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ZUSAMMENFASSUNG

Der steigende Anteil an zugelassenen Biopharmazeutika, die in tierischen Zellen produziert
werden, verdeutlicht die Wichtigkeit von posttranslationalen Modifikationen. Eine bestandige
Produktqualitat ist ein Hauptziel in der Produktion von Biopharmazeutika, insbesondere bei
Glykoproteinen. Ein bekanntes Beispiel fir ein glykosyliertes Biopharmazeutikum ist
Erythropoetin. Im Gegensatz zur Biosynthese der Polypeptidkette sind posttranslationale
Modifikationen und die Proteinfaltung durch Anderungen wahrend des Produktionsprozesses
beeinflussbar. Die Glykosylierung eines rekombinant produzierten Proteins ist wichtig fur
seine Funktion, die Halbwertszeit und die Stabilitdt des Proteins in vivo. In dieser Arbeit wird
die Produktglykosylierung im Verlauf einer Batch-Kultivierung naher betrachtet. Wéahrend des
Produktionsprozesses ist sowohl die produzierende Zelle, als auch das produzierte und
sekretierte Produkt mehreren variierenden Parametern ausgesetzt. Zu Beginn einer
Kultivierung sind ausreichend Nahrstoffe vorhanden, und das sekretierte Protein verbleibt
lange im Kulturiberstand. Zum Ende einer Kultivierung hingegen sind viele Nahrstoffe
verbraucht und mogliche stérende Metabolite und Enzyme akkumulieren im Kulturiiberstand.
Die Verweilzeit des Produktes, welches in dieser Zeit produziert wird, ist jedoch kurz und es
ist somit kaum extrazellularen Einflissen ausgesetzt. Um die Glykosylierung zu
unterschiedlichen  Zeitpunkten betrachten zu kdnnen, wurde zunachst eine
wachstumsspezifische Probenahme etabliert. Dadurch konnte das Produkt, welches zu
Anfang der Produktion produziert wurde, mit dem Produkt aus einer spateren Phase und mit
dem Produkt vom Ende der Kultivierung verglichen werden, ohne dass in den Proben zu
spateren Zeitpunkten Produkt vom Anfang der Kultur vorlag. Hier wurde die
Produktglykosylierung von funf rekombinanten Proteinen (Erythropoetin, ein IgG1-Antikorper,
C1-Inhibitor, a-1-Antitrypsin und Antithrombin I11) in unterschiedlichen Zelllinien wéhrend einer
Batch-Kultivierung mit Hilfe einer wachstumsspezifischen Probenahme analysiert. Zusatzlich
wurde die Stabilitdt einiger Glykoproteine nach Inkubation unter Kultivierungsbedingungen
betrachtet, um eine Einschatzung treffen zu kdnnen, wie stark ein bereits sekretiertes Produkt
von extrazellularen Prozessen beeinflusst wird.

Die Ergebnisse der wachstumsspezifischen Produktanalytik zeigten, dass zu Beginn einer
Kultivierung, wenn die Versorgung der Zellen optimal war, Galaktosylierungsgrad und bei
sialylierten Glykanen der Sialylierungsgrad am hochsten waren. Mit der Kultivierungsdauer
sanken Sialylierungs- und Galaktosylierungsgrad. Die Antennaritat blieb bei den hier
untersuchten Proteinen wéhrend der Kultivierung konstant. Der Antikorper zeigte zum Ende
der Kultivierung weniger core-fucosylierte Glykane und mehr High Mannose Strukturen.

Cl-Inhibitor und a-1-Antitrypsin zeigten antennare Fucosen. Der Anteil an antennaren



Fucosen sank bei der Produktion des C1-Inhibitors mit der Kultivierungsdauer. Die Versuche
zur Produktstabilitat bestatigten, dass die Glykosylierung im Kulturuiberstand lediglich von der
Aktivitat extrazellularer Glykosidasen, aber nicht von chemischen Prozessen abhangig war.
Glykosidasen gelangen durch Zelllyse in den Kulturiberstand. Es ist davon auszugehen, dass
bei sinkender Viabilitat das sekretierte Produkt durch solche Enzyme degradiert wird. Durch
den Nachweis einer Sialidase-Aktivitdt in einigen der Kulturiiberstanden wurde diese
Vermutung bestatigt. Zusatzlich zeigte sich, dass die Aktivitdten von Sialidasen in den
Kulturiiberstanden abhangig von der produzierenden Zelllinie sind.

Als weiteren Grund fir Unterschiede in der Glykosylierung konnten intrazellulare Prozesse
identifiziert werden, die durch die variierende Nahrstoffversorgung und Akkumulation von
Metaboliten hervorgerufen werden. Besonders die Versorgung mit Glukose und die
Verstoffwechselung von Glutamin schienen den Glykosylierungsprozess zu beeinflussen.
Durch die Untersuchung der funf Glykoproteine, die in unterschiedlichen Zelllinien produziert
wurden, wurde gezeigt, dass die Produktheterogenitdt sowohl zelllinien- als auch
produktabhangig ist. Fur die Optimierung von Produktionsprozessen ist ein solches Wissen
zusammen mit der Kenntnis Uber die Anforderungen, die an das zu produzierende

Glykoprotein gestellt werden, essentiell.



ABSTRACT

The increasing number of approved biopharmaceuticals produced in mammalian cell lines
emphasizes the importance of posttranslational modifications. A consistent product quality is
a major goal in the production of biotherapeutics, especially recombinant glycoproteins. In
contrast to the biosynthesis of the amino acid chain, posttranslational modifications like
glycosylation and protein folding may be influenced by changes within the production process.
Glycosylation of recombinant proteins is important for their function, half-life and stability in
vivo. In this study, glycosylation during a batch cultivation is evaluated. Cells and secreted
protein are exposed to continuous change during a cultivation batch process. In early
cultivation the supply situation is excellent and a complete glycosylation can be expected.
However, the product’s long dwell time may influence product quality. Later in cultivation,
substrate supply decreases while metabolites increase, which result in changes in cultivation.
As the dwell time of the product produced at later cultivation stages is short, an extracellular
degradation has a less significant effect. A time-dependent sampling was established to
examine the glycosylation at different cultivation stages. This sampling allows a comparison
between product from early cultivation and product resulting from later cultivation stages. In
this study, the glycosylation of five recombinant proteins (erythropoietin, an IgG1 antibody,
Cl-inhibitor, a-1-antitrypsin and antithrombin Ill) was analysed. The proteins were produced
in different cell lines in batch cultivations. Products from three different cultivation periods
could be evaluated with the time-dependent sampling. Additional glycoprotein stability was
considered after exposure to different cultivation-like scenarios to estimate the influence of
extracellular processes.

Results of the time-dependent analysis of the glycosylation showed that in early cultivation
stages (excellent supply situation) the degree of galactosylation and sialylation (for sialylated
products) was higher than in later cultivation stages. Galactosylation and sialylation decreased
during cultivation, antennarity however stayed consistent. The antibody showed less core
fucosylation but an increase in high mannose structures in later cultivation stages. Antennary
fucoses were found in Cl-inhibitor and a-1-antitrypsin. The antennary fucosylation of
Cl-inhibitor decreased with the cultivation time. Glycosylation was dependent on glycosidase
activity in the supernatant, but not on chemical processes. This was confirmed via the stability
experiments. It is likely that the secreted product is degraded by glycosidases with a
decreasing viability of the cell culture due to cell lysis. With the evidence of sialidase activity
this assumption was confirmed. Furthermore, it was shown that sialidase activity is dependent

on the producing cell line.



Changes of intracellular processes due to varying substrate supply and accumulating
metabolites were found to be a further reason for changes in glycosylation during a batch
cultivation. Mainly glucose supply and metabolism of glutamine appeared to influence the
glycosylation process.

With the examination of five glycoproteins produced in different cell lines it could be shown
that product heterogeneity is cell line dependent as well as product dependent. Such
knowledge combined with the awareness of the requirements of the biotherapeutic is essential

for optimising a production process.
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Einleitung

EINLEITUNG

Allein in den letzten zehn Jahren wurden in den Vereinigten Staaten und in der Europaischen
Union mehr als 100 neue Biopharmazeutika zugelassen. lhr Marktwert steigert sich stetig.
2013 wurden 140 Milliarden US Dollar mit Biopharmazeutika umgesetzt (Walsh, G.; 2014).
2016 waren es bereits 228 Milliarden Dollar (Moorkens, E., et al.; 2017). Im Zeitraum von
1995-1999 betrug der Anteil an Biopharmazeutika aus Saugetierzellen 47 %, zwischen
2000-2004 bereits 55 % und in den Jahren 2005-2010 58 %. Bis 2014 stieg der Anteil auf
60 % aller Zulassungen von Biopharmazeutika (Walsh, G.; 2014). Ein Grund daflr ist die
Fahigkeit der Zellen die Proteine posttranslational zu modifizieren. Besonders die
posttranslationale Modifikation durch Glykosylierungen beeinflusst Faltung und Stabilitét
sowie die biologische Aktivitat, die Halbwertszeit im Blutkreislauf und die Immunogenitat
(Runkel, L., et al.; 1998; Elliott, S., et al.; 2003; Ghaderi, D., et al.; 2012; Jefferis, R.; 2016;
Kuriakose, A., et al.; 2016). Bei der Glykosylierung handelt es sich nicht um einen genetisch
codierten Bauplan, sondern sie ist von vielen, zum Teil wenig beeinflussbaren Faktoren
abhangig (Hossler, P., et al.; 2009; Zhang, P., et al.; 2016). Neben der Auswahl der
Produktionszelllinie und dem Zellliniendesign sind auch Faktoren wie die Zusammensetzung
des Mediums, die Art der Kultivierung (Batch, Fed-Batch oder Perfusion), Temperatur und
pH-Wert fur die Glykosylierung von Bedeutung (lvarsson, M., et al.; 2014; Chen, P.; Harcum,
S. W.; 2006; Fan, Y., et al.; 2015; Liu, H., et al.; 2016; Dionne, B., et al.; 2017). Aus diesem
Grund ist eine Analytik und Kontrolle der Glykosylierung von rekombinant produzierten
Proteinen, die als Biopharmazeutika zugelassen werden sollen, nicht nur nach Etablierung
eines Produktionsprozesses, sondern ebenfalls fiir jede einzelne Produktionscharge von
enormer Bedeutung.

In den Jahren 2013 bis 2016 liefen in der Europaischen Union 13 Patente fir
Biopharmazeutika aus, wodurch der Marktanteil an Biosimilars wuchs (Walsh, G.; 2014). Als
Biosimilars werden Praparate bezeichnet, die dem bereits zugelassenem Produkt ahnein,
aber einen anderen Herstellungsprozess aufweisen. Da die Glykosylierung stark von der
produzierenden Zelllinie und dem Kultivierungsprozess beeinflusst werden kann, ist die
Kontrolle der Glykosylierung der Biosimilars essentiell wichtig (Borza, B., et al.; 2018; Grampp,
G.; Ramanan, S.; 2015).

Um auf die durch Glykosylierungen entstehende Produktheterogenitét gezielt einwirken und
diese kontrollieren zu konnen, ist es unerlasslich die beeinflussenden Faktoren fir die
jeweilige Produktionszelllinie und fir das jeweilige Produkt zu kennen. Daher sollte die
Prozessfiihrung nicht nur auf Zellwachstum und Produktivitat, sondern auch auf die

Glykosylierung hin optimiert werden. Die Anspriche an die Glykosylierung kénnen von Protein
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Theoretischer Hintergrund

zu Protein variieren. So ist fir monoklonare Antikérper (mAb), die in der Onkologie eingesetzt
werden, beispielsweise ein geringer Grad an core-Fucosylierungen vorteilhaft (Liu, L.; 2015;
Liu, H., et al.; 2016; Jefferis, R.; 2005; Liu, L., et al.; 2011). Bei der Behandlung von
hamatologischen Erkrankungen mittels Erythropoetins (EPO) wird besonderen Wert auf den
Sialylierungsgrad der Glykane gelegt, um eine langere Halbwertszeit des Medikaments im
Blutkreislauf des Patienten gewahrleisten zu konnen. Daher wurde am Protein eine
zuséatzliche Glykosylierungsstelle eingefugt, um den Sialylierungsgrad des Proteins zu
erhohen. Das entstandene Produkt Darbepoetin weist eine deutlich langere Halbwertszeit auf
als rekombinant produziertes EPO (Egrie, J. C., et al.; 2003). Diese Beispiele zeigen, wie
unterschiedlich die Anspriche an ein Glykoprotein sein koénnen und wie viele
Optimierungsmoglichkeiten es gibt.

