramms des nativen Proteins das
simulierte Profil beeinflussen (s.u.). Aufgrund der Komplexitat des verwendeten GRM ist
eine manuelle Anpassung aller oben genannten Parameter kaum moglich und musste
automatisiert werden.

Eine Begrundung fiir die guten Anpassungsergebnisse fur hohe Salzkonzentrationen liegt in
der niedrigen Kapazitdt der untersuchten Systeme. Die Unterschiede in der Retention
zwischen der nativen Komponente und des Biokonjugats sind gering und daher verlieren
kompetetive Adsorptionsvorgénge an Bedeutung (vgl. Kapitel 4.9).

Die Tatsache, dafl Verdnderungen der Sorptionsgeschwindigkeiten zu einer besseren
Anpassung der Daten fuhrt, ist ein Hinweis auf die postulierte Bedeutung der finiten
Sorptionsgeschwindigkeiten in der Proteinadsorption an lonentauschern (Whitley et al., 1993,;
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Yang und Etzel, 2003). Andererseits weisen die Werte der Sorptionskonstanten keine
offensichtlichen Trends auf und koénnten, durch die Begrenzung der Anpassung auf die
Sorptionsparameter, von Effekten anderer Parameter, wie z.B. der S&aulenparameter,
beeinflusst werden.

Die simulierten intrapartikuldren Profile der nativen Proteine zeigen keine scharfen
Adsorptionsfronten, wie sie bei Linden et al. (2002) oder Dziennik et al. (2003) beschrieben
wurden. Die Abwesenheit eines ,,shrinking core* Profils entspricht den Erwartungen fur die
vorliegenden  experimentellen  Parameter, weil die Adsorptionsisothermen nicht
néherungsweise rechteckig sind, sondern eine deutliche Krimmung bzw. fur hohere
Salzkonzentrationen zunehmend linear sind. Unter diesen Vorraussetzungen ist kein
»shrinking core* Profil zu erwarten (Ruthven, 1984) und die Formen der intrapartikuléren
Profile fur das native CTG sind plausibel.

Fur das verwendete GRM ist eine Unterteilung in Porendiffusionsmodell oder homogenes
Diffusionsmodell unnétig, weil mit der diskreten Proteinkonzentrationsverteilung tber den
Partikelradius gerechnet wird und daher eine Approximation der vorherrschenden Triebkréfte
Uber das homogene oder Porendiffusionsmodell nicht sinnvoll ist.

In den meisten Publikationen zum Stofftransport und Adsorption von Proteinen in der
lonenaustauschchromatographie werden die Extremfalle von linearer bzw. rechteckiger
Adsorptionsisotherme behandelt, fir die analytische Ldsungen zur Modellierung von
Durchbruchskurven zur Verfiigung stehen (Golshan-Shirazi und Guiochon, 1994). Diese
Extremfélle liegen bei den vorliegenden experimentellen Daten nicht vor, sodal? die Wahl
eines GRM fur die Modellierung der Daten gerechtfertigt ist.

In dieser Studie wurden nur die initial unbekannten Sorptionsgeschwindigkeiten fiir eine
Anpassung verwendet. Dementsprechend kdénnen sich die Profile der nativen
Proteinkomponente nur begrenzt verdndern, um zu einer besseren Anpassung der
experimentellen Daten zu fiihren. Die Anderungen der Sorptionsgeschwindigkeiten fiihrte, fiir
die vorliegenden Daten, zu einer Erhéhung oder Verringerung der radialen
Proteinkonzentrationen, tragen aber nicht zur Veradnderung des Adsorptionsmuster bei. Diese
kénnen nur (ber eine Anderung der SMA Parameter oder der Saulenkapazitit bewirkt
werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Simulation der nativen Komponente ein
plausibles Bild fir den Verlauf der intrapartikularen Profile ohne Adsorptionsmuster, die
nicht dber einen rein diffusiven Stofftransport zu erklaren wéren. Die quantitativen

Unterschiede zwischen den simulierten Profilen der nativen Komponente beziiglich der
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Konzentrationen deuten darauf hin, dafl die Modellierung der experimentellen Daten tber die
Sorptionsgeschwindigkeiten zu Unsicherheiten in der Bestimmung des Adsorptionsprofils der
nativen Komponente flhrt und die alleinige Anpassung der Sorptionsgeschwindigkeiten nicht
ausreichend ist fur eine Beschreibung der intrapartikularen Profile.

Um die Genauigkeit der Anpassung zu erhéhen, mussten die experimentellen Daten von allen
drei Versuchen gleichzeitig an ein identisches Adsorptionsprofil der nativen Komponente
angepasst werden, weil anhand der Ergebnisse aus Kapitel 4.6 nicht zu erwarten ist, dal3 sich
die intrapartikularen Profile fir die native Komponente fur die jeweiligen Biokonjugate
unterscheiden. Zudem mdusste die Optimierung sowohl tber die Sorptionsgeschwindigkeit als
auch die SMA Parameter, dem nativen Bulkchromatogramm und der S&ulenparameter
(Porositat und totale ionische Kapazitat) verlaufen. Aufgrund der Komplexitat des GRM st
eine manuelle Optimierung dieser Parameter nicht mehr sinnvoll und sollte Gber einen
automatischen Optimierungsalgorithmus erfolgen.

Im Vergleich mit den Anpassungen von Teske et al. (2006), wurden auch bei dem
vorliegenden Ansatz keine zufriedenstellende Anpassung speziell von Adsorptionsprofilen
mit Konzentrationsringen erziehlt. Der Ansatz von Teske et al. wurde um die Einbeziehung
der Bulkchromatogramme und der Sorptionsgeschwindigkeiten erweitert. Beide Faktoren
sollten eine Annéherung an die realen experimentellen Gegebenheiten gewéhrleisten. Auch
diese Erweiterungen des Modells fiihren nicht zu den gewinschten Anpassungsergebnissen.
Prinzipiell ist durch eine Anderung der SMA Parameter und der Séauelenparameter eine
verbesserte Anpassung an die experimentellen Ergebnisse erreichbar.

Es besteht daher die Moglichkeit, dal} entweder die Fehler in der SMA Parameterbestimmung
fir die Diskrepanzen verantwortlich sind, oder es zu Anderungen der SMA Parameter unter
nicht-linearen Bedingungen in einem 2-Komponenten Gemisch kommt (Tugcu et al., 2005).
Als Konsequenz aus den obigen Resultaten sollte eine Sensitivitatsanalyse durchgefihrt
werden, um zu ermitteln, welche Parameter den grofiten EinfluR auf die Anpassung besitzen,
um den Schwerpunkt der experimentellen Versuche auf die Messung dieser Parameter zu

legen.
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4.9 Stofftransport unter Elutionsbedingungen

Nachdem in den Kapiteln 4.5 bis 4.8 Adsorptions- und Stofftransportvorgange mittels CLSM
auf dem  Einzelpartikelniveau  untersucht  wurden, werden im  Folgenden
Stofftransportvorgange bei einer Stufenelution von einem Kationentauscher charakterisiert.
Der Elutionsschritt stellt den Abschluf3 einer chromatographischen Aufreinigung dar und ist,
ebenso wie der Adsorptionsschritt, an der Gesamtproduktivitdt eines Aufreinigungsschrittes
beteiligt. Bei der Elution (von einem lonentauscher) wird die Bindungsstarke des Proteins
durch Erhoéhen der lonenstdrke gesenkt, sodal? das Adsorptionsgleichgewicht auf Seiten des
nicht gebundenen Proteins liegt (vgl. Kapitel 2.7). Die einfachste Form der Elution ist eine
Erhohung der lonenstarke in Form einer Stufe, die hier untersucht wird und héufig
Verwendung findet in der préparativen Aufreinigung von Biopharmazeutika.
Stofftransportvorgdnge wéhrend der Elution sind deutlich seltener Bestandteil wvon
veroffentlichten Studien, wo der Schwerpunkt i.d.R. auf dem Adsorptionsschritt liegt, und
vergleichbare Arbeiten, wie die im Folgenden vorgestellte detaillierte Analyse
intrapartikularer Konzentrationsprofile wahrend einer Stufenelution, wurden noch nicht
veroffentlicht. Durch den Vergleich von Elutionen mit unterschiedlich fluoreszenzmarkierten
Proteinen wird der EinfluR des Farbstoffes auf Elutionsvorgange abgeschétzt und im

Anschlul ein charakteristisches intrapartikuldres Elutionsprofil beschrieben.