Nicht nur die Anforderungen an die Glykosylierung des Proteins sind wichtig auf dem Weg zur
Optimierung eines Produktionsprozesses, sondern auch das Wissen uber die Ursachen der
Heterogenitat der Glykosylierungen. Welche Unterschiede sind bedingt durch die Zelllinie, das
Medium oder den Produktionsprozess? Des Weiteren stellen sich die Fragen, ob bereits
unterschiedlich glykosylierte Formen produziert und sekretiert werden, oder, ob die
Heterogenitat aullerhalb der Zelle durch degradierende Prozesse entsteht. Ist die
Produktheterogenitat auf die eigentliche Produktion innerhalb der Zelle zurtickzufiihren, so ist
ungewiss, ob das Produkt in verschiedene Wachstumsphasen unterschiedlich glykosyliert
wird. Das wirde bedeuten, dass am Ende eines Batch-Prozesses ein Gemisch dieser
Produkte vorliegt. Es ware aber auch moglich, dass das Produkt zu jedem Zeitpunkt
gleichermal3en heterogen produziert wird. Bei der Veranderung des Produktes auf3erhalb der
Zelle ist unklar, ob chemische und physikalische Einfliisse zur Degradation beitragen, oder ob
die Glykanstrukturen durch enzymatische Prozesse verandert werden.

In der vorliegenden Arbeit sollten Antworten auf diese Fragen gefunden werden. Zunachst
musste dazu eine wachstumsspezifische Probenahme entwickelt werden, die es erlaubt das
Produkt aus einem bestimmten Zeitraum der Kultivierung zu untersuchen, ohne dass erstens
Produkte aus vorherigen Wachstumsphasen die Ergebnisse verfalschen und zweitens
Wachstums- und Produktionsbedingungen sich im Vergleich zu einer Kultivierung ohne
Probenahmen verédndern. Es wurden funf unterschiedliche Biopharmazeutika (EPO, mAb,
C1-Inhibitor, a-1-Antitrypsin und Antithrombin IIl) in funf unterschiedlichen Zellen (CHO- und
humane Zelllinien) produziert und wachstumsspezifisch analysiert. Ferner wurde der Einfluss
von chemischen, physikalischen und enzymatischen Prozessen auf das sekretierte Produkt
untersucht. In der Literatur sind viele Studien zu finden, die vom Einfluss verschiedener
Parameter auf die Produktglykosylierung berichten. Manche dieser Parameter zeigten bei

unterschiedlichen Produkten und verschiedenen Produktionszelllinien kontrédre Effekte. Um
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maoglichst umfassende Ergebnisse zu erhalten, wurden sowohl Glykoproteine mit diverser
Komplexitat in  ihrer  Glykosylierung ausgewéhlt, als auch unterschiedliche

Produktionszelllinien.
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Theoretischer Hintergrund

1. Theoretischer Hintergrund

Ziel dieser Arbeit war die Analyse funf unterschiedlicher Glykoproteine, die in der Pharmazie
eingesetzt werden. Dazu sollte der putative Einfluss unterschiedlicher Wachstumsphasen
diverser Saugetierzellen auf die Glykosylierung untersucht werden. Hierzu wird im Folgenden
der Einsatz von Glykoproteinen als Pharmazeutika beschrieben. Zudem werden
unterschiedliche Arten der Glykosylierung als posttranslationale Modifikation dargestellt. Die
vorliegende Arbeit legt den Fokus auf die Analyse der N-Glykosylierung der produzierten
Glykoproteine. Darlber hinaus werden unterschiedliche Expressionssysteme flr
Glykoproteine aufgezeigt mit besonderem Blick auf die hier eingesetzten Saugetierzellen. Da
neben den Expressionssystemen, auch die Kultivierungsbedingungen einen Einfluss auf die
Glykosylierung haben, werden Faktoren der Kultivierung und ihr Einfluss néher betrachtet,
ebenso wie die extrazellularen Reaktionen, die im Zellkulturiberstand Einfluss auf die
Glykosylierung haben kdnnen. Um mogliche Veranderungen in der Glykosylierung der
Proteine in Bezug auf ihre pharmakologische Wirkung hin einordnen zu kénnen, werden die
einzelnen Proteine, ihre Glykosylierung sowie deren Bedeutung beschrieben.

1.1. Produktion von rekombinanten Pharmazeutika

Der humane gewebsspezifische Plasminogenaktivator (tissue plasminogen activator, tPA)
war 1986 das erste zugelassene therapeutische Protein, welches in Saugetierzellen
produziert wurde (Wurm, F. M.; 2004). Der Unterschied zwischen der Produktion von
rekombinanten Proteinen in Tierzellen und in Bakterien, wie beispielsweise in Escherichia coli,
ist die korrekte Faltung der Proteine und die posttranslationalen Modifikationen (PTM), die
nicht genetisch codiert sind (Butler, M.; 2005). So konnte bereits 1982 Insulin in Escherichia
coli produziert werden, da es sich um ein strukturell einfaches Protein handelt, welches
posttranslational kaum verandert wird. Bei komplexeren Proteinen, bei denen PTMs sowohl
fur eine korrekte Faltung als auch fiur die Bioaktivitdt essentiell sind, ist jedoch eine
Maschinerie notwendig, wie sie in eukaryotischen Zellen zu finden ist (Butler, M.; 2005). Bis
2004 wurden bereits 60-70 % der rekombinanten therapeutischen Proteine in S&ugetierzellen
produziert (Wurm, F. M.; 2004). Bis 2014 wurden 246 rekombinant produzierte
Biopharmazeutika in den USA und der Europaischen Union (EU) zugelassen (Walsh, G.;
2014). In den Jahren 2010 bis 2014 machten den Hauptanteil monoklonale Antikérper (mAbs)
aus (17 von 54 zugelassenen Produkten). Neben den mAbs wurden neun Hormone, acht
Blut-relevante  Proteine, sechs Enzyme, vier Impfstoffe, Fusionsproteine und
Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierenden Faktoren sowie ein Interferon und ein

Gentherapie basiertes Produkt zugelassen. 59 % der Produkte waren neue Zulassungen,
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wohingegen 41 % Biosimilars oder Produkte, die bereits anderorts zugelassen wurden,
ausmachten (Walsh, G.; 2014).

2016 brachten Biopharmazeutika einen weltweiten Umsatz von 228 Milliarden US Dollar
(Moorkens, E., et al.; 2017). Dies zeigt, dass der Markt an Biopharmazeutika weiterwachst.
Um sowohl die Produktivitat der Zellen als auch die Qualitat der Produkte zu optimieren, wurde
in den letzten Jahren auf verschiedenen Ebenen geforscht. Nicht nur Studien in den Bereichen
der Genexpression, des Metabolismus, des Zellzyklus, sondern auch bessere Kenntnisse
Uber Vektorsysteme, Zellliniendesign, Medienoptimierung, Screening Methoden und
Prozessfiihrung fihrten bereits zu héherer Produktivitat von Zelllinien (Butler, M.; 2005; Butler,
M.; 2006; Wurm, F. M.; 2004; Lin, H., et al.; 2017) und einer hdéheren Produktqualitat
(Shinkawa, T., et al.; 2003; Sha, S., et al.; 2016), wie beispielsweise eine langere
Halbwertszeit von modifiziertem EPO im Koérper (Egrie, J. C., et al.; 2003). Fir die Produktion
von Therapeutika ist es wichtig, dass ihre Glykosylierung der Glykosylierung humaner
Proteine entspricht, da sie andernfalls immunogen sein kdnnten (Jefferis, R.; 2016; Raju, T.
S.; 2003; Kuriakose, A., et al.; 2016). Die Enzymausstattung der Wirtszellen ist fir die PTMs,
wie die Glykosylierung, von Bedeutung, da unterschiedliche Organismen unterschiedliche
Glykanstrukturen bilden (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1993; Gramer, M. J.; Goochee, C.
F.; 1994; Chadd, H. E.; Chamow, S. M.; 2001; Butler, M.; 2005; Gomord, V., et al.; 2005; Goh,
J. B.; Ng, S. K.; 2018). Einige Expressionssysteme werden in Kapitel 1.3.1 detailliert

beschrieben.
1.2. Proteinglykosylierung

Monosaccharide kénnen kovalent an Proteine oder Lipide gebunden sein. Glykoproteine,
Glykolipide und Proteoglykane werden als Glykokonjugate bezeichnet. Diese Arbeit befasst
sich  mit den Glykoproteinen. Sind Kohlenhydratseitenketten glykosidisch an
Aminosaure (AS)-Reste gebunden, so handelt es sich um Glykoproteine. Diese
Glykosylierungen werden hauptséachlich in O- und N-Glykane aufgeteilt. Die meisten
O-Glykane sind Uber N-Acetyl-a-D-Galaktosamin an ein Serin oder Threonin gebunden.
N-Glykane sind tUber N-Acetyl-B-D-Glucosamin an Asparagin gebunden. Die Struktur der
N-Glykane wird in drei Typen aufgeteilt: High Mannose, Komplex Typ und Hybrid Typ. Die
N-Glykantypen sowie die unterschiedlichen Klassen der O-Glykane sind in Abbildung 1

schematisch dargestellt.
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Cc
@ Man A Fuc O Gal O GalNAc B GlcNAc @ NANA < NGNA

Abbildung 1: Die schematische Darstellung der Zuckerstrukturen von N- und O-Glykanen. (A) Drei
N-Glykantypen. (B) Représentative Darstellung der 8 Klassen der O-Glykane. (C) Symbolische
Darstellung der Monosaccharide, die in O- und N-Glykanen vorkommen (Man: Mannose; Fuc: Fucose;
Gal: Galaktose; GalNAc: N-Acetylgalaktosamin;  GIcNAc:  N-Acetylglucosamin;  NANA:
N-Acetylneuraminsaure; NGNA: N-Glykolylneuraminséure) (Hossler, P., et al.; 2009).

Glykane setzen sich aus mehreren Monosacchariden zusammen. Zu diesen
Monosacchariden gehoren neutrale Zucker wie Mannose (Man), Galaktose (Gal), Fucose
(Fuc), N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) und N-Acetylglucosamin (GIcNAc). Diese machen, wie
in Abbildung 1 zu sehen ist, den Grof3teil der Glykane aus (Staudacher, E., et al.; 1999; Becker,
D. J.; Lowe, J. B.; 2003). Zudem kdnnen terminal geladene Zucker an die Glykane angehéangt
werden. N-Acetylneuraminsaure (NANA) und N-Glykolylneuraminsaure (NGNA) sind

Sialinsauren, die durch Modifikationen von Neuraminsaure entstehen (Varki, A.; 2009).
1.2.1. Sialinsauren

Die geladenen Sialinsduren, insbesondere NANA und NGNA spielen eine gesonderte Rolle
in der Proteinglykosylierung und werden im Folgenden detailliert beschrieben. In Abbildung 2

ist die Grundstruktur der Sialinsduren mit den zugehdérigen moglichen Substituenten gezeigt.

Abbildung 2: Grundstruktur der Sialinsduren, R1 - R9 zeigen die Bindungsstellen fur unterschiedliche
Substituenten (Varki, A.; 2009).

Aus den sieben Stellen, an denen jeweils unterschiedliche Substituenten gebunden werden

konnen bzw. von denen aus Bindungen zu anderen Molekulen eingegangen werden konnen,
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resultiert eine grol3e Vielfalt der Sialinsduren. Es gibt vier ,Kern“-Strukturen: NGNA
(R5= N-Acetyl, hydroxyliert), NANA (R5=N-Acetyl), Kdn (R5=Hydroxyl Gruppe,
2-Keto-3-Deoxy-D-Glycero-D-Galaktononulosonsdure) und Neu (R5=H, Neuraminsaure).
Die weiteren moglichen Strukturen bilden sich aus diesen Sialinsauren durch die Bindung von
Acetyl-, Sulfat-, Lactyl-, Methyl- oder Phosphat-Gruppen. Das erste Kohlenstoffatom (C 1) ist
unter physiologischem pH deprotoniert, wodurch eine negative Ladung entsteht (Schauer, R.;
2009; Varki, A.; 2009; Ghaderi, D., et al.; 2007).

NANA und Kdn sind die Vorlaufer fur alle in Saugetieren bekannten Sialinsauren. Diese
werden in Wirbeltieren aus ManNAc-6-P (Vorlaufer fur NANA) oder Man-6-P (Vorlaufer fur
Kdn) durch Kondensation mit Phosphoenolpyruvat gewonnen. Diesen Vorstufen geht
aktiviertes GIcNAc (UDP-GIcNAc) voraus, welches durch ein bifunktionales Enzym, die
UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase (GNE) zu UDP und ManNAc-6-P umgewandelt
wird (Ghaderi, D., et al.; 2007). Nach der Kondensation der Zucker werden diese durch eine
spezifische Phosphorylase dephosphoryliert. Um auf ein Glykan Ubertragen werden zu
kénnen, missen die Sialinsduren aktiviert werden. Dies geschieht durch eine
CMP-Sia-Synthase, wobei Cytidintriphosphat als Donor dient. Cytidinmonophosphat (CMP)
wird unter Abgabe von zwei Phosphatgruppen auf die Sialinséure tbertragen. Diese Reaktion
findet im Zellkern statt. Die aktivierte Sialinsdure gelangt Uber das Cytoplasma in das
Golgi-Lumen. Dort kann die Sialinsaure unter Abspaltung des CMP durch eine
Sialyl-Transferase (SiaT) auf ein Glykokonjugat tUbertragen werden (Tipson, R. S.; Horton, D.;
1982; Kondo, H., et al.; 1992; Schauer, R.; 2000; Schauer, R.; 2009; Varki, A.; 2009).

Die Funktionen von Sialinsauren sind mannigfaltig. Die bei physiologischem pH starke
Elektronegativitat der geladenen Zucker ist bei der Bindung und dem Transport von lonen und
der Stabilisierung der Proteinkonformation essentiell. Auch die Viskositat von Mucinen wird
durch ihre Elektronegativitat beeinflusst. Eine weitere Funktion von Sialinsauren ist der Schutz
vor Proteasen und Glykosidasen, als auch vor dem Abbau des Glykokonjugates durch
Makrophagen und Hepatozyten, wodurch die Halbwertszeit von Molekilen im Organismus
verlangert wird. Neben diesen maskierenden Effekten konnen Sialinsduren auch als Liganden
von beispielsweise mikrobiellen Lektinen dienen, was in der Aufreinigung von sialylierten
Glykoproteinen ausgenutzt wird (Schauer, R.; 2009; Varki, A.; 2009).

Obwohl die zuvor bereits genannten ,Kern“-Strukturen in den meisten Saugetieren
vorkommen, ist NGNA in menschlichem Gewebe nur in Spuren zu finden. Im Gegensatz zu
Primaten wie Schimpansen und Bonobos sowie den meisten anderen Sdugetieren hat der
Mensch eine Deletion im cmah Gen, welches far das Enzym
Cytidinmonophospho-N-acetylneuraminsdure-Hydroxylase codiert. Dies fuhrt zum Fehlen

eines aktiven Enzyms, was wiederum zum Fehlen von NGNA im menschlichen Gewebe flhrt
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(Irie, A.; Suzuki, A.; 1998). Das Vorkommen von geringen Mengen von NGNA in menschlichen
Gewebe wird durch die Aufnahme von rotem Fleisch und Milchprodukten erklart
(Tangvoranuntakul, P., et al.; 2003; Varki, A.; 2009). Wird NGNA dem Menschen in héheren
Dosen zugefuhrt, beispielsweise durch nicht human glykosylierte Biopharmazeutika, werden
Antikorper gegen diese Sialinsaure (Hanganutziu-Deicher-Antigen) gebildet, was eine starke
Immunantwort bis hin zu einem anaphylaktischen Schock hervorrufen kann. Diese Antikdrper
wurden ebenfalls bei Krebspatienten, bei Patienten mit einer Herpes-Infektion oder bei
Patienten mit der Marek-Krankheit (Viruserkrankung) nachgewiesen (Varki, A.; 2009).

Nicht nur die angehangene Sialinsdure kann abhangig vom Organismus sein, sondern auch
die Bindung zwischen Galaktose und Sialinsaure kann je nach Organismus als a-2,3 oder
a-2,6 Bindung vorliegen. Dieser Unterschied kann die Wirkungsweise des Proteins
beeinflussen (Higai, K., et al.; 2006; Takahata, M., et al.; 2007).

Sialinsauren sind durch die weit gefacherten Funktionen fur pathologische und
pharmazeutische Studien von besonderer Bedeutung. Beispielsweise binden viele bakterielle
Toxine und auch Viren an sialylierte Glykokonjugate. Uber die Bindung an
NANA-Gal-Strukturen kénnen Influenza-Viren in die Wirtszelle eindringen (Chandrasekaran,
A., et al.; 2008). Unterschiedliche Krankheiten stehen mit einer Veranderung der Sialinsauren
in Verbindung. So scheinen solche Verdnderungen bei Krankheiten wie Diabetes, Alzheimer
und Arteriosklerose involviert zu sein (Schauer, R.; 2000; Varki, A.; 2009). Gegen Influenza A
und B konnten kompetitive Inhibitoren von viralen Sialidasen erfolgreich eingesetzt werden,
um die Verbreitung der Viren im Organismus zu hemmen. Rekombinant produzierte
Pharmazeutika konnten durch eine Erh6hung des Sialylierungsgrades in Hinblick auf die
biologische Aktivitat und die Halbwertszeit im Kreislauf verbessert werden (vgl. Kapitel 1.5.1)
(Varki, A.; 2009).

1.2.2. O-Glykosylierung

Innerhalb der Glykoproteine gibt es unterschiedliche Arten der Glykosylierung. Wie zuvor
bereits beschrieben, sind die beiden bekanntesten Arten die N- und die O-Glykosylierung.
O-Glykane sind Uber eine O-glykosidische Bindung an Serin oder Threonin gebunden und
kénnen nicht nur, wie in Abbildung 1 gezeigt, ein GalNAc als primares Glykan besitzen,
sondern auch eine Fucose oder Glukose. Diese O-Glukose-Glykane sind jedoch nur bei
wenigen Proteinen wie den Faktoren VII oder 1X, dem Protein Z, dem fétalen Antigen 1 und
Notch bekannt (Varki, A.; 2009). Eine komplexere O-Glykosylierung ist die
O-Mannose-Glykosylierung. Sie macht ein Drittel aller O-Glykosylierungen im Gehirn aus.
Kollagen, ein Protein, das den Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix ausmacht, tragt

haufig Uber eine O-Bindung ein Disaccharid (Glc-Gal) an einem Hydroxylysin oder einem
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Hydroxyprolin. Der dadurch resultierende Kohlenhydratanteil dient der Wasserbindung im
Bindegewebe (Spiro, R. G.; Spiro M. J; 1971; Myllyharju, J.; 2004; Peter - Katalini¢, J.; 2005).
Die O-GalNAc-Glykosylierung wird auch Mucin O-Glykosylierung genannt, da O-Glykane bei
Mucinen 80 % des Molekulargewichts ausmachen kénnen (Varki, A.; 2009). Die Klassen der
O-GalNAc-Glykane sind in Abbildung 1 gezeigt. Im Gegensatz zu den N-Glykanen werden
O-Glykane posttranslational direkt am Protein durch das Anhangen von Monosacchariden
gebildet (van den Steen, P., et al.; 1998; Novak, J., et al.; 2000). Die Ubertragung eines
UDP-GalNAc auf ein Serin oder Threonin geschieht im Golgi-Apparat und initiiert die
Glykosylierung. Die nachsten Zucker werden dort einzeln durch core-spezifische Enzyme
angehangt (Hanisch, F. G.; 2001; Varki, A.; 2009).

Mucine werden in den Atmungsorganen, dem Gastrointestinaltrakt, dem Urogenitaltrakt und
den Augen sekretiert. Mucine kdnnen durch die negativ geladenen Glykosylierungen Wasser
stark binden und bilden so eine schitzende Schleimschicht Giber dem Epithelgewebe (Hanisch,
F. G.; 2001; Robbe, C., et al.; 2004; Varki, A.; 2009).

Die O-Glykosylierung schitzt nicht nur Zellen, sondern sie beeinflusst auch die Konformation
des gebundenen Proteins. Dadurch werden je nach Glykosylierung unterschiedliche Epitope
von unterschiedlichen Antikérpern erkannt und gebunden (Hanisch, F. G.; 2001; Varki, A.;
2009). Des Weiteren ist bekannt, dass O-Glykosylierungen fir die Regulation von
Enzym-Aktivitaten und der Proprotein-Prozessierung relevant sind. Sie dienen zusatzlich als
Signalmolekdl, um das synthetisierte Protein zur richtigen Lokalisation innerhalb der Zelle zu
fuhren (Schjoldager, K. T.-B. G.; Clausen, H.; 2012; Robledo, Y., et al.; 2006; van den Steen,
P., etal.; 1998). Es wurde gezeigt, dass veranderte O-Glykane Einfluss auf die Invasivitat von
Tumoren haben (Gill, D. J., et al.; 2013; Radhakrishnan, P., et al.; 2014). Zudem sind
O-Glykane essentiell fir den von Willebrand Faktor und somit fir die Hamostase (Badirou, .,
et al.; 2012). O-Glykane sind kritisch fiir die Unversehrtheit von GefalRen und wéahrend der
eukaryotischen Entwicklung (Tran, D. T.; Hagen, K. G. ten; 2013; Herzog, B. H., et al.; 2014).

1.2.3. N-Glykosylierung

Da in dieser Arbeit die Analytik von N-Glykanen im Mittelpunkt steht, fokussiert das folgende
Kapitel die Synthese und die Funktion von N-Glykosylierungen.

Bei der N-Glykosylierung handelt es sich um einen enzymatischen Prozess, bei dem ein
Glykan uUber eine glykosidische Bindung an ein Asparagin (Asn) eines Proteins angehangt
wird. Fir die N-Glykosylierung gibt es bestimmte Erkennungssequenzen: Asparagin (Asn) -
beliebige AS (auRRer Prolin) - Serin (Ser) oder Threonin (Thr) (N-X-S/T). In manchen Fallen

tritt anstelle des Serins oder Threonins auch ein reduziertes Cystein (Varki, A.; 2009).
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Die putativen N-Glykosylierungsstellen bilden die Grundlage fir die Makroheterogenitat. Dies
bedeutet, dass die Glykosylierungsstellen eines Proteins variabel glykosyliert werden kdnnen
(Apweiler, R.; 1999). Die Makroheterogenitat beschreibt den Glykosylierungsgrad des
Proteins. Die Mikroheterogenitét hingegen stellt die Variabilitat der Struktur des gebundenen
Glykans an einer einzigen Glykosylierungsstelle dar. Die Mikroheterogenitat zeigt sich nicht
nur in unterschiedlichen Organismen, sondern kann auch bei unterschiedlicher Kultivierung
einer Zelllinie und in unterschiedlichen Wachstumsphasen nachgewiesen werden (Elbers, I.
J., et al.; 2001). Die drei Kernstrukturen der N-Glykane wurden oben bereits vorgestellt
(vgl. Abbildung 1). Ausgehend von diesen Strukturen sind durch das Anhangen verschiedener
Monosaccharide Uber variable Verbindungen an unterschiedlichen Stellen innerhalb des
Glykans unzahlige unterschiedliche Glykanstrukturen moglich. Eine variierende Anzahl an
Wiederholungen (repeats) bestimmter Zuckermotive kénnen innerhalb des Glykans eingebaut
werden. Ursachen fir die variable Glykanstrukturen sind zum einen Organismus abhangige
Faktoren wie die Enzymausstattung der jeweiligen Zelle (beispielsweise die Expression von
Glykosyltranferasen), die Kompetition der Enzyme um ein Substrat und die Verweilzeit der
Proteine im Golgi-Apparat. Zum anderen kdnnen auflere Faktoren Einfluss auf die
Glykosylierung nehmen: Das Vorhandensein der verschiedenen Zuckermolekile in
bestimmten Konzentrationen sowie die Kultivierungsbedingungen (Elbers, I. J., et al.; 2001).

Unterschiedliche Einfliisse auf die Glykosylierung werden in Kapitel 1.3 naher betrachtet.
1.2.3.1. Biosynthese

Die Synthese der N-Glykane lasst sich in funf Schritte aufteilen (Rademacher, T. W., et al.;
1988; Dwek, R. A., et al.; 1993; Varki, A.; 2009).