4.9.1 Einfluf} des Biokonjugates auf Stofftransportvorginge bei einer Stufenelution

Die folgenden Ergebnisse beziehen sich alle auf eine Stufenelution bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 96 cm/h und einer verwendeten NaCl Konzentration von 1 M. Die
Elution erfolgt im AnschluR an die Durchbruchsversuche (gefolgt von einem Waschschritt),
die in den Kapiteln 4.6-4.8 dargestellt werden. D.h. die in der Sdule befindlichen
Adsorbentien wurden vor der eigentlichen Elution bei verschiedenen Pufferbedingungen
beladen.

Wie in den vorangegangenen Kapiteln gezeigt wurde, kann der verwendete
Fluoreszenzfarbstoff einen signifikanten Einflu auf die, mittels CLSM gemessenen,
intrapartikularen Profile besitzen. Vor der Beschreibung der Stofftransportvorgéange wéhrend
einer Stufenelution wird zundchst die Abhéngigkeit der Ergebnisse vom verwendeten
Farbstoff Gberprift. Als Vergleichsdaten werden die Versuchsserien fir CTG bei pH 7.0 auf
SP Sepharose FF verwendet.
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Die Chromatogramme des S&uleneffluents fur die drei verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe
Atto635, BODIPY und Cy5 werden verglichen, gefolgt von den Bulkchromatogrammen am
Partikel, den relativen Kapazitaten und den eigentlichen intrapartikularen Profilen.

In Abb. 4.9.1 werden die Chromatogramme des Sduleneffluents bei 280 nm fiir das native
Protein und den jeweiligen Wellenldngen der Absorptionsmaxima der Biokonjugate fur die
Stufenelutionen von CTG auf SP Sepharose FF nach Adsorption bei 20 oder 100 mM

miteinander verglichen.
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Abbildung 4.9.1. Siuleneffluent Chromatogramme fiir (=) Atto635 (635 nm), (—) BODIPY (504 nm),
(=) CyS5 (654 nm) und (== / == == / == = ==) patives Protein bei 280 nm fiir Stufenelution von CTG-
Atto635, CTG-BODIPY bzw. CTG-Cy5 Konjugat bei pH 7.0 (Phosphat, 1 M NaCl) und 96 cm/h auf SP
Sepharose FF. Signale normiert auf maximales Signal. (A) Durchbruch bei 20 mM. (B) Durchbruch bei
100 mM. Signal von CTG-Atto635 (280 nm) bei 20 mM und CTG-BODIPY (504 nm) bei 100 mM gestort
durch Drift.

Der Beladungsgrad flir das native Protein sinkt mit steigender Salzkonzentration wahrend des
Durchbruchs, was an der grofReren Flache unter der Elutionskurve in Abb. 4.9.1-A im
Vergleich mit Abb. 4.9.1-B zu sehen ist. Die Elutionskurven flr das native Protein zeigen
sowohl fur die Stufenelution nach Durchbruch bei 20 mM, als auch fur 100 mM eine gute
Ubereinstimmung fiir jeden verwendeten Farbstoff. Der Anstieg findet bei ca. 5 min statt und
die Form des Anstiegs ist bei jedem Datensatz gleich. Die Dauer der Plateauphase bei 20 mM
ist langer als bei 100 mM. Nach der Plateauphase sinkt die Elutionskurve mit einem
vergleichbaren Tailing auf die Basislinie ab. Anhand der Chromatogramme des
Sauleneffluents kann davon ausgegangen werden, dal der gewdhlte Fluoreszenzfarbstoff
keinen meRbaren Einflul auf das Elutionsprofil des nativen Proteins besitzt.

Im Gegensatz zum nativen Protein existiert bei den Chromatogrammen der Biokonjugate

keine Plateauphase, sondern die Elutionskurven besitzen einen Peak mit einem ausgepragten
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Tailing, der ebenfalls fur jedes Biokonjugat vergleichbar ist. Der Peakanfang ist vergleichbar
mit dem Start der Elution fr das native Protein.

In Abb. 4.9.2 sind die entsprechenden Chromatogramme der Bulkphase neben dem Partikel in
der gepackten Sdule dargestellt, die mittels CLSM fur die Biokonjugate gemessen wurden.
Ahnlich wie bei den oben dargestellten Ergebnissen der Chromatogramme am Séuleneffluent,
zeigen auch die Chromatogramme der Bulkphase eine naherungsweise Ubereinstimmung des
Starts der Elution (2 min) und der Form des Elutionspeaks fir alle Biokonjugate. Einzig fir
CTG-Att0635 ist das Chromatogramm um ca. 1 min verzogert (Abb. 4.9.2-A). Hierbei muR
beachtet werden, dal u.U. nicht immer an der selben Position am Sdulenkopf ein Partikel
vermessen wurde, da eine absolute Orientierung innerhalb der Mikroséule nicht realisiert

wurde.
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Abbildung 4.9.2. Bulkchromatogramme fiir (=) CTG-Atto635, (—) CTG-BODIPY bzw. (=) CTG-Cy5
fiir Stufenelution bei pH 7.0 (Phosphat, 1 M NaCl) und 96 cm/h auf SP Sepharose FF. Signale normiert
auf maximales Signal. (A) Durchbruch bei 20 mM. (B) Durchbruch bei 100 mM.

Die in Abb. 4.9.2 gefundenen Ubereinstimmungen zwischen den Biokonjugaten werden durch
die Auftragung der relativen Kapazitat (gemessenen ber die Fluoreszenz; Linden, 2001)
gegen die Zeit bestétigt (siehe Abb. 4.9.3). Ausgehend vom Zustand nach Adsorption und
Waschschritt, steigt die Kapazitat nahezu zeitgleich fir jedes gewéhlte Biokonjugat an und
sinkt im AnschluB vergleichbar ab. Ebenso wie im Bulkchromatogramm ist das
Peakmaximum der Kapazitat fir CTG-Atto635 bei der Elution nach Durchbruch bei 20 mM
auf SP Sepharose FF um ca. 1 min verzogert, im Vergleich mit CTG-BODIPY und CTG-Cy5.
Vor dem Anstieg der Kapazitat ist bei allen Datensdtzen ein unterschiedlich stark
ausgepragter Abfall der Kapazitat zu erkennen. Im Vergleich mit der Kapazitat vor Start der

Elution wird ein unterschiedlich hohes Peakmaximum fur die jeweiligen Biokonjugate erzielt.
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Abbildung 4.9.3. Relative Kapazititen fiir (=) CTG-Atto635, (—) CTG-BODIPY bzw. (=) CTG-CyS fiir
Stufenelution bei pH 7.0 (Phosphat, 1 M NaCl) und 96 cm/h auf SP Sepharose FF. Signale normiert auf

maximales Signal. (A) Durchbruch bei 20 mM. (B) Durchbruch bei 100 mM.