1) Aufbau eines Oligosaccharids an einem Dolicholphosphat (Dol-P)

2) Ubertragung des unreifen Glykans auf das entstehende Protein

3) Verkilrzung des Glykans (Frihe Prozessierung)

4) Entstehung des High Mannose, Komplex- oder Hybrid Glykans (spéate Prozessierung)
5) Reifung des Glykans

1) Aufbau eines Oligosaccharid an einem Dolicholphosphat (Dol-P)

Dolichol ist ein Polyisoprenol und ist Uber die Isopreneinheiten in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums (ER) verankert. Das Dolichol tragt terminal eine
Phosphatgruppe (P). Die Synthese des Dol-P-P-Glykans wird durch die
GIcNAc-1-Phosphotransferase (ALG 7, ALG= Asparagin-linked glycosylation protein)

eingeleitet, welche ein GIcNAc-P von einem UDP-GICNAc unter Abspaltung eines
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Uridinmonophosphates (UMP) auf das Dol-P lbertragt. AnschlieBend wird ein weiteres
UDP-GIcNAc von dem ALG 13 oder 14 (UDP-GIcNAc-Transferase) unter Abspaltung des
UDPs an das GIcNAc gehangt (Ruddock, L. W.; Molinari, M.; 2006). Darauf folgt das
schrittweise Anhangen von funf Guanidindiphosphat (GDP)-Man, die unter Abspaltung des
GDPs von unterschiedlichen spezifischen Glykosyltransferasen (ALG1, ALG2, ALG11)
Ubertragen werden. Das so gebildete MansGIcNAc,-P-P-Dol wird durch den
Flip-Flop-Mechanismus von der cytosolischen Seite des ER in dessen Lumen dberfihrt.
Dieser Mechanismus leitet die weitere Synthese des Glykanvorlaufers ein (Schenk, B., et al.;
2001; Lairson, L. L., et al.; 2008). Das Glykan wird von spezifischen Enzymen (ALG3, ALG9,
ALG12) mit vier weiteren Mannosen verlangert, die von einem Dol-P-Man stammen. Die
Ubertragung einer Mannose auf ein Dol-P geschieht durch das Enzym DPM1 (Dol-P
Mannosyltransferase 1) auf der cytosolischen Seite der ER Membran. Dazu wird eine
GDP-Man unter Abspaltung des GDPs an das Dol-P gebunden. Dieser Komplex muss auf die
Innenseite der ER Membran geflippt werden. Uber einen &hnlichen Mechanismus werden drei
Glukose-Molekile angehangt. Eine GDP-GIc wird auf der cytosolischen Seite des ER mittels

ALGS5 an ein Dol-P unter Abspaltung des GDPs gebunden.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Synthese des GlczsMansGlcNac2-P-P-Dol-Vorlaufers und
der Ubertragung des unreifen Glykans auf das Asparagin in der AS-Kette. Auf der cytosolischen Seite
des ERs wird zunachst der MansGIcNAc2z-P-P-Dol Precursor synthetisiert und anschlieend im ER
Lumen der zur Ubertragung fertige GlcaManeGIcNAc2-P-P-Dol Precursor. Das 14-Zucker Glykan wird
mittels Oligosaccharyltransferase (OST) auf die entstehende AS-Kette Ubertragen (Mohammed Al-
Rubeai; 2002).

Auch das Dol-P-Glc flippt auf die Innenseite der ER Membran. Drei Glukose-Molekule werden
schrittweise durch die Enzyme ALG6, ALG8 und ALG10 auf das Glykan ubertragen

18



Theoretischer Hintergrund

(vgl. Abbildung 3) (Schachter, H.; 2000; Varki, A.; 2009). Das unreife Glykan des
GlcsMangGIcNAc,-P-P-Dol Vorlaufers kann auf die entstehende AS-Kette Gibertragen werden.

2) Ubertragung des unreifen Glykans auf das entstehende Protein

Die Ubertragung des unreifen N-Glykans auf die entstehende AS-Kette wird durch einen
Proteinkomplex, die Oligosaccharyltransferase (OST), katalysiert (Shibatani, T., et al.; 2005;
Igura, M., et al.; 2008). Diese Reaktion findet im Lumen des ERs statt. Ein neu synthetisierter
Teil einer AS-Kette mit der N-X-S/T Sequenz gelangt tber ein Translokon in das Lumen des
ERs. Die OST bindet an das membranstandige GlczsMansGIcNAcz-P-P-Dol und tbertragt das
Glykan auf das Asparagin des entstehenden Proteins. Dies geschieht durch die Spaltung der
energiereichen GIcNAc-P Bindung unter Abspaltung des Dol-P-P (vgl. Abbildung 3) (Kelleher,
D. J.; Gilmore, R.; 2006; Varki, A.; 2009).

3) Verkirzung des Glykans (Frihe Prozessierung)

Wahrend der frilhen Prozessierung wird das 14-Zucker Glykan verkirzt. Dieses Trimmen
findet kotranslational im Lumen des ERs statt. Die ersten Schritte der Prozessierung scheinen
in den meisten Eukaryoten konserviert zu sein (Stanley, P., et al.; 2017) und sind von
besonderer Bedeutung fiir die Faltung des Glykoproteins: Die verkiirzten Glykane dienen als
Checkpoints im ER. Sie kénnen von Lektin-ahnlichen Chaperonen Calnexin/Calretikulin
spezifisch erkannt werden. Das Calnexin und Calretikulin (CNX/CRT) System ist fir die
Quialitatssicherung der Proteinfaltung entscheidend. Nachdem die terminalen Glukosen
sequentiell mit Hilfe der a-Glucosidase | und Il vom Glykan entfernt wurden, gelangt das
Glykoprotein in das CNX/CRT-System. Calnexin ist ein Membran-gebundenes ER Chaperon,
wahrend Calretikulin l6slich vorliegt. Diese Chaperone binden an das monoglykosidische
Glykan. AnschlieRend wird eine Thiol-Disulfid-Reduktase (Erp57) durch CNX oder CRT
komplexiert. Diese bildet oder spaltet Disulfidbriicken des gebundenen Glykoproteins. Die
a-Glucosidase 1l spaltet die letzte Glukose vom Glykan, wodurch sich das Protein von CRT
oder CNX |6st und von der Glykoprotein-Glycosyltransferase auf korrekte Faltung hin geprtift
wird. Durch die Erkennung exponierter hydrophober Bereiche und exzessiven
Oberflachendynamiken, was Zeichen fir eine unzureichende Faltung sind, wird falsch
gefalteten Glykoproteinen Uber eine Glykosyltransferase eine Glukose angehangt, was zu
einer erneuten Bindung an CXN oder CRT flhrt. Ist das Glykoproteinen korrekt gefaltet,
gelangt es uber ein Shuttlesystem in den Cis-Golgi-Apparat (Parodi, A. J.; 2000; Shental-
Bechor, D.; Levy, Y.; 2008; Leymarie, N.; Zaia, J.; 2012; Parodi, A., et al.; 2017). Uber einen

weiteren Prozess (ERAD= ER assisted degradation) kdnnen falsch gefaltete Glykoproteine
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aus dem ER entfernt und durch das Lysosom abgebaut werden. Teil dieses Systems ist ein
a-Mannosidase I-ahnliches Protein EDEM (ER degradation-enhancing-a-Mannosidase I-like
protein).

Im ER wird bei vielen Glykoproteinen die terminale Mannose der zentralen Antenne des
Glykans durch die a-Mannosidase | abgespalten, wodurch ein MansGIcNAcz-Isomer entsteht.
Dementsprechend gelangen sowohl Glykoproteine mit acht, als auch mit neun Mannosen zum
Cis-Golgi-Apparat (Herscovics, A.; 1999; Varki, A.; 2009). In Abbildung 4 sind diese
Mechanismen schematisch dargestellt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Prozessierung und Reifung von N-Glykanen (Varki, A
20009).

Zum Teil gelangen Glykane mit einer Glukose in den Cis-Golgi-Apparat. Bei diesen werden
mittels einer Endo-a-Mannosidase sowohl die Glukose, als auch eine Mannose abgespalten.
Dadurch entsteht ein weiteres MangGIcNAcz-Isomer, welches sich von dem im ER gebildeten
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unterscheidet. In mehrzelligen Organismen spalten die a1-2 Mannosidasen IA, IB und IC die
a1-2 Mannose Reste vom Glykan ab, wodurch ein MansGIcNAc2-Glykan entsteht (Herscovics,
A.; 1999; Varki, A.; 2009).

4) Entstehung des High Mannose, Komplex- oder Hybrid-Glykans (spate Prozessierung)

Wie in Abbildung 4 zu erkennen ist, findet die spatere Prozessierung im Medial-Golgi-Apparat
statt. Die Prozessierung wird durch die N-Acetylglucosaminyltransferase GICNACT-I initiiert.
Dadurch wird ein GIcNAc an die a1-3Man angehangt. Erst nach diesem Schritt kdnnen die
Glykane von der a-Mannosidase Il getrimmt werden, wodurch ein
GIlcNAcMansGIcNAc: Glykan entsteht. Sobald die terminalen a1-3Man und a1-6Man entfernt
wurden, kann die GICNACT-II ein weiteres GICNAc an eine Mannose anhédngen. Das Resultat
ist der Vorlaufer des diantennaren komplexen N-Glykans. Wird nach der Bindung des ersten
GIcNAc keine Mannose abgespalten, entstehen Hybrid N-Glykane (Herscovics, A.; 1999).

An die komplexen Glykane kann an das C-4 der a1-3 Man durch die GIcNAcT-IV und an das
C-6 der a1-6 Man durch die GICNACT-V je ein GIcNAc angehangt werden, um tri- und
tetraantennare Strukturen zu erhalten. Im Gegensatz zu GIcNACT-V kann das Enzym
GIcNACT-XI GIcNAc nicht nur an die a1-6Man binden, sondern auch an die a1-3Man. Durch
eine vierte GICNACT (VI) kann am C-4 der a1-3Man eine weitere Verzweigung des Glykans
eingebracht werden, jedoch ist diese bislang nur in Fischen und Vdgeln, nicht aber in

Saugetieren nachgewiesen worden (Schachter, H.; 2000; Varki, A.; 2009).
5) Reifung des Glykans

Die weitere Addition von Monosacchariden findet wie in Abbildung 4 abgebildet im
Trans-Golgi-Apparat statt. Hybrid und komplexe Glykane werden durch

1. die Addition von Zuckern an die Kernstruktur,

2. die Elongation der Verzweigungen und

3. das ,,Capping“ der Elongationen

zu unterschiedlich komplexen Glykanen prozessiert.

1. Addition von Zuckern
An die Kernstruktur werden hauptsachlich die Zucker Fucose und Xylose gebunden. Die
Xylosylierung wurde bislang lediglich in Pflanzen und im Darmwurm nachgewiesen. Dieser
Vorgang sowie die Fucosylierung kdnnen erst nach der Addition des ersten GIcNAc durch die

GIcNACT-1 geschehen. Abbildung 5 veranschaulicht die daraus resultierenden Modifikationen.
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A.; 2009).

Die Fucosylierung ist abh&ngig vom Organismus. In Sdugern wird die Fucose lediglich an das
Asparagin gebundenen GIcNAc Uber eine a1-6 Bindung addiert. Bei Invertebraten kénnen bis
zu vier Fucosen an den beiden GIcNAc der Kernstruktur Uber a1-3 und a1-6 Bindungen
addiert werden. Dagegen findet die Fucosylierung in Pflanzen lediglich am Asparagin
gebundenen GlcNAc unter einer a1-3 Bindung statt (Varki, A.; 2009)

2. Die Elongation der Verzweigungen

Fur die Elongation der Verzweigungen werden hauptséachlich Galaktosen Uber eine
B1-4-Bindung an die GIcNAcs addiert. Der GalB1-4GIcNAc Komplex wird als Typ-2
N-Acetyllactosamin bezeichnet. Durch mehrere dieser Disaccharide kénnen die Antennen
verlangert werden. Solche Wiederholungen von Strukturen werden tandem repeats genannt.
Neben der $1-4 Bindung kann Galaktose auch Uber eine $1-3 Bindung an das GIcNAc addiert
werden, was als Typ-1 N-Acetyllactosamin bezeichnet wird. Aul3er Galaktose kann auch
GalNAc an das GIcNAc addiert werden, dies geschieht Uber eine f1-4 Bindung. Tandem
repeats dieser letzten zwei Strukturen sind weitaus weniger haufig als die des Typ-2
N-Acetyllactosamins (Varki, A.; 2009). Neben der Verlangerung der Antennen kann ein
bisecting GIcNAc durch die N-Acetylglucosamintransferase 11l (GnT-1ll) an die Mannose, die
am zweiten GIcNAc der Kernstruktur gebunden ist, angehangen werden (Isaji, T., et al.; 2010).
Die Expression der GnT-lll ist abhangig von der Zelllinie. In humanen Zellen wird sie exprimiert,
in CHO-Zellen jedoch nicht (Narasimhan, S.; 1982; Sburlati, A. R., et al.; 1998; Ihara, H., et
al.; 2002b). Wurde ein bisecting GIcNAc angehangen, kann die GnT-V kein zusatzliches

GIcNAc zur Bildung einer weiteren Antenne anhangen (Isaji, T., et al.; 2010).
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3. Das ,Capping*

Der letzte Reifungsschritt besteht im sogenannten Capping, also in der Addition von
abdeckenden terminalen Gruppen, welche meist Sialinsduren, Fucose, Galaktose, GalNAc
und Sulfat sind. Hier entstehen beispielsweise Lewis* (Le*) oder auch sialyl Lewis X (sLe*)

Strukturen (vgl. Abbildung 6).

Abbildung 6: Schematische Abbildung von LeX, bzw. SLeX. Diese Strukturen kdnnen wahrend des
Cappings entstehen.

Diese Gruppen werden Uber a-Bindungen an die Antennen addiert. Im Gegensatz zur
B-Bindung erleichtert die a-Bindung die Prasentation der terminalen Zucker gegeniber
Lektinen und Antikérpern (Schachter, H.; 2000; Varki, A.; 2009).

1.2.3.2. Bedeutung der Glykosylierungen

Die Glykosylierung ist fur die korrekte Faltung von Glykoproteinen (Parodi, A., et al.; 2017),
sowie fir ihre Stabilitdt notwendig (Shental-Bechor, D.; Levy, Y.; 2008). N-Glykane dienen
sowohl intrinsisch als auch extrinsisch zur spezifischen Erkennung von Organismus-eigenen
oder -fremden Proteinen (Rudd, P. M.; 2001). Intrinsische Glykan-bindende Proteine
vermitteln beispielsweise Zell-Zellkontakte. Viren, Bakterien und Parasiten besitzen
extrinsische Glykan-bindende Proteine, um sich an Wirtszellen anzuheften. Diese Proteine
sind sehr spezifisch und kdnnen zum Teil die Art der Sialinsaure, ihre Modifikationen und ihre
Bindung zum vorhergehenden Zucker erkennen (Varki, A.; Gagneux, P.; 2017). Viele dieser
Funktionen sind hauptsachlich in den terminalen Sialinsduren begriindet. Deren Funktionen
wiederum wurden bereits in Abschnitt 1.2.1 behandelt.

Eine fehlerhafte N-Glykosylierung kann Krankheiten hervorrufen. Bis 2006 gab es 19
bekannte Arten angeborener Erkrankungen, die auf fehlerhafte Glykosylierung (congenital
disorders of glycosylation CDG) zurtickzufiihren sind. Diese werden in zwei Klassen — Typ |
und Typ Il - eingeteilt. Zwolf CDGs des Typs | beruhen auf hypoglykosylierten Proteinen, die
durch unzureichende oder unvollstandige Synthese des GlcsMansGIcNAc,-P-P-Dol Vorlaufers
entstehen (Freeze, H. H.; 2006; Marquardt, T.; Denecke, J.; 2003). Die sieben CDGs des
Typs Il beruhen auf einer fehlerhaften Prozessierung des N-Glykans, welches bereits am
Protein gebunden ist. (Vgl. Anhang: Tabelle-A 1)

Da im Rahmen dieser Arbeit die Produktion von rekombinanten Pharmazeutika und deren

Glykosylierung im Mittelpunkt steht, liegt das Augenmerk hier auf der Bedeutung der
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Glykosylierung von rekombinanten Pharmazeutika. Zunachst wird dazu ein allgemeiner
Uberblick gegeben. Ferner wird die spezifische Bedeutung der Glykosylierung fur die im Zuge
dieser Arbeit produzierten Proteine in Kapitel 1.5 néaher erlautert. Die Glykosylierung von
rekombinant produzierten Therapeutika ist sowohl fur die Bioaktivitat, die Immunogenitat, die
Pharmakokinetik und -dynamik, als auch fiir die Halbwertszeit dieser entscheidend (Varki, A.;
2009; Egrie, J. C., et al.; 2003; Lamanna, W. C., et al.; 2018; Ghannam, A, et al.; 2016; Higel,
F., et al.; 2016; Liu, L.; 2015). Einen grof3en Anteil der biotherapeutischen Proteine machen
Glykoproteine aus. Allein der Anteil der Antikbrper an allen zugelassenen biologischen
Produkten lag 2014 bei 27 % (Walsh, G.; 2014). Neben Antikdrpern werden sowohl Zytokine,
Glykosyltransferasen, als auch Glykosidasen als Therapeutika eingesetzt. Diese Produkte
kénnen in Zellkultursystemen oder in transgenen Tieren produziert werden. Dabei ist die
Kontrolle der Glykosylierung der Proteine essentiell. Eine Optimierung der Glykosylierung
kann durch das Einbringen von zusatzlichen Glykosylierungsstellen geschehen (Varki, A.;
2009; Egrie, J. C., et al.; 2003). Asialylierte Glykoproteine werden durch den
Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGRP), welcher in der Leber gefunden wurde, aus dem
Blutkreislauf entfernt. Dies erklart eine langere Halbwertszeit von stark sialylierten
Glykoproteinen im Blut (Fukuda, M. N., et al.; 1989; Stockert, R. J.; 1995; Beck, A.; 2011;
Schwab, I.; Nimmerjahn, F.; 2014; Bauer, J.; Osborn, H. M. |[.; 2015). Mittels
Hypoglykosylierung konnte in experimentellem Maf3stab bei Interferon-a eine 25- bis 50-fache
Verlangerung der Halbwertszeit nachgewiesen werden (Ceaglio, N., et al.; 2008; Beck, A.;
2011). Die Art der Glykanstruktur nimmt ebenso einen Einfluss auf die Pharmakotherapie. Ein
glykosyliertes Enzym, Cerezyme, welches zur Behandlung von Morbus Gaucher eingesetzt
wird, wird durch exponierte Mannosen an Makrophagen gebunden und erkannt, da es
hypermannosyliert ist (Walsh, G.; Jefferis, R.; 2006). Ahnliche Molekille ohne diese
Modifikation werden von Hepatozyten aus dem Blutkreislauf entfernt (Furbish, F.S., et al.;
1978).

Proteine werden in verschiedenen Organismen unterschiedlich glykosyliert. Daher ist die
Wahl eines Expressionssystems zur Produktion von Glykoproteinen bereits richtungsweisend.

Im folgenden Kapitel werden einige Expressionssysteme néher betrachtet und vorgestellt.
1.3. Einflusse auf die Produktglykosylierung

Sowohl die Auswahl der Produktionszelllinie als auch Parameter der Kultivierung haben einen
Einfluss auf die Glykosylierung. Viele Studien beschéaftigen sich mit unterschiedlichen
Parametern und Methoden, um die Glykosylierung zum einen in Bezug auf die Immunogenitat
und zum anderen in Bezug auf die Pharmakokinetik und -dynamik hin zu optimieren. In diesem

Kapitel werden einerseits unterschiedliche Expressionssysteme im Hinblick auf die
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resultierenden  Glykosylierungen vorgestellt, sowie andererseits Parameter im

Kultivierungsprozess, die einen Einfluss auf die Produktglykosylierung haben, betrachtet.
1.3.1. Einflisse der Expressionssysteme auf die Glykosylierung

Biopharmazeutika kénnen in den unterschiedlichsten Organismen produziert werden. In
Bakterien beispielsweise kénnen hohe Ausbeuten in der Produktion von Proteinen erreicht
werden. Jedoch fehlt den Bakterien die Enzymausstattung (vgl. Abbildung 3 und Abbildung
4), um das Protein zu glykosylieren. Des Weiteren entstehen héufig Proteinaggregate und
Proteine mussen nach der Extraktion aus Inclusion bodies in vitro neu gefaltet werden. Einige
nicht glykosylierte Enzyme werden mit Hilfe von Bakterien produziert (Ghaderi, D., et al.; 2012).
Seitdem 2002 die N-Glykosylierungsmaschinerie von Campolybacter jejuni in Escherichia coli
eingebracht wurde (Wacker, M.; 2002) wurden weitere Fortschritte in der Humanisierung der
Glykanstrukturen in Bakterien gemacht. Die Produktion von eukaryotischen Glykanen in
Escherichia coli und anderen bakteriellen Systemen stellt bisweilen eine Herausforderung dar
(Jaffé, S. R. P., et al.; 2014; Lalonde, M.-E.; Durocher, Y.; 2017). Hefen bieten als
Expressionssystem ebenfalls eine hohe Ausbeute und besitzen bereits eine
Glykosylierungsmaschinerie. Allerdings bilden Hefen High Mannose Strukturen, die in einer
geringeren Halbwertszeit des Proteins resultieren. Glykoproteine aus Stdmmen, deren
Glykosylierung optimiert wurde, zeigen eine ahnliche Pharmakokinetik und Halbwertszeit wie
Proteine aus CHO-Zellen (Liu, L., et al.; 2011). Beispiele fir zugelassene Therapeutika aus
Hefen sind Ocriplasmin (Einsatz in der Augenheilkunde) und Catridecagog (Einsatz bei
Faktor XIlI-Mangel) (Korte, W.; 2014; Korte, W.; 2014). Pflanzen sowie Insektenzellen werden
ebenfalls fir die Produktion von glykosylierten Biopharmazeutika eingesetzt, obwohl sie
hauptsachlich High Mannose und Paucimannose Glykane an das Protein anhangen
(vgl. Abbildung 5) (Kost, T. A., et al.; 2005). Des Weiteren kdnnen weder Pflanzen noch
Insektenzellen sialylierte Glykane produzieren. In den letzten 20 Jahren wurden sowohl
transgene Pflanzen als auch Insektenzelllinien in Bezug auf die Glykosylierung optimiert (Cox,
K. M., et al.; 2006; Misaki, R., et al.; 2006; Paccalet, T., et al.; 2007; Schahs, M., et al.; 2007;
Sourrouille, C., et al.; 2008; Strasser, R., et al.; 2008). Taliglucerase (Einsatz bei Morbus
Gaucher) wird in Pflanzen produziert und wurde 2012 von der FDA (US Food and Drug
Administration) zugelassen (Walsh, G.; 2014). Auch unterschiedliche Impfstoffe (gegen das
humane Papillomavirus, fir die Immuntherapie von Prostatakrebs und gegen Flohe) werden
erfolgreich in Pflanzen produziert (Cox, K. M., et al.; 2006; Dumont, J., et al.; 2016). Neben
transgenen Pflanzen werden zudem transgene Tiere zur Produktion von Pharmazeutika
eingesetzt. Bislang sind drei in transgenen Tieren produzierte Pharmazeutika zugelassen:

Anti-Thrombin alpha aus transgener Ziegenmilch, Cl-Esterase Inhibitor (C1-INH) aus
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transgener Hasenmilch und lysosomale saure Lipase aus transgenen Hiuhnereiern (Kling, J.;
2009; Walsh, G.; 2014; Lalonde, M.-E.; Durocher, Y.; 2017). Ein Vorteil in der Expression in
Milch ist der hohe Produkttiter (C1-INH in Ziegenmilch 12 g/L (van Veen, H. A, et al.; 2012)).
Auch bei diesen Produkten muss das Glykosylierungsmuster der Proteine Uberprift werden,

da es sich vom humanen unterscheiden kann.
1) Produktion in nicht humanen S&augetierzellen

Der Groldteil der biologischen Pharmazeutika wird in S&ugetierzellen produziert, unter
anderem, weil die Proteinglykosylierung der humanen sehr &hnlich ist. Neben Ovarzellen des
chinesischen Hamsters (CHO), Maus Myelom-Zellen (NSO wund Sp2/0) und
Baby-Hamster-Nierenzellen (BHK) wurden unter anderem auch menschliche embryonale
Nierenzellen (HEK-293), humane Retinalzellen (PERC.6), humanen Amniozyten (CAP) sowie
neuronale Vorlauferzellen (AGEL.hn) fur die Produktion von rekombinanten Therapeutika
eingesetzt und weiterentwickelt (Chadd, H. E.; Chamow, S. M.; 2001; Andersen, D. C,;
Krummen, L.; 2002; Jones, D., et al.; 2003; Wurm, F. M.; 2004; Butler, M.; 2006; Durocher,
Y., et al.; 2007; Petricciani, J.; Sheets, R.; 2008; Durocher, Y.; Butler, M.; 2009; Hossler, P.,
et al.; 2009; Niklas, J., et al.; 2011; Wissing, S., et al.; 2015; Lalonde, M.-E.; Durocher, Y.;
2017; Lalonde, M.-E.; Durocher, Y.; 2017). Es gibt viele Vorteile fir die Produktion von
Pharmazeutika in CHO-Zellen: Hohe Produkttiter, Kultivierung im Large-Scale,
Suspensionskulturen in serumfreien Medien (Kim, J. Y., et al.; 2012; Lai, T., et al.; 2013),
sowie Immunitat gegen human pathogene Viren (Xu, X., et al.; 2011) und eine humanahnliche
Glykosylierung. Das erklart, warum in den Jahren 2010 bis 2014 33 % aller zugelassenen
Produkte in CHO-Zellen produziert wurden (Walsh, G.; 2014). Die Enzymausstattung der
CHO-Zellen unterscheidet sich von der humaner Zelllinien. Es fehlen die Enzyme Gal 02,6 ST,
al,3/4Fucosyltransferase und die (-1,4 N-acetylglucosaminyltransferase Ill, die im
Menschen exprimiert werden (Hard, K., et al.; 1990; Zhang, A., et al.; 1999; Ihara, H., et al.;
2002a). CHO-Zellen besitzen allerdings einige Enzyme, die im Menschen nicht exprimiert
werden (Lee, E. U, et al.; 1989; Chou, H. H., et al.; 1998). Dadurch ist in CHO-Zellen die
Synthese von Glykosylierungsmustern méglich, die sich von humanen unterscheiden. Das
humane Immunsystem bildet Antikorper gegen diese Strukturen, was entweder die
Halbwertszeit des Wirkstoffes verkirzen oder zu einer allergischen Reaktion fihren kann
(Galili, U., et al.; 1984; Noguchi, A., et al.; 1995; Tangvoranuntakul, P., et al.; 2003; Padler-
Karavani, V., et al.; 2008; Macher, B. A.; Galili, U.; 2008; Padler-Karavani, V.; Varki, A.; 2011).
BHK-Zellen werden hauptséchlich fur die Produktion von Impfstoffen, aber auch zur
Produktion von Gerinnungsfaktoren eingesetzt (Durocher, Y.; Butler, M.; 2009; Dumont, J., et
al.; 2016). In den Maus-Myelom Zellen NSO und SP2/0 werden mAbs fur die Behandlung von
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unterschiedlichen Krebsarten produziert (Dumont, J., et al.; 2016). Ahnlich wie bei der
Produktion in CHO-Zellen werden auch in Mauszellen nicht-humane Glykosylierungsmuster
produziert (a-Gal und Neu5Gc) (Tangvoranuntakul, P., et al.; 2003; Chung, C. H., et al.; 2008;
Macher, B. A.; Galili, U.; 2008; Padler-Karavani, V., et al.; 2008; Ghaderi, D., et al.; 2012).