AbschlieRend werden die intrapartikuldren Profile wahrend der Stufenelution dargestellt
(siehe Abb. 4.9.4 und 4.9.5) und beziglich des Einflusses des Fluoreszenzfarbstoffs auf das

gemessene Profil beurteilt.
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Abbildung 4.9.4. Intrapartikulire Profile fiir (=) CTG-Atto635, (—) CTG-BODIPY bzw. (=) CTG-Cy5
fiir Stufenelution bei pH 7.0 (Phosphat, 1 M NaCl) und 96 cm/h nach Durchbruch bei 20 mM auf SP
Sepharose FF. Signale normiert auf maximales Signal.
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Abbildung 4.9.5. Intrapartikulire Profile fiir (=) CTG-Atto635, (—) CTG-BODIPY bzw. (=) CTG-Cy5
fiir Stufenelution bei pH 7.0 (Phosphat, 1 M NaCl) und 96 cm/h nach Durchbruch bei 100 mM auf SP
Sepharose FF. Signale normiert auf maximales Signal.

Die Ausgangsprofile der Elutionsversuche unterscheiden sich bedingt durch die
unterschiedlichen Vorgange der vorrangegangenen Durchbruchskurven und Waschschritte fur
die jeweiligen Biokonjugate. Komplementar zu den vorangegangenen Daten, startet die
Elution ebenfalls fur alle Biokonjugate, nédherungsweise zur gleichen Zeit, nach ca. 2 min.
Bertcksichtigt man die unterschiedlichen Ausgangsprofile, ist bei beiden Datensatze, flr
jedes Biokonjugat, ein vergleichbares Elutionsprofil zu erkennen, bei dem anfénglich ein
Anstieg der Biokonjugatkonzentration am Partikelrand gefolgt wird von einem Abfall der
Konzentration tber den Partikelradius mit einer héheren Konzentration im Partikelzentrum.

Zusammengenommen deuten die vergleichbaren Chromatogramme am Sé&ulenende (Abb.
4.9.1), Bulkchromatogramme am Partikel (Abb. 4.9.2), Kapazititen (Abb. 4.9.3) und
intrapartikulare Profile (Abb. 4.9.4) der CTG Biokonjugate bei der Stufenelution auf SP
Sepharose FF nach Durchbruch bei 20 oder 100 mM darauf hin, daf} es, im Gegensatz zu den
Vorgangen bei der Adsorption, zu keinen signifikanten Unterschieden im

chromatographischen Verhalten zwischen den Biokonjugaten kommt. Der vergleichbare Start
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der Elution sowohl fur das native Protein, als auch der Biokonjugate, ist ein eindeutiger
Hinweis auf die Vergleichbarkeit zwischen dem chromatographischen Verhalten des nativen

Proteins und des Biokonjugats unter Elutionsbedingungen.

4.9.2 Stofftransportvorginge bei einer Stufenelution

Nachdem die Abhangigkeit des Stofftransports vom gewahlten Biokonjugat abgeschéatzt
wurde und als vernachldssigbar angesehen werden kann, werden die Stofftransportvorgange
wéhrend einer Stufenelution dargestellt.

Die experimentellen Ergebnisse beziehen sich auf die Elution nach einem Durchbruch (vgl.
Kapitel 4.6) bei zwei bestimmten Salzkonzentrationen (20 oder 100 mM) auf SP Sepharose
FF fir CTG bei 96 cm/h. Im Anschlu® an den Durchbruch wurde eine Waschphase ohne
Proteinzufuhr ebenfalls bei 96 cm/h mit dem jeweiligen Bindepuffer (20 oder 100 mM)
durchgefihrt. Die Position innerhalb der Mikrosaule wahrend der Elution ist identisch mit der
Position wéhrend der Durchbruchs- und Waschphase. Bedingt durch die kompetetive
Adsorption des Biokonjugates und des nativen Proteins wéhrend des Durchbruchs (vgl.
Kapitel 4.5-4.8) liegt eine unterschiedliche intrapartikuldre Verteilung des jeweiligen
Biokonjugates nach AbschluR der Waschphase vor. Ausgehend von dieser Situation wurde
mit Start der Aufnahmen am CLSM die Stufenelution durch Erhéhung der NaCl
Konzentration auf 1 M bei gleichbleibendem pH von 7.0 gestartet.

Fur jedes Biokonjugat nach Durchbruch sowohl bei 20 als auch 100 mM kann
naherungsweise das gleiche Elutionsmuster beobachtet werden. Der Verlauf des
Bulkchromatogramms am Partikel, sowie der Kapazitdt Uber die Zeit zeigt eine
Ubereinstimmung insofern, als dass der Start des Konzentrationsanstiegs bei ca. 2 min liegt
und der Abfall der Proteinkonzentration auf das Basislinienniveau bis 4 min erfolgt ist (vgl.
Abb. 4.9.2 und 4.9.3). Sowohl die Breite als auch das Tailing der Peaks ist vergleichbar. Das
intrapartikuldre Konzentrationsprofil wahrend der Stufenelution stellt sich wie folgt dar
(exemplarisch fir CTG-Atto635 auf SP Sepharose FF nach Durchbruch bei 20 mM): Nach
einem anfanglichen, schnellen Anstieg der Proteinkonzentration am Partikelrand (Abb. 4.9.6:
2.5 bis 2.93 min) steigt die Proteinkonzentration zum Partikelmittelpunkt an, bei
gleichzeitiger Absenkung der Proteinkonzentration zum Partikelrand hin (Abb. 4.9.6: 3 bis
3.33 min). Nachdem ein Maximum der Proteinkonzentration im Partikelzentrum erreicht
wird, sinkt die gemessene Proteinkonzentration Gber den Partikelradius gleichmaRig ab (Abb.
4.9.6: 3.5 bis 3.67 min). Zum Ende sinkt auch die hohere Proteinkonzentration im
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Partikelzentrum ab und der Partikel ist, im Rahmen der Mel3genauigkeit, vom Protein geleert
(Abb. 4.9.6: 3.83 bis 4.8 min).
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Abbildung 4.9.6. Intrapartikulire Profile fiir (=) CTG-Atto635 bei Stufenelution auf SP Sepharose FF
bei pH 7.0 (Phosphat, 1 M NaCl) und 96 cm/h nach Durchbruch bei 20 mM. Signale normiert auf
maximales Signal.
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4.9.3 Diskussion

Im Folgenden sollen Grinde fur die fehlende Abhédngigkeit der gemessenen
Stofftransportvorgdnge wéhrend der Stufenelution vom verwendeten Fluoreszenzfarbstoff
gegeben und die Vorgange wahrend der Stufenelution diskutiert werden.