2) Produktion in humanen Zelllinien

In Bezug auf die Immunogenitét der Glykoproteine liegt es nahe, Pharmazeutika in humanen
Zellen zu exprimieren, damit keine immunogenen Glykosylierungsmuster auftreten (Swiech,
K., et al.; 2012). Die meist genutzten humanen Zelllinien sind die HEK293 (humanen
embryonalen Nierenzellen, 1970 immortalisiert) (Graham, F. L., et al.; 1977) und die HT-1080,
welche aus einem Fibrosarkom stammen (Rasheed, S., et al.; 1974). Bis 2014 stammten
lediglich 4 % der zugelassenen Pharmazeutika aus humanen Zellen (Lalonde, M.-E.;
Durocher, Y.; 2017; Walsh, G.; 2014). Produkte aus PER.C6 und aus den HKB-11 (eine
Hybridoma Zelllinie aus HEK293S und humanen B-Zellen) befanden sich 2017 in
praklinischen oder klinischen Phasen (Lalonde, M.-E.; Durocher, Y.; 2017). HuH-7-Zellen (aus
einem hepatozellularen Karzinom) und die in dieser Arbeit verwendeten CAP®-Zellen werden
momentan in praklinischen Studien auf den Einsatz zur Produktion von Pharmazeutika
getestet (Lalonde, M.-E.; Durocher, Y.; 2017). lhre Produkte weisen humane
Glykosylierungsmuster auf (Schiedner, G., et al.; 2008; Wissing, S., et al.; 2015; Enjolras, N.,
et al.; 2012; Wolfel, J., et al.; 2011; Lalonde, M.-E.; Durocher, Y.; 2017). Die CAP® Go Zellen
konnen vollstandig sialylierte komplexe Glykane synthetisieren, was zu einer Verbesserung
der Halbwertszeit fuhrt. Zusatzlich zur Optimierung der N-Glykosylierungen wurde die
O-Glykosylierung optimiert (CAP®-Go2), was zu einer &hnlichen Halbwertszeit vom
produzierten C1-INH fuhrte wie der von C1-INH, der aus humanem Plasma stammt (Wissing,
S., et al.; 2015). Das in humanen AGE1.hn-Zellen produzierte a-1-Antitrypsin (AAT) weist in
Bezug auf Antennaritat und Sialylierung Ahnlichkeiten zum AAT aus Plasma auf. Im
Gegensatz zur Produktion in CHO-Zellen fehlt NGNA. NANA ist a2-6 an Galaktose gebunden,
dies entspricht dem Original. Jedoch zeigten sich Unterschiede in der Fucosylierung, denn
sowohl der Anteil an Glykanen mit core-Fucosylierung als auch der Anteil an Glykanen mit
antennaren Fucosen (Le*-Fucosylierung) waren hoher als in dem AAT aus humanem Plasma
(Blanchard, V., et al.; 2011). Diese Arten der Fucosylierung konnten in Prion Proteinen, welche
hauptséchlich im Gehirn zu finden sind, bei Mausen und im syrischen Hamster gefunden
werden (Rudd, P. M., et al.; 1999; Stimson, E., et al.; 1999). Dies lasst vermuten, dass die
Le*-Fucosylierung typisch fir neuronale N-Glykosylierung ist (Blanchard, V., et al.; 2011).
Dies zeigt, dass nicht nur der Ursprungsorganismus, sondern auch das Ursprungsgewebe

eine Rolle fir die Glykosylierung spielt. Trotz der Unterschiede konnte eine dem Prolastin
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(AAT aus Plasma aufgereinigt) ahnliche Bioaktivitat in vitro nachgewiesen werden (Blanchard,
V., etal,; 2011).

Bei der Auswahl eines Expressionssystems fir ein spezielles Pharmazeutikum ist somit
darauf zu achten, dass die gegebene Glykosylierungsmaschinerie mdglichst eine
Glykosylierung zulasst, die mindestens humandahnlich ist oder die Pharmakokinetik
und -dynamik des Glykoproteins sogar verbessert. Welchen Einfluss die Glykosylierung auf
diese Parameter hat wird exemplarisch fur die hier untersuchten Glykoproteine in Kapitel 1.5
beschrieben.

1.3.2. Einfluss diverser Kultivierungsbedingungen auf die Glykosylierung

Neben der Auswahl des Expressionssystems haben Faktoren wie das Zellkulturmedium, bzw.
Supplemente und die Prozessfuhrung einen Einfluss auf die Glykosylierung. Im Folgenden
werden einige Parameter zusammengefasst. Abbildung 7 stellt die schematische Einordnung

einiger Einflisse in die Produktglykosylierung dar.
1) Medien und Supplemente

Der Einfluss von Glukoselimitierung auf die N-Glykosylierung wurde in vielen Studien
untersucht. Der Mangel an Glukose beeinflusst die Synthese von Oligosaccharid-Vorlaufern
(Chapman, A. E.; Calhoun, J. C.; 1988). 1999 zeigten Nyberg et al., dass unter
Glukose-Mangel weniger UDP-GIcNAc verfugbar ist (Nyberg, G. B., et al.; 1999). In den
unterschiedlichen Studien wurde dargelegt, dass die Heterogenitat der Glykosylierung bei
limitierender Glukosekonzentration zunimmt (Jayme, D., et al.; 1997) und der Anteil an nicht
glykosyliertem Produkt, sowohl bei CHO-Kultivierungen (Liu, B., et al.; 2014; Hayter, P. M., et
al.; 1992), als auch bei humanen Zelllinien (Seo, J. S., et al.; 2014) steigt. Es konnte gezeigt
werden, dass der Anteil an sialylierten und galaktosylierten N-Glykanen bei geringen
Glukosekonzentrationen abnahm (Villacrés, C., et al.; 2015). Der gleiche Effekt wurde fir
geringe (< 1 mM) Glutamin (GIn) Konzentrationen fir Produkte aus BHK nachgewiesen (Cruz,
H. J., et al.; 2000). Einen weiteren Effekt bei Glukose- oder Glutamin-Limitierung zeigten Chee
Furng Wong und seine Kollegen bei der Produktion von Interferon-y (IFN-y). Das Produkt war
weniger sialyliert und es wurde ein hdherer Anteil an Hybrid und High Mannose Strukturen
detektiert (Chee Furng Wong, D., et al.; 2005). Mit zunehmender Asparagin Konzentration
sank der Galaktosylierungsgrad. Dieser Effekt ist auf eine verdnderte Enzymaktivitat durch
einen hoéheren intrazellularen pH-Wert zurtickzufiihren. (McCracken, N. A., et al.; 2014)

Daruber hinaus wurde mehrfach berichtet, dass die Ammoniumkonzentration in der Zellkultur

ebenfalls Einfluss auf die Glykosylierung hat. Glutamin im Medium wird entweder zu Glutamat
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und Ammonium verstoffwechselt, oder es degradiert chemisch zu Pyroglutaminsaure und
Ammonium. Dadurch akkumuliert Ammonium zum Ende eines Kultivierungsprozesses auf
5-10 mM (Biintemeyer, H., et al.; 1992; Butler, M.; Jenkins, H.; 1989; Hayter, P. M., et al.;
1991; Schneider, M.; 1996). Neben der Inhibierung des Zellwachstums und der Produktivitat
werden sowohl Galaktosylierung als auch Sialylierung negativ beeinflusst und die
Produktheterogenitat steigert sich (Andersen, D. C.; Goochee, C. F.; 1995; Borys, M. C., et
al.; 1994; Gawlitzek, M., et al.; 1998; Thorens, B.; Vassalli, P.; 1986; Yang, M.; Butler, M.;
2000a; Yang, M.; Butler, M.; 2000b; Yang, M.; Butler, M.; 2002). Gawlitzek et al. zeigten 2000,
dass bereits bei einer Ammoniumkonzentration von 4 mM der Anteil an Galaktosen und
Sialinsduren der N-Glykane des TNFR-IgGs im Vergleich zu Kultivierungen bei einer
Konzentration von 1 mM Ammonium abnahm. Deutlicher wurde der Effekt bei steigender
Ammoniumkonzentration (Gawlitzek, M., et al.; 2000). Bei Ammoniumkonzentrationen von
=10 mM konnte sowohl eine verringerte Genexpression des Gens fir GalT als auch eine
verringerte Aktivitat dieses Gens beobachtet werden, was zu einer Verringerung der
Galaktosylierung und aufgrund dessen zu einer geringeren Sialylierung fuhrte (Chen, P.;
Harcum, S. W.; 2006). Gawlitzek et al. legten nahe, dass der pH durch das Ammonium im
trans-Golgi-Apparat steigt und somit die Aktivitaten von SiaT und GalT inhibiert werden
(Gawlitzek, M., et al.; 2000). Ryll et al. zeigten, dass intrazellulare Konzentrationen an
Oligosaccharidvorlaufern wie UDP-Hexosamin durch Ammonium erhéht werden, wodurch der
UTP-Pool verringert wird (Ryll, T., et al.; 1994). Es wird in Betracht gezogen, dass sich
dadurch eine erhohte Antennéaritdt bei erhthter Ammoniumkonzentration erklaren lasst
(Gawlitzek, M., et al.; 1998; Grammatikos, S. I., et al.; 1998).

Einige Studien zeigten den fundamentalen Einfluss von Mangan auf die N- und
O-Glykosylierung (Kaufman, R. J., et al.; 1994; Gramer, M. J., et al.; 2011; Crowell, C. K., et
al.; 2007). Mangan ist ein Kofaktor der [3-4-GalT1. 2015 wurden Ergebnisse bestatigt, die
vermuten lieRBen, dass Mangan im Medium zu einem Anstieg der High Mannose Strukturen
fuhrt (Surve, T.; Gadgil, M.; 2015; St Amand, M. M., et al.; 2014). Des Weiteren wurde berichtet,
dass bei Zugabe von 40 mM Mangan ein hoherer Galaktosylierungsgrad und vermutlich als
Folge dessen eine hohere Sialylierung erreicht wurde (Crowell, C. K., et al.; 2007). Allerdings
verringerte sich die Produktausbeute. Zusammen mit Uridin und Galaktose zeigte Mangan in
einer weiteren Studie ebenfalls einen Anstieg der Galaktosylierung (Grainger, R. K.; James,
D. C.; 2013).

Die Supplementierung von Vorlaufer Oligosacchariden wird ebenfalls haufig in der Literatur
beschrieben. Sowohl Gu et al., als auch Bork et al. konnten einen héheren Sialylierungsgrad
durch die Zugabe von ManNAc zeigen (Gu, X.; Wang, D. I. C.; 1998; Bork, K., et al.; 2007).