EinfluR des Biokonjugats auf Stofftransportvorgénge bei einer Stufenelution

Im Gegensatz zur Adsorption (vgl. Kapitel 4.5 bis 4.8) zeigen die Ergebnisse der Elution
generell keine signifikante Abhangigkeit vom verwendeten Fluoreszenzfarbstoff. Der Einflu
ist weder im Chromatogramm des Sauleneffluents noch im Bulkchromatogramm am Partikel,
dem Kapazitatsverlauf oder intrapartikuldarem Profil zu beobachten. Geringe Abweichungen
zwischen den experimentellen Ergebnissen kdnnen durch Unterschiede in der Position des zu
untersuchenden Partikels in der Mikrosdaule erklart werden. Ein Trend, der durch die
Verwendung der Fluoreszenzfarbstoffe zu erklaren ist, wird nicht beobachtet.

Die Ergebnisse deuten auf folgende VVorgange hin: die Anhebung der Salzkonzentration auf 1
M NaCl fuhrt sowohl fir das native Protein als auch die Biokonjugate zu einer linearen
Isotherme mit vernachléssigbarer Kapazitat fir beide Komponenten. D.h. alle adsorbierten
Proteine desorbieren im Wesentlichen vollstandig, weil die hohe Salzkonzentration fur alle
Proteine eine Bindung verhindert. Nach der Desorption bleibt die Salzkonzentration im
Partikel gleich hoch, und einmal desorbierte Proteine bleiben in diesem Zustand, sodaR es zu
keinen Verdrangungsvorgangen kommt. Wie schon in Kapitel 4.1 gezeigt, sind die
Stofftransporteigenschaften des Biokonjugats und des nativen Proteins unter nicht-bindenden
Bedingungen vergleichbar. Da nach der Desorption der Proteine im Porenraum der
Abtransport an den Partikelrand nur durch den diffusiven Transport bestimmt wird, ist ein
Unterschied der intrapartikuléren Profile in Abhangigkeit des Fluoreszenzfarbstoffs nicht zu
erwarten.

Fur Untersuchungen bei niedrigeren Salzkonzentrationen (ca. 200 bis 500 mM), oder bei
Verwendung eines Salzgradienten, ist zu erwarten, da die Unterschiede zwischen
Biokonjugat und dem nativen Protein zu Unterschieden im chromatographischen Verhalten
der Species fuhrt, was an den unterschiedlichen Retentionszeiten bei den Elutionen fur die

SMA Parameterbestimmungen zu sehen ist (vgl. Kapitel 4.5).
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Stofftransportvorgange bei einer Stufenelution

Bei der Analyse von intrapartikularen Stofftransportvorgangen unter Elutionsbedingungen
beeinflussen folgende Ablaufe die beobachteten Ergebnisse: die Salzfront des
Stufengradienten wird durch die Dispersion und die Mikrosaulengeometrie (vgl. Kapitel 4.3,
4.4) gekrimmt (Yamamoto et al., 1983). Die Natriumionen besitzen eine ca. 160-fach hohere
Diffusivitat als die Proteine (vgl. Kapitel 4.8, Teske et al., 2006; Gallant, 2003), kdénnen die
pordse Matrix aber nur mit einer finiten Geschwindigkeit penetrieren. Die
Desorptionsgeschwindigkeit der Proteine ist nicht unendlich schnell und muf nicht identisch
sein mit der Desorptionsgeschwindigkeit unter adsorptiven Bedingungen (Hunter und Carta,
2001; Arve und Liapis, 1987). Der Transport der Proteine in der Matrix erfolgt durch
behinderte Porendiffusion (vgl. Kapitel 4.3). Der beobachtete Partikel liegt unterhalb des
Séulenkopfes, d.h. eluiertes Protein aus den Partikeln oberhalb des beobachteten Partikels
stromt wahrend der Elution vorbei.

Das charakteristische Elutionsmuster kann wie folgt erklart werden: der Porenraum ist frei
von ungebundenem Protein, wenn die Salzstufe und das schon eluierte Protein aus den weiter
oben liegenden Partikeln den beobachteten Partikel erreicht. Der Anstieg der
Proteinkonzentration am Rand wird durch die Diffusion des Proteins aus der Bulkphase in den
Partikel hervorgerufen, weil vor Beginn der Elution der adsorbierten Proteine ein
Konzentrationsgradient von der Bulkphase zum Porenraum des Partikels existiert. Obwohl die
Natriumionen den Partikel schnell penetrieren, wird die Desorption durch die finite
Desorptionsgeschwindigkeit verzogert. In dem Moment wo die Desorption der adsorbierten
Proteine beginnt, existiert je nach Position im Partikel ein Konzentrationsgradient zum
Partikelrand oder zum Partikelzentrum, wo die Desorption noch nicht stattgefunden hat und
der Porenraum noch frei von ungebundenem Protein ist. Die Bulkproteinkonzentration sinkt
sehr schnell wieder ab, sodall gegen Ende der Elutionsphase ein starker
Konzentrationsgradient vom Partikel zur Bulkphase existiert und alle Proteine im Porenraum
zum Partikelrand diffundieren.

Der initiale Anstieg der intrapartikul&ren Proteinkonzentration durch Proteine aus dem Bulk
erscheint intuitiv. ungewohnlich, ist aber mit einer Parameterkombination von
Desorptionsgeschwindigkeit, Salzkonzentration und Diffusionskoeffizienten erklarbar.
Aufgrund fehlender experimenteller Daten wurde dieser Effekt in der Literatur nicht
modelliert, da die resultierende Peakverbreiterung durch den diffusiven Transport von schon
eluiertem Protein in den Partikelrand, fur ein Modell, dal keine intrapartikuldren
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Transportvorgénge diskret simuliert, durch andere Stofftransportparameter ausgedriickt

werden kann.
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5.1 Zusammenfassung

5.1.1 Validierung

Die Unterschiede im Verteilungs- und Stofftransportverhalten fir Cy5 Biokonjugate unter
nicht-bindenden Bedingungen im Vergleich mit nativen Proteinen sind im Allgemeinen
gering. Die mittels CLSM gemessenen Signale kénnen deshalb mit dem Verhalten des nativen
Proteins gleichgesetzt werden. Im Gegensatz dazu zeigen BODIPY und Atto635
Fluoreszenzfarbstoffe nicht-spezifische Interaktionen mit Agarosematerialien, die sie fur die
Untersuchung des Stofftransports unter nicht-bindenden Bedingungen ungeeignet machen. In
allen Biokonjugatpréparationen ist ein Restanteil von freiem Farbstoff vorhanden, sowie evtl.
vorhandene Di- oder Multimere der Proteine, die ebenfalls als Biokonjugat vorliegen. Fur
Lysozym sind nach Konjugation mit Cy5 zwei unterschiedliche Peaks mittels
hochauflésender GroRenausschlusschromatographie detektierbar. Fur die Interpretation von
CLSM Messungen unter nicht-bindenden Bedingungen missen diese Effekte berlicksichtigt
werden.

Die Konsequenz der Validierungsstudie ist, dall man jede Protein-Fluoreszenzfarbstoff
Kombination unter nicht-bindenden Bedingungen auf ihre Ahnlichkeit mit dem nativen
Protein untersuchen muR, weil es u.U. zu Abweichungen im chromatographischen Verhalten
des Biokonjugates kommen kann, die nicht vorhergesagt werden kénnen. Die Prifung der
Gleichheit zwischen Biokonjugat und nativem Protein ist unabdingbare Vorraussetzung fr
die Analyse samtlicher CLSM Untersuchungen unter nicht-bindenden Bedingungen.

5.1.2 Gleichgewichtsverteilungskoeffizient

Der Gleichgewichtsverteilungskoeffizient kann direkt auf dem Einzelpartikelniveau mittels
CLSM gemessen werden. Ein Vergleich unterschiedlicher Festphasen zeigt deutliche
Unterschiede im Verteilungsverhalten von Proteinen zwischen 14.3 und 160 kDa bei
Verwendung von Agarose- und Agarose-Dextran-Kompositmaterialien: die PorengréRen von
Kompositmaterialien sind kleiner und deuten auf eine stérkere sterische Behinderung durch
immobilisierte Dextranketten im Porenraum hin. Die Modellierung der Daten Uber das
Renkin- und Ogstonmodell ist bedingt mdglich. Beide Modelle verhalten sich fir den
experimentellen Bereich im Wesentlichen identisch. Die Porengroflen stimmen gut mit
veroffentlichten Daten Uberein.
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Der Einflul von anziehenden und abstof3enden elektrostatischen Wechselwirkungen konnte
fir eine Auswahl an Proteinen mit unterschiedlichen pl’s und Festphasen mit
unterschiedlicher Ladungsdichte gezeigt werden. Die beobachteten Effekte korrelieren mit der
Nettoladung und geben quantitative Einblicke in die Ursachen von elektrostatischen
Wechselwirkungen unter nicht-bindenden Bedingungen.

5.1.3 Intrapartikularer Diffusionskoeffizient

Der intrapartikuldre Diffusionskoeffizient kann mittels CLSM aus dynamischen Messungen
innerhalb eines gepackten Bettes mit einem modellgestitzten Verfahren bestimmt werden.
Die Anpassung uber ein spharisches Diffusionsmodell liefert sehr gute Anpassungsergebnisse
sowohl fir die Diffusion in, als auch aus einem Partikel fiir Proteine zwischen 14.3 und 160
kDa. Die Methode wurde auf Multikomponentendiffusionsvorgénge erweitert.

Im Vergleich mit der underivatisierten Festphase Sepharose 6 FF weist das Agarose-Dextran
Kompositmaterial Capto Q einen niedrigeren Diffusionskoeffizienten fur jedes untersuchte

Protein auf.

5.1.4 GroRenausschlusschromatographie

Die Trennung von a-Chymotrypsinogen A und y-Globulin auf Superdex 200 prep grade kann
mittels CLSM innerhalb eines gepackten Bettes verfolgt werden. Die Simulation der
Trennung, unter Verwendung von unabhangig bestimmten Parametern, tber ein allgemeines
Geschwindigkeitsmodell war erfolgreich ohne Parameteranpassung. Die Verwendung von
speziell entwickelten Mikrosdulen flr die Stofftransportanalyse mittels CLSM st flr die
Analyse von groRenausschlusschromatographischen Trennungen nur bedingt geeignet, weil
die Probendispersion und Rickvermischung, durch die Saulenkonstruktion, einen zu grof3en
Einflul? auf die beobachteten Peakformen besitzt.

5.1.5 SMA Parameter

Unter adsorptiven Bedingungen unterscheiden sich Biokonjugate von o.-Chymotrypsinogen A
und Ovotransferrin mit Atto635, BODIPY oder Cy5 Fluoreszenzfarbstoffen von dem
jeweiligen nativen Protein. Das unterschiedliche Retentionsverhalten korreliert mit der

Nettoladung: Cy5 und BODIPY Farbstoffe andern die Nettoladung eines Proteins um -2 bzw.
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-1 und zeigen eine geringere Retention als das native Protein. Atto635 Konjugate &ndern die
Nettoladung eines Proteins nicht, aufgrund der positiven Ladung des Farbstoffes, und zeigen
eine hohere Retention als das native Protein. Fur Untersuchungen zum Stofftransport- und
Adsorptionsverhalten in der lonenaustauschchromatographie mittels CLSM bedeutet dies, dal3
die gemessenen Signale nicht dem Verhalten des nativen Proteins entsprechen, sondern durch
einen kompetetiven Multikomponentenadsorptionsvorgang von Biokonjugat und nativem
Protein entstehen.

Fir die Modellierung der Adsorptionsvorgdnge wurden SMA Isothermenparameter flr das
jeweilige native Protein und Atto635, BODIPY und Cy5 Konjugate auf SP Sepharose FF und

XL gemessen.

5.1.6 Durchbruchskurven

Es wurden Durchbruchskurven mit a-Chymotrypsinogen A bei pH 7.0 und Ovotransferrin bei
pH 6.0 auf SP Sepharose FF und XL bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen durchgefiihrt.
Jeder Durchbruch wurde mit jeweils dem Atto635, BODIPY und Cy5 Biokonjugat vollzogen,
um die Unterschiede im Adsorptionsverhalten der Biokonjugate zu untersuchen.

Dabei ist das Durchbruchsverhalten des nativen Proteins unabhdngig vom gewéhlten
Biokonjugat, weil es ca. 100-fach stdrker konzentriert vorliegt. D.h. die gemessenen
Adsorptionsprofile der Biokonjugate werden von einem identischen Profil des nativen
Proteins beeinfluf3t.

Entsprechend der Ergebnisse der SMA Isothermenparameter weisen BODIPY und Cy5
Biokonjugate Durchbruchskurven auf, die auf Verdrangungsprozesse durch das native Protein
hinweisen, wohingegen die Atto635 Konjugate nicht verdrdngt werden. Keine
Durchbruchskurve der Biokonjugate stimmt mit dem Profil des nativen Proteins Uberein.

Die dynamische Kapazitat von a-Chymotrypsinogen A auf beiden Festphasen ist deutlich
hoher, als die Kapazitat von Ovotransferrin. Die Kapazitat auf SP Sepharose XL ist fur beide
Proteine generell geringer als auf SP Sepharose FF, wobei a-Chymotrypsinogen A bei der
niedrigsten Salzkonzentration von 20 mM unerwarteterweise eine hohere Kapazitat als auf SP
Sepharose FF besitzt. Die Durchbruchskurven auf SP Sepharose XL sind generell flacher als
auf SP Sepharose FF und deuten auf einen hoheren Stofftransportwiderstand durch die

immobilisierten Dextranketten hin.
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5.1.7 Intrapartikulare Profile

Intrapartikulare Konzentrationsprofile fir die in 5.1.6 vorgestellten Experimente wurden
wéhrend eines Durchbruchsexperiment in einem gepackten Bett auf dem Einzelpartikelniveau
mittels CLSM gemessen.

Die intrapartikuldren Profile der jeweiligen Biokonjugate unterscheiden sich voneinander. Bei
der niedrigsten Salzkonzentration von 20 mM zeigen die BODIPY und Cy5 Biokonjugate von
a-Chymotrypsinogen A Verdrangungseffekte, die als Konzentrationsringe vorliegen. Die
Atto635 Biokonjugate zeigen keine Verdrangungseffekte. Mit steigender Salzkonzentration
sind Verdréangungseffekte der schwacher bindenden Biokonjugate weniger stark ausgepréagt
bzw. nicht mehr zu beobachten.

Der Verlauf der Bulkproteinkonzentration am Partikel wurde zum ersten Mal mittels CLSM
gemessen. Durch den Vergleich des Verlaufs der Bulkkonzentration am Partikel und am
Sauleneffluent konnte ermittelt werden, dal} die Biokonjugatkomponente in Form eines
konstanten Musters durch das gepackte Bett wandert.