Zufutterung von Galaktose mit Uridin, Glucosamin mit Uridin und N-Acetylmannosamin mit
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Cytidin zeigten eine Steigerung der Sialylierung von IFN-y (Wong, N. S. C., et al.; 2010). 2017
testeten Hossler und seine Kollegen unterschiedliche Mono-, Di- und Trisaccharide als
Supplemente bei der Produktion eines mAb in CHO-Zellen. Dabei zeigte das Trisaccharid
Melezitose den deutlichsten Effekt. Wie bei den anderen eingesetzten Sacchariden wurden
weniger GOF Strukturen nachgewiesen und im Fall des Trisaccharids stieg daftr der Anteil
der galaktosylierten Strukturen. (Hossler, P., et al.; 2017)

In humanen Zellen wurde hingegen bei der Zugabe von ManNAc keine Steigerung der
Sialylierung festgestellt (Baker, K. N., et al.; 2001). Jedoch ist die womoglich abh&éngig vom
Produkt, da sterische Effekte die Sialylierung hindern kdnnen.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Produktglykosylierung. Gezeigt sind mogliche
kultivierungsbedingte Einflisse: (1) Geringe Glc/GIn Konzentration; (2) Natriumbutyrat; (3) DOT
(Dissolved oxygen tension, Sauerstoffpartialdruck); (4) pH-Wert; (5) Mangan; (6) hoher pCO2
(Auswirkung auf CMP-NGNA); (7) N-Acetylmannosamin (Auswirkung auf CMP-NANA); (8) Ammonium;
(9) DMSO; (10) Glycerol; (11) niedrige Temperatur (30-32 °C); (12) geringe viable Zelldichte (VZD)
(beeinflusst extrazellulare Sialidase Aktivitat); (13) Scherstress (Varki modifiziert nach Hossler (Varki,
A.; 2009; Hossler, P., et al.; 2009)).

Neben Aminosauren, Zuckern und Cofaktoren konnen auch Glykosyltransferase Inhibitoren
zur Optimierung des Glykosylierungsmusters eingesetzt werden (Brihlmann, D., et al.; 2015).
Mannosidase | kann spezifisch durch Zugabe von Kifunensin inhibiert werden (Zhou, Q., et
al.; 2008; Elbein, A. D., et al.; 1990; Shi, H. H.; Goudar, C. T.; 2014). Zur Inhibierung von
Mannosidase Il kann Mannostatin A eingesetzt werden (Aoyagi, T., et al.; 1989; Kuntz, D. A,,
et al.; 2009). Die Fucosyltransferase kann durch fluorierte Fucose-Analoga (Rillahan, C. D.,
et al.; 2012), Cibrocan Blue 3GA und Reactive Red 120 (Kaminska, J., et al.; 1999) inhibiert
werden. Ist eine Inhibierung der Sialylierung gewilnscht, konnen fluorierte

Sialinsaure-Analoga eingesetzt werden (Rillahan, C. D., et al.; 2012).
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Die Zugabe von Natriumbutyrat kann zum einen die Produktivitat férdern und zum anderen
wurde bei der Produktion des follikelstimulierenden Hormons eine Erhdhung der Sialylierung
beobachtet (Chotigeat, W., et al.; 2013). Im Gegensatz dazu wurde bei der Produktion von
3-Interferon (B-1FN) in CHO-Zellen bei Zugabe von DMSO oder Natriumbutyrat ein geringerer
Sialylierungsgrad gezeigt (Rodriguez, J., et al.; 2005). Auch bei der Produktion von humanem
Thrombopoetin (hTPO) wurde zwar eine gesteigerte Produktivitat, aber auch eine erhéhte
Produktheterogenitat und eine Verringerung der Sialylierung bei Zugabe von Natriumbutyrat
beobachtet (Sung, Y. H., et al.; 2004).

Tabelle 1: Zusammenfassung der Auswirkungen unterschiedlicher Supplemente auf die
Produktglykosylierung; 1 steigende Konzentration/ steigender Anteil; | Limitierung /sinkender Anteil; +
Zugabe in Medium

Supplement Auswirkung vgl. Abbildung 7
1 Heterogenitat; 1 Hybrid und High Mannose; |
| Glc Sialylierungsgrad; | Galaktosylierungsgrad; 1 Anteil 1

an nicht glykosyliertem Produkt
1 Heterogenitat; 1 Hybrid und High Mannose; |

1 GIn Sialylierungsgrad; | Galaktosylierungsgrad; 1 Anteil 1
an nicht glykosyliertem Produkt
1 Asn | Galaktosylierungsgrad -

1 Heterogenitat; | Galaktosylierungsgrad; |

T Ammonium Sialylierungsgrad, tAntennaritat 8
1 Galaktosylierungsgrad; 1 Sialylierungsgrad; |
i WIEMEED Produkttiter <
+ Verschiedene
Vorlaufer 1 Sialylierungsgrad 7
Oligosaccharide
M D' e : | GOF; unterschiedliche Effekte, je nach Saccharid -
Trisaccharide ’ ’
. Gezielt einsetzbar zur Inhibierung von
+ diverse : .
. Mannosidasen; Fucosyltransferasen und der -
Inhibitoren o
Sialylierung
N Protein spezifische Anderungen 2

Natriumbutyrat

Die oben dargestellten Beispiele zeigen, dass durch die Zusammensetzung des
Kulturmediums Einfluss auf die Produktglykosylierung genommen werden kann. Die zuvor

vorgestellten Supplemente und die Auswirkung sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
2) Kultivierungsparameter

In Abbildung 7 sind neben den Einflissen von unterschiedlichen Supplementen einige
Kultivierungsparameter gezeigt, die die Produktglykosylierung beeinflussen kénnen.
Die Beeinflussung der Glykosylierung durch den pH-Wert (vgl. Abbildung 7 (4)) ist auf

veranderte Aktivitdten der Glykosyltransferasen im Golgi-Apparat durch verdnderte

31



Einleitung

Ammoniumkonzentrationen zurtickzuftihren (Gawlitzek, M., et al.; 2000; Chen, P.; Harcum, S.
W.; 2006; Pacis, E., et al; 2011). Ivarsson et al. beobachteten einen Abfall des
Galaktosylierungsgrades sowie des Sialylierungsgrades bei hoherem pH-Wert (pH 8,0 im
Vergleich zu pH 6,8) (lvarsson, M., et al; 2014). In welcher Weise sich die
Produktglykosylierung durch eine Verdnderung des pH-Wertes auswirkt, ist nicht stringent.
Ein in einer Hybridoma Zelllinie produzierter IgG3-Antikorper wies bei ansteigendem pH einen
Anstieg in der Galaktosylierung auf (Muthing, J., et al.; 2003). Bei der Produktion eines mAb
in humanen Zellen wurde bei hdherem pH-Wert eine geringere Galaktosylierung beobachtet
(Seo, J. S, et al.; 2013). Neben Galaktosylierung kénnen Fucosylierung und Sialylierung
durch den pH-Wert beeinflusst werden (Mithing, J., et al.; 2003; Borys, M. C., et al.; 2010;
Trummer, E., et al.; 2006). Auch Anderungen in der Osmolaritét zeigten keinen eindeutigen
Trend in der Beeinflussung der Glykosylierung. Einen erhéhten Anteil an Man5 Strukturen bei
erhdhter Osmolaritat, wie er von Pacis et al. gezeigt wurde (Pacis, E., et al.; 2011), konnte bei
der IgG Produktion in einer murinen Hybridoma Zelllinie nicht beobachtet werden (lvarsson,
M., et al.; 2014). In einer weiteren Studie wurde eine Korrelation zwischen der Osmolaritat
und der Fucosylierung eines Antikérpers beobachtet (Konno, Y., et al.; 2012).

Der Sauerstoffpartialdruck (DOT: dissolved oxygen tension) hat ebenfalls Einfluss auf die
Glykosylierung (vgl. Abbildung 7 (3)). Es wurde in mehreren Studien ein Anstieg der
Galaktosylierung bei steigendem DOT beobachtet (Kunkel, J. P., et al.; 2000; Kunkel, J. P., et
al.; 1998; Ivarsson, M., et al.; 2014). Ein weiterer Parameter, der die Glykosylierung
beeinflussen kann, ist die Temperatur (vgl. Abbildung 7 (11)). Wurde EPO in CHO-Zellen bei
33 °C produziert, konnte ein leicht erhéhter Sialylierungsgrad im Vergleich zum Produkt aus
der Kultivierung bei 37 °C festgestellt werden (Yoon, S. K., et al.; 2003). Gegensétzliche
Ergebnisse wurden in den Jahren 1999 und 2006 beobachtet. Bei einer Kultivierung bei 30 °C
zeigte das Produkt eine geringere Sialylierung, als bei einer Kultivierung bei 37 °C (Kaufmann,
H., et al.; 1999; Trummer, E., et al.; 2006). In einem Screening von elf Prozessparametern
und ihrer Wirkung auf die Produktqualitat wurde ein signifikanter Einfluss der Temperatur auf
Fucosylierung, Galaktosylierung und Sialylierung gezeigt (Agarabi, C. D., et al.; 2015).
Dahingegen konnte bei einer Kombination aus der Zugabe von Natriumbutyrat und der
Kultivierung bei 30 °C keine Beeinflussung der Sialylierung beobachtet werden (Chen, F., et
al.; 2011).

Neben solchen Prozessparametern kann sich auch die Prozessstrategie auf die
Glykosylierung auswirken (Hossler, P., et al.; 2009). Bei einem Vergleich zwischen der
Kultivierung im Fed-Batch und in einer semikontinuierlichen Perfusionskultur konnte ein héher
sialyliertes und glykosyliertes Produkt, einer alkalischen Phosphatase, in der Perfusionskultur

produziert werden (Lipscomb, M. L., et al.; 2005).
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Bei der Betrachtung der oben beschriebenen Studien wird deutlich, dass die
Kultivierungsparameter und Prozessstrategien zwar viele Chancen zur Beeinflussung der
Produktglykosylierung bieten, jedoch die Art des Einflusses fiir jedes Protein und jede Zelle
einzeln betrachtet werden muss. Um die zum Teil spezifischen Anspriche an ein
Biopharmazeutikum in Bezug auf die Glykosylierung erfillen zu kénnen (vgl. Kapitel 1.5), gibt
es viele Stellschrauben, deren Justierung jedoch ein detailliertes Wissen Uber das
Zusammenspiel zwischen dem Expressionssystem, dem Kultivierungsmedium und dem
Kultivierungsprozess voraussetzt. Um ein besseres grundlegendes Verstandnis fur die
Glykosylierung eines Produktes im Prozessverlauf zu erlangen, wurden in der vorliegenden
Arbeit Proteine in unterschiedlichen Wachstumsphasen auf ihre N-Glykosylierung hin

untersucht.
1.4. Glykosidasen im Kulturtberstand

Nach der Darstellung von diversen Moglichkeiten die Produktglykosylierung wahrend der
Proteinproduktion zu beeinflussen, sollen in diesem Kapitel degenerative Mechanismen
erlautert werden, die das Protein nach der Sekretion in den Kulturiiberstand beeinflussen. Seit
1990 ist bereits bekannt, dass das Produkt durch Enzyme, die im Kulturtiberstand zu finden
sind, verdndert werden kann. Gramer und Goochee wiesen die Aktivitdt von Sialidasen,
3-Galaktosidasen R-Hexosaminidasen und Fucosidasen in CHO-Zelllysaten nach. Aktivitaten
dieser Enzyme wurden auch im zellfreien Kulturiiberstand beschrieben. Es wurde gezeigt,
dass Sialidasen aus dem Zelllysat und dem Uberstand Sialinsauren von Fetuin bei einem pH
von 7,5 abspalten konnten. Die pH-Optima fur die anderen Glykosidasen entsprachen nicht
dem pH-Wert, der in einer Kultivierung bevorzugt wird ([3-Galaktosidase: 5,5;
3-Hexosaminidasen: 4,6; Fucosidasen: 6,5) (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1993). 1993
wurden die zuvor beschriebenen Glykosidase-Aktivitdten auch in anderen Zellen (HEK-293,
NSO und Hybridoma Zelllinien) nachgewiesen. Dabei konnte gezeigt werden, dass pH-Optima
fur spezifische Sialidase und Fucosidase Aktivitaten von Zelltyp zu Zelltyp unterschiedlich
waren. Sialidasen aus CHO-Zelllysaten war bei einem pH von 7,5 und 37 °C mit einer
Halbwertszeit von 57 h aktiv (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1993). Im Gegensatz dazu
zeigten Sialidasen aus HEK-293 und NSO-Zelllysaten nach zwei Stunden bei gleicher
Temperatur und gleichem pH keine Aktivitdit mehr. Sialidasen aus Hybridoma-Zelllysaten
zeigten nach zweistindiger Inkubation bei den genannten Bedingungen noch 30 % ihrer
vorherigen Aktivitit. In den zellfreien Uberstanden der drei untersuchten Zelllinien konnten
ebenfalls Aktivitaten von [R-Galaktosidasen, R-Hexosaminidasen und Fucosidasen

nachgewiesen werden (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1994). Demnach kann der pH-Wert
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einer Kultivierung bei geringer Viabilitat je nach Zelllinie die Sialidase Aktivitat und somit die
Produktqualitat beeinflussen.