Die gemessenen intrapartikularen Profile sind représentativ fur das 100-fach niedriger
konzentrierte Biokonjugat, welches unterschiedliche Adsorptionseigenschaften wie das native
Protein besitzt, und durch die kompetetive Adsorption mit dem nativen Protein gepragt wird.
Ein direkter Rickschluss auf das Adsorptionsprofil des nativen Proteins ist nicht maglich,
weil keines der Biokonjugate eine hinreichende Ahnlichkeit mit dem nativen Protein
ausweist.

Weil die schwdacher bindenden BODIPY und Cy5 Biokonjugate Verdrangungsprofile
aufweisen und die stérker bindenden Atto635 Konjugate diesen Effekt nicht zeigen, liegt der
SchluRk nahe, daB die gefunden UberschuRprofile nicht durch einen zusatzlichen Beitrag einer
elektrokinetischen Triebkraft hervorgerufen wird, wie sie in der Literatur postuliert wurde.
Stattdessen kodnnen die gefundenen Ergebnisse mit einem herkdmmlichen kompetetiven
Multikomponentenadsorptionsmodell mit Fick’scher Diffusion erklart werden.

5.1.8 Modellierung und Simulation

Die gemessenen intrapartikulédren Profile auf dem Einzelpartikelniveau wurden uber ein
allgemeines Geschwindigkeitsmodell, welches das SMA Isothermenmodell implementierte,
simuliert. Die Simulation geht von einem 2-Komponentensystem bestehend aus dem nativen

Protein und dem jeweiligen Biokonjugat aus. Die bendtigten Parameter werden aus den
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vorangegangen Experimenten zur Bestimmung des intrapartikuldren Diffusionskoeffizienten,
der SMA Parametergenerierung und den Durchbruchskurven entnommen. Als einziger
Anpassungsparameter werden die Ad- und Desorptionsgeschwindigkeitkonstanten manuell
optimiert. Der Verlauf der Bulkkonzentration am Partikel fur das Biokonjugat wird direkt aus
dem CLSM Experiment entnommen, wohingegen der Verlauf des nativen Proteins aus der
Durchbruchskurve am Sduleneffluent rekonstruiert wird.

Die intrapartikularen Profile der Atto635 Biokonjugate konnen mit dem vorgestellten
Verfahren gut nachvollzogen werden, wohingegen die UberschuBprofile der BODIPY und
Cy5 Biokonjugate nicht zufriedenstellend simuliert werden. Eine Verdrangung der
Biokonjugate zum Partikelzentrum wird unter Verwendung der ermittelten SMA Parameter
simuliert, allerdings ist die Form und die Auspragung der Konzentrationsringe deutlich
geringer, als in den experimentellen Profilen. Die Adsorptionsprofile der Biokonjugate bei
100 mM kdnnen tber das verwendete Modell simuliert werden.

Die simulierten Adsorptionsprofile der nativen Komponente ist von der Form vergleichbar fur
jedes Biokonjugat bei einer bestimmten Salzkonzentration, allerdings zeigen sich
Unterschiede in der Beladungskapazitat. Die simulierten Profile zeigen kein ,,shrinking core*
Profil, sondern sind diffus, wobei mit steigender Salzkonzentration die Adsorptionsfronten
flacher werden. Die Form der Profile, bei den verwendeten experimentellen Bedingungen, ist

plausibel, weil bei den Bedingungen keine sehr starke Adsorption zu erwarten ist.

5.1.9 Elution

Proteinkonzentrationsprofile wahrend einer Stufenelution nach einem Durchbruchsversuch
wurden zum ersten Mal auf dem Einzelpartikelniveau mittels CLSM gemessen. Es wurde ein
typisches Elutionsprofil beschrieben. Dabei zeigt sich ein diffusiver Flux des schon eluierten
Proteins aus Bereichen oberhalb des untersuchten Partikels in das Partikel, bevor das
adsorbierte Protein eluiert, was zur Peakverbreiterung beitragt.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen unter adsorptiven Bedingungen, zeigten sich keine
deutlichen Unterschiede im Verhalten der Biokonjugate im Vergleich mit dem nativen
Protein, da die Salzkonzentration mit 1 M so hoch gewéhlt wurde, daf3 alle Proteinspecies im

Wesentlichen vollstandig und gleichzeitig eluierten.
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5.2 Ausblick

5.2.1 Gleichgewichtsverteilungskoeffizient

Weitere Messungen des Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten in chromatographischen
Festphasen fir die Modellierung sollten mit definierteren Makromolekiilen wie Dextran,
Ficoll oder Pullulan durchgefiihrt werden, um den EinfluR von nicht-spezifischen
Interaktionen und Unsicherheiten in der GrolRenbestimmung der Proteine zu vermeiden.

Die Untersuchungen sollten auf Multikomponentenversuche ausgeweitet werden. Der Einflul}
eines adsorbierten Proteins auf den Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten eines nicht-

adsorbierenden Proteins sollte ermittelt werden.

5.2.2 Intrapartikularer Diffusionskoeffizient

Wie auch beim Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten sollten definiertere Polymere fir die
Messung eingesetzt werden, um Festphaseneigenschaften zu bestimmen.

Die Messung des intrapartikularen Diffusionskoeffizienten in Multikomponentensysteme
sollte ausgeweitet werden und geeignete Modelle fir die Beschreibung der gefundenen
Effekte entwickelt werden.

Entsprechend den Arbeiten zum Gleichgewichstverteilungskoeffizienten sollte der
intrapartikuldre Diffusionskoeffizient in weiteren Festphasen gemessen werden, um den
Einflul? von Festphaseneigenschaften auf den intrapartikuldren Transport besser zu verstehen.
Es sollten Anpassungen der experimentellen Daten an andere Modelle durchgefiihrt werden,
da die formale Beschreibung der gefunden Effekte unzureichend ist.

Desweiteren sind weitere Proteinkombinationen auszutesten, die eine Diffusionsmessung in
Anwesenheit eines schon adsorbierten Proteins erlaubt, um einen Einblick in die Anderung

des intrapartikul&ren Transports durch adsorbierte Proteine zu gewinnen.
5.2.3 GroRenausschlusschromatographie
Fur weitergehende Untersuchungen zu gréRenausschlusschromatographischen Trennungen

sollte eine Verbesserung der Mikrosdulenkonstruktion erreicht werden, die eine Minimierung

der Ruckvermischungseffekte bewirkt.
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Die Beschreibung der Trennung Uber ein GRM sollte auf weitere Proteine und

Festphasensysteme ausgeweitet werden.

5.2.4 Adsorptionsmessungen auf dem Einzelpartikelniveau

Die Anwesenheit von multiplen Biokonjugatprodukten, z.B. mehrere Fluoreszenzfarbstoffe an
einem Protein bzw. ein Fluoreszenzfarbstoff an unterschiedlichen Positionen des Proteins,
sollte  mit geeigneten hochauflosenden  Methoden, wie z.B. MALDI-TOF
Massenspektrometrie, untersucht werden. Die Auswirkungen der Biokonjugation auf die
Oberflachenladung sollte mit Molecular Modeling Programmen untersucht werden, um die
Anderung der Adsorptionseigenschaften auf molekularem Niveau zu verstehen.

Verfahren zur Bestimmung von Multikomponenten SMA Parameter sollten entwickelt
werden, um die evtl. vorhandene Abweichung der Einzelkomponenten SMA Parameter vom
Verhalten der Proteine in einem Multikomponentensystem zu tberprifen.

Generell misste Uberpriuft werden, ob native fluoreszierende Proteine wie das grine
fluoreszierende Protein fir die Adsorptionsmessungen geeignet sind, weil damit das Problem
der Biokonjugation umgangen werden kann. Als Alternative kénnten rekombinante Proteine
mit einer freien Thiolgruppe vollstdndig derivatisiert werden, wobei unter geeigneten
experimentellen Bedingungen keine Nebenprodukte entstehen wiirden. Die Verwendung von
Multiphotonenanregung fur die direkte Detektion von nativem Protein (ber die intrinsische
Fluoreszenz sollte zusatzlich Uberprift werden.

Um die Problematik der Unterschiede zwischen Biokonjugat und nativem Protein zu
umgehen, konnten affinitdtschromatographische Trennungen untersucht werden, bei denen
die Ahnlichkeit zwischen den beiden Species sehr wahrscheinlich ist. Bei der hydrophoben
Interaktionschromatographie sind aller Wahrscheinlichkeit nach &hnliche Probleme im

Unterschied zwischen Biokonjugat und nativem Protein zu erwarten.

5.2.5 Modellierung und Simulation

Die Komplexitat des verwendeten allgemeinen Geschwindigkeitsmodell macht die manuelle
Parameteroptimierung nahezu unmdglich. Eine Sensitivitatsanalyse Uber alle Parameter,
speziell die SMA Parameter, sollte die entscheidenden Faktoren ermitteln, die den groRten

Effekt auf die Anpassungsergebnisse besitzen. Ferner sollten alle Parameter in eine
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Optimierungroutine einbezogen werden, um zu Uberprifen, ob das vorgestellte Modell
generell in der Lage ist, die gemessenen Adsorptionsprofile nachzuvollziehen.

Die drei unterschiedlichen Adsorptionsversuche mit den jeweiligen Biokonjugaten sollten
gleichzeitig an ein Adsorptionsprofil des nativen Proteins angepasst werden, da davon
ausgegangen werden kann, daf sich das Adsorptionsprofil des nativen Proteins nicht &ndert.
Die Simulation auf Einzelpartikelniveau sollte auf die gesamte S&ulenldnge ausgeweitet
werden, wobei weitere Messungen an unterschiedlichen Positionen innerhalb der Mikrosaule
eine hohere Anpassungsgenauigkeit ermdglichen wirde.

Ausgehend von den Anpassungsergebnissen und einer Sensitivitdtsanalyse sollten
modellbasiert weitere Experimente geplant werden, die den vermuteten Einflu} der Ad- und
Desorptionsgeschwindigkeit in der lonenaustauschchromatographie von Proteinen gezielt

untersuchen kdnnen.

5.2.6 Elution

Das gefundene Elutionsprofil sollte Gber ein GRM modelliert werden, um das Zusammenspiel
zwischen  Proteindiffusion, Desorptionskinetik und  Bulkproteinverlauf —auf den
intrapartikuldren Proteinkonzentrationsverlauf besser zu verstehen.

Eine Ausweitung der Untersuchung von intrapartikularen Elutionsvorgangen mittels CLSM
auf Gradientenversuche erscheint nicht sinnvoll, solange die hier verwendeten Biokonjugate
verwendet werden, weil es zu Unterschieden im Elutionsverhalten zwischen Biokonjugat und

nativem Protein bei niedrigeren Salzkonzentrationen kommen wird.
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7 Anhang

7.1 Material und Methoden
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Abbildung 7.1. Auftragung der Absorption bei 280 nm von CTG-Losungen wunterschiedlicher
Konzentration in Phosphatpuffer (pH 7.0, S0 mM) gemessen mit einem Cary 50 Spektrophotometer in
Einmalplastikkiivetten fiir UV Messungen.
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Abbildung 7.2. Auftragung der Signalintensitit gemessen mit einem LSM 510 CLSM fiir BSA-Cy3 auf SP
Sepharose FF. (A) Variation des Detector Gains fiir unterschiedlich beladene SP Sepharose FF Partikel.
Q(Cy3): (W): 3.2:107 M (®): 7.9:10° M (A): 4.1-10® M (V): 2.2:10® M. (B) Variation der Laserintensitit
fiir unterschiedlich beladene SP Sepharose FF Partikel. (H): 3.2-107 M (®): 7.9-10° M (A): 4.1-10® M
(V): 2.2:10°® M. Detektor Gain fiir jeden Datensatz modifiziert um Ubersteuern bei 100% Laserintensitit
zu vermeiden. (C) Variation des Amplifier Gains fiir einen Datensatz. (H): 3.24-107 M. (D) Variation des
Amplifier Offsets fiir einen Datensatz. (H): 3.24-107 M.
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Abbildung 7.3. Auftragung der normalisierten Fluoreszenzintensitit von BSA-Cy5 Lésungen in
Phosphatpuffer (pH 7.0, 50 mM, 200 mM NaCl) in Anwesenheit von Sepharose 6 FF gemessen mit einem
LSM 510 CLSM bei konstanten Detektoreinstellungen fiir jeden Datensatz. (M) Normalisierte Daten der
gemittelten Bulkkonzentration neben dem Sepharose 6 FF Partikel. (®) Normalisierte Daten der
gemittelten Partikelkonzentration im Sepharose 6 FF Partikel.

(A) (B)

Abbildung 7.4. (A) Konfokale Messung eines Sepharose 6 FF Partikels mit BSA-Cy5 in einem gepackten
Bett mit benachbarten Partikeln wihrend eines Diffusionsversuches. (B) Gleicher Partikel wie in (A) mit
Schwellenwertanpassung. Signale grofler 125 werden rot und kleiner 125 griin dargestellt.
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Abbildung 7.5. z-Stapel eines Q Sepharose FF Partikels inkubiert mit OVA-Cy5 (Phosphatpuffer, pH 7.0,

1 M NaCl) bis zum Gleichgewicht. Eindringtiefe vom Mikrotiterplattenboden in pm links oben in jedem
Teilbild.
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Abbildung 7.6. (A) Konfokale Messung von Sepharose 6 FF Partikel im Gleichgewicht mit OVA-Cy5 mit
Fokus durch Partikelmitte. (B) Radial gemitteltes Signal von Partikel aus (A). Der Mittelungsring wurde
grofier gewihlt als der sichbare Radius des Partikels.
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Abbildung 7.7. (A) Signalintensitiit auf einer Linie durch den Partikel (=) und radial gemitteltes Signal
(=) fiir BSA-CyS auf Sepharose 6 FF wihrend eines Diffusionsversuchs. (B) Signal auf einem Kreisradius
(=) und gemitteltes Signal (=) fiir BSA-Cy5 auf Sepharose 6 FF.
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Abbildung 7.8. Normierte intrapartikuliire Profile eines konfokalen Datensatzes mit bewegendem

Partikel. (=) Profil mit starrem Mittelungsring. (=) Profil mit manuell korrigiertem Mittelungsring.



7 Anhang A-6

1,04
0,9-
0,8-
0,7 -
0,6+
0,5+ ~
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0 T T T T T T T T T T

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Eindringtiefe [um]

Abbildung 7.9. Auftragung des konfokal gemessenen Gleichgewichtsverteilungskoeffizienten gegen die
Eindringtiefe fiir OVA-Cy5 auf Sepharose 6 FF.