1995 konnte gezeigt werden, dass die Sialidasen im Kulturiberstand aus dem Cytosol der
Zellen stammten und durch Beschadigungen der Zellmembran in den Kulturiiberstand
gelangten. AuRerdem wurde in dieser Studie beobachtet, dass die Fucosidase im
Kulturiberstand lediglich Fucosen von Oligosacchariden abspalten konnte, jedoch nicht von
Glykanen, welche am Protein gebunden waren (Gramer, M. J., et al.; 1995).

In weiteren Studien wurde ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der Anzahl toter Zellen in
einer Kultur und der Sialidase sowie Galaktosidase Aktivitat beschrieben. Der negative Effekt
auf den Sialylierungsgrad wurde dabei ebenfalls beobachtet (Lao, M. S., et al.; 1996; Munzert,
E., et al.; 1995; Munzert, E., et al.; 1997). Im Jahr 2000 fanden Gawlitzek et al. Hinweise
darauf, dass extrazellulare [R-Galaktosidase aktiv sekretiert wird. Extrazellulare
3-Galaktosidase korrelierte in dieser Studie mit der Konzentration an Ammonium (Gawlitzek,
M., et al.; 2000). Das Ammonium kann der Grund flr die Sekretion der R3-Galaktosidase sein,
da schwache Basen wie Ammonium den pH-Wert in Lysosomen erhdhen, was zu fehlerhaften
Zuordnungen von lysosomalen Enzymen fihrt (Hasilik, A.; Neufeld, E. F.; 1980b; Hasilik, A.;
Neufeld, E. F.; 1980a; Tapper, H.; Sundler, R.; 1990). Jedoch wurde das Produkt durch die
extrazellulare R-Galaktosidase nicht verdndert, da das pH-Optimum von 3,5 - 4,0 nicht den
Kultivierungsbedingungen entspricht (Gawlitzek, M., et al.; 2000; Gramer, M. J.; Goochee, C.
F.; 1993).

Diese Studien zeigen zum einen, dass die hier untersuchten extrazellularen Glykosidasen
3-Galaktosidase, 3-Hexosaminidase und Fucosidase fur die Produktion von Glykoproteinen
in Zellkulturen von untergeordnetem Interesse sind, da sie ein pH-Optimum zeigen, welches
von den Kultivierungsbedingungen abweicht. Zum anderen zeigen diese Studien, dass die
Sialidase-Aktivitdten diverser Expressionssysteme abhéngig vom pH-Wert sind und somit
extrazellulare Sialidasen bei verschiedenen Zelllinien unterschiedliche Effekte auf die

Produktqualitat haben kénnen.
1.5. Analysierte Biopharmazeutika

Die Glykosylierung von Proteinen kann unterschiedliche Aufgaben erfiillen (vgl. Kapitel
1.2.3.2). Aus diesem Grund werden hier die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Glykoproteine ndher betrachtet und die Rolle der Produktglykosylierung wird fir jedes

einzelne Protein beschrieben.
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1.5.1. Erythropoetin

EPO ist ein glykosyliertes, 165 Aminoséuren langes Hormon, welches durch die Bindung an
den EPO-Rezeptor die Proliferation und Differenzierung von Vorlauferzellen der Erythrozyten
im Knochenmark stimuliert (D'Andrea, A. D., et al.; 1989). Es besitzt drei N- und eine O-
Glykosylierungsstelle (Lai, P. H., et al.; 1986). Die O-Glykosylierungsstelle befindet sich am
Serin 126 und die N-Glykosylierungsstellen an den Asparaginen 24, 38 und 83. Fur EPO ist
eine Vielzahl unterschiedlicher Glykanstrukturen bekannt. Es sind komplexe und zum Grof3teil
fucosylierte Glykane (Takeuchi, M.; Kobata, A.; 1991). Sie kdnnen di- bis tetraantennar sein,
bisecting GIcNAcs, antennare Fucosen oder GlcNAc-Gal Wiederholungen tragen. Weiterhin
kénnen die Antennen sialyliert sein. Die korrekte Glykosylierung ist notwendig fir die Synthese
und Sekretion (Dubé, S., et al.; 1988), sowie die in vivo Halbwertszeit (Salmonson, T., et al.;
1990), die physikalische Stabilitat und die biologische Aktivitat (Tsuda, E., et al.; 1990). Der
Kohlenhydratanteil macht 40 % des Gewichtes des Hormons aus. EPO wird in den Nieren
oder der Leber produziert. Bei Andmien, die durch chronische Nierenerkrankungen oder durch
Chemotherapie hervorgerufen werden, wird rekombinant produziertes EPO (rhEPO) zur
Unterstltzung der Erythropoese eingesetzt. Im Jahre 1988 wurde das erste rhEPO, Epoetin q,
in der Europdischen Union (EU) zugelassen. Seitdem wurden einige EPOs mit
unterschiedlichen Glykosylierungsprofilen zugelassen (Jelkmann, W.; 2010; Shahrokh, Z., et
al.; 2011). Des Weiteren wurde modifiziertes EPO (Darbepoetin, hyperglykosyliert und Micera,
PEGyliert) auf den Markt gebracht. Nach Ablauf des ersten Patentes wurden einige
Biosimilars zugelassen (Mikhail, A.; Farouk, M.; 2013; Bocquet, F., et al.; 2015; Jelkmann, W.;
2015). Die Produktion von EPO in CHO-Zellen fuhrt zu vielen unterschiedlichen
Glykanstrukturen (Davis, J. M., et al.; 1987; Erbayraktar, S., et al.; 2003; Jensen, P. H., et al.;
2012). Wie bereits erwahnt, beeinflusst die Glykosylierung die Halbwertszeit in vivo und wirkt
sich auch auf die biologische Aktivitat auf. Durch Asialoglykoprotein-Rezeptoren werden nicht
sialylierte Proteine in der Leber abgebaut (Fukuda, M. N., et al; 1989). Um dem
entgegenzuwirken, wurden zwei weitere N-Glykosylierungsstellen in EPO eingebracht. Die
Halbwertszeit dieses Darbepoetin stieg um das Dreifache im Gegensatz zum EPO
(Macdougall, I. C., et al.; 1999; Egrie, J. C., et al.; 2003).

Wie bereits beschrieben, ist die Glykosylierung sowohl von dem produzierenden Organismus
(vgl. Kapitel 1.3.1) als auch von den Kultivierungsbedingungen (vgl. Kapitel 1.3.2) abhangig.
Bei drei bzw. funf N- und einer O-Glykosylierungsstelle liegt eine hohe Heterogenitat des
Proteins nahe. Shahkroh et al. verglichen EPO, welches in CHO-Zellen produziert wurde mit
EPO aus humanen Zellen (Dynepo). Sie zeigten unter anderem, dass im Gegensatz zu dem

EPO aus CHO-Zellen das Dynepo antenndre Fucosen aber kein NGNA aufwies. Des
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Weiteren wies Dynepo mehr core-fucosylierte tetraantennare Strukturen auf (Shahrokh, Z., et
al.; 2011). 2018 verglichen Cowper et al. 12 rekombinant produzierten EPOs in Bezug auf die
Sialinsaure-Acetylierung, die Verlangerung der Antennen mit N-Acetyllactosamin, die
Verteilung der Sialinsduren und ihre biologische Aktivitdt. Obwohl die Unterschiede in der
biologischen Aktivitat gering waren, zeigten sich bei der strukturellen Aufklarung deutliche
Unterschiede. Dies unterstreicht die Bedeutung der Analytik in Bezug auf die Glykosylierung
besonders bei der Produktion und Zulassung von Biosimilars (Cowper, B., et al.; 2018).

1.5.2. Monoklonaler Antikorper

Monoklonale Antikorper (mAbs) sind die grof3te Gruppe der Biopharmazeutika und machten
2015 mit 85,4 Milliarden US Dollar mehr als ein Drittel des Umsatzes aller Biopharmazeutika
aus (Monoclonal Antibodies Market Size. Grand View Research; 2017; Monoclonal Antibodies
Market Size. Grand View Research; 2017). Ende der 1980er betrug der Anteil der mAbs an
zugelassenen Biopharmazeutika noch 10 %, wohingegen er in den Jahren 2010 bis 2014 auf
27 % anstieg (Walsh, G.; 2014). MAbs werden bei Therapien unterschiedlichster
Krankheitsbilder eingesetzt. Die Halfte der therapeutischen mAbs findet in der Onkologie ihren
Einsatz. In der Immunologie werden ca. 20 % der mAbs eingesetzt. Des Weiteren werden sie
als Antiinfektiva, bei kardiovaskularen und zerebrovaskularen Krankheiten, sowie als
Neuropharmazeutika verwendet (Berger, M., et al.; 2002; Reichert, J. M., et al.; 2005; ElBakri,
A., et al.; 2010; Nelson, A. L., et al.; 2010; Geng, X., et al.; 2015). In der Onkologie werden
mAbs eingesetzt, die selektiv an tumorspezifische Antigene auf der Oberflache der
Krebszellen binden. Tumorzellen werden durch diese Bindung auf unterschiedliche Arten
bekampft. Beispielsweise konnen toxische Molekile zur Zielzelle dirigiert werden, wodurch
die Proliferation der Zielzelle inhibiert wird. Des Weiteren werden inhibierende Signalwege fir
das Immunsystem blockiert und die Zielzelle wird mittels antikrperabhangiger zellvermittelter
Zytotoxizitat (ADCC, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) vernichtet (Alderson, K.
L.; Sondel, P. M.; 2011; Scott, A. M., et al.; 2012; Wang, W.; 2015). In Abbildung 8 ist der mAb

Trastuzumab schematisch dargestellt.

36



Theoretischer Hintergrund

trastuzumab
hzlgG1

Fab

Fc

Ces60H1013202090N 1728544 = 148057 Da

Abbildung 8: Struktur eines IgG1 (Trastuzumab). Gezeigt sind die tber Disulfidbriicken verbundenen
leichten und schweren Ketten sowie die Glykosylierungsstelle am Asparagin 300 und mdogliche
Glykanstrukturen (Beck, A., et al.; 2013).

Neben neu zugelassenen mAbs kommen zum einen durch auslaufende Patente immer mehr
Biosimilars und zum anderen Biobetters (optimierte Formen von bereits zugelassenen
Biopharmazeutika) auf den Markt. 2013 wurde in Europa die erste Vertriebsgenehmigung fur
einen Biosimilar mAb (Infliximab) an zwei Firmen (Celltrion und Hospira) vergeben. Nach
Gemtuzumab Zogamicin (Wyeth, jetzt Pfizer; wurde 2000 zugelassen und 2010 vom Markt
zurlickgezogen) und Brentuximab Vedotin (Seattle Genetics) wurde 2013 mit Trastuzumab
Emtansine (Roche/Genentech) das dritte ADC (Antibody Drug Conjugate) zur Behandlung
von HER2 positivem fortgeschrittenem Brustkrebs zugelassen (Walsh, G.; 2014).

ADCs werden zur gezielten Behandlung von Tumoren oder malignen Lymphomen eingesetzt.
Durch Kopplung eines Zytostatikums tber einen Linker an einen tumorspezifischen mAb wird
das Zytostatikum gezielt in Tumorzellen eingebracht (Peters, C.; Brown, S.; 2015). Nicht nur
in der Entwicklung von Biosimilars und ADCs wurden in den letzten Jahren Fortschritte
gemacht. Auch konnten therapeutische mAbs in Bezug auf ihre ADCC und der ihr
gegeniberstehenden komplementabhangigen Zytotoxizitdt (CDC, complement-dependent
cytotoxicity) optimiert werden (Beck, A.; 2011; Walsh, G.; 2014; Liu, L.; 2015). Das Biobetter
Obinutuzumab (Genentech) wurde 2013 zugelassen und war der erste in den USA
zugelassene mAb, welcher mittels Glyco-Engineerings optimiert wurde. Durch einen
geringeren Grad an core-Fucosylierung konnte die ADCC erhoht werden (Goede, V., et al.;
2014).
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Es ist zu erwarten, dass mAbs und ihre Derivate in naherer Zukunft einen noch héheren Anteil
an neuen Biopharmazeutika ausmachen werden. Zu den mADb-Derivaten gehdren
FC-Fusionsproteine, ADCs, Immunozytokine und Fusionsproteine aus Antikbrper und Enzym
(Liu, L.; 2015).

Die Glykosylierung des mAbs an der schweren Kette liegt in einer konservierten Region des
Antikorpers. An das Asparagin 297 ist ein Oligosaccharid gebunden. Die Glykane der mAbs
aus Tierzellen haben in der Regel eine komplexe diantennére Struktur (Higel, F., et al.; 2016).
Wie bei allen Glykoproteinen wirkt sich die Glykosylierung beim Antikorper auf seine
physikalischen und chemischen Eigenschaften aus. Von besonderem Interesse ist dabei die
Auswirkung auf die Funktionalitat. Nicht nur in vivo