7.2 Validierungsstudien
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Abbildung 7.10. Isokratische Trennungen von (A) BSA-Cy5 mit zugefiigtem, reinem CyS auf Sepharose 6
FF. (B) BSA-Cy5 mit zugefiigtem, reinem Cy5 auf Superose 12. Detektion bei (==) 280 nm und (=) 654
nm. Signalnormierung auf den jeweiligen BSA Hauptpeak.
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7.3 Chromatogramme der Gradientenversuche fiir die Bestimmung der linearen SMA
Parameter

CTG CTG-Atto635 CTG-BODIPY CTG-Cy5
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Abbildung 7.11. Normierte Chromatogramme der Gradientelution (30 cv, 153 cm/h) von nativem Protein
oder Biokonjugat. (=) natives Protein bei 280 nm korrigiert um Absorption des Farbstoffes. (=) Atto635
bei 635 nm. (=) BODIPY bei 504 nm. (=) Cy5 bei 654 nm. SP Sepharose FF bei pH 7.0 (Phosphat, 50
mM). (=) Gradient von 0 bis 25 % Hochsalzpuffer (entspricht Gradient in cv bis 50 % Hochsalzpuffer).
Anzeige des Signals vor der Totzeit mit Waschphase nach Injektion.
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Abbildung 7.12. Normierte Chromatogramme der Gradientelution (60 cv, 153 cm/h) von nativem Protein oder Biokonjugat. (==) natives Protein bei 280 nm korrigiert
um Absorption des Farbstoffes. (=) Atto635 bei 635 nm. (—) BODIPY bei 504 nm. (=) Cy5 bei 654 nm. CTG bei pH 7.0 (Phosphat, 50 mM) und OVT bei pH 6.0
(Phosphat; 20 mM: SP Sepharose FF; 10 mM: SP Sepharose XL). (=) Gradient von 0 bis 25 % Hochsalzpuffer (entspricht Gradient in cv bis 50 % Hochsalzpuffer).
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Abbildung 7.13. Normierte Chromatogramme der Gradientelution (120 cv, 153 cm/h) von nativem Protein oder Biokonjugat. (=) natives Protein bei 280 nm korrigiert
um Absorption des Farbstoffes. (=) Atto635 bei 635 nm. (—) BODIPY bei 504 nm. (=) Cy5 bei 654 nm. CTG bei pH 7.0 (Phosphat, 50 mM) und OVT bei pH 6.0
(Phosphat; 20 mM: SP Sepharose FF; 10 mM: SP Sepharose XL). (=) Gradient von 0 bis 25 % Hochsalzpuffer (entspricht Gradient in cv bis 50 % Hochsalzpuffer).
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Abbildung 7.14. Normierte Chromatogramme der Gradientelution (180 cv, 153 cm/h) von nativem Protein oder Biokonjugat. (=) natives Protein bei 280 nm korrigiert

um Absorption des Farbstoffes. (=) Atto635 bei 635 nm. (—) BODIPY bei 504 nm. (=) Cy5 bei 654 nm. CTG bei pH 7.0 (Phosphat, 50 mM) und OVT bei pH 6.0
(Phosphat; 20 mM: SP Sepharose FF; 10 mM: SP Sepharose XL). (=) Gradient von 0 bis 25 % Hochsalzpuffer (entspricht Gradient in cv bis 50 % Hochsalzpuffer).
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Abbildung 7.15. Normierte Chromatogramme der Gradientelution (240 cv, 153 cm/h) von nativem Protein oder Biokonjugat

(=) natives Protein bei 280 nm korrigiert

um Absorption des Farbstoffes. (=) Atto635 bei 635 nm. (—) BODIPY bei 504 nm. (=) Cy5 bei 654 nm. CTG bei pH 7.0 (Phosphat, 50 mM) und OVT bei pH 6.0
(Phosphat; 20 mM: SP Sepharose FF; 10 mM: SP Sepharose XL). (=) Gradient von 0 bis 25 % Hochsalzpuffer (entspricht Gradient in cv bis 50 % Hochsalzpuffer).
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7.4 Bestimmung der linearen SMA Parameter

v=5.9 K= 0.00337
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Abbildung 7.16. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir CTG-Atto63S auf SP
Sepharose FF (pH 7.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.17. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir CTG-BODIPY auf SP
Sepharose FF (pH 7.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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v=7 K= 1.51e-005
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Abbildung 7.18. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir CTG-Cy5 Komponente 1
auf SP Sepharose FF (pH 7.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.19. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir CTG-CyS Komponente 2
auf SP Sepharose FF (pH 7.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.20. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir CTG auf SP Sepharose
XL. (x) experimentelle Daten (pH 7.0). (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.21. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir CTG-Atto63S auf SP
Sepharose XL (pH 7.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.



7 Anhang A-15

v=5.3 K=0.0542

o5
520- A
-
e
315' -
O X
7
c 10} * -
o .
=
g 5 . -
(D] %
(nd

9 50 100 150 200 250

Gradientenlange [cV]

Abbildung 7.22. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiilr CTG-BODIPY auf SP
Sepharose XL (pH 7.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.23. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir CTG-Cy5 Komponente 1
auf SP Sepharose XL (pH 7.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.24. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir CTG-CyS Komponente 2
auf SP Sepharose XL (pH 7.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.25. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir OVT auf SP Sepharose
FF (pH 6.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.26. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir OVT-Atto63S auf SP
Sepharose FF (pH 6.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.27. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir OVT-BODIPY auf SP
Sepharose FF (pH 6.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.28. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir OVT-Cy5 auf SP
Sepharose FF (pH 6.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.29. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir OVT auf SP Sepharose
XL (pH 6.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.30. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir OVT-Atto63S auf SP
Sepharose XL (pH 6.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.31. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir OVT-BODIPY auf SP
Sepharose XL (pH 6.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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Abbildung 7.32. Auftragung des Retentionsvolumens gegen Gradientenlinge fiir OVT-Cy5 auf SP
Sepharose XL (pH 6.0). (x) experimentelle Daten. (—) Anpassung an SMA Modell.
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7.5 Vergleich der Bulkchromatogramme am Partikel und am Siuleneffluent fiir das
Biokonjugat
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Abbildung 7.33. Normierte Chromatogramme fiir die jeweiligen Biokonjugate am Siuleneffluent (=)
und am Partikel (CLSM Messung) von (=) Atto635, (—) BODIPY und (=) CyS. Durchbruch von CTG
auf SP Sepharose XL bei pH 7.0, 96 cm/h und D/P von 0.01. Signal normiert auf Maximalwert wihrend

Durchbruch. Siduleneffluentdaten fiir CTG-Atto635 bei 20 mM nicht verfiigbar.
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Abbildung 7.34. Normierte Chromatogramme fiir die jeweiligen Biokonjugate am Séiuleneffluent (=)
und am Partikel (CLSM Messung) von (=) Atto635, (=) BODIPY und (=) Cy5. Durchbruch von OVT
auf SP Sepharose FF bei pH 6.0, 96 cm/h und D/P von 0.01 (0.1 bei 20 mM). Signal normiert auf

Maximalwert wihrend Durchbruch.
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OVT-Atto635 OVT-BODIPY OVT-Cy5
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Abbildung 7.35. Normierte Chromatogramme fiir die jeweiligen Biokonjugate am Séuleneffluent (=)
und am Partikel (CLSM Messung) von (=) Atto635, (=) BODIPY und (=) Cy5. Durchbruch von OVT
auf SP Sepharose XL bei pH 6.0, 96 cm/h und D/P von 0.01 (0.1 bei 20 mM). Signal normiert auf

Maximalwert wihrend Durchbruch.
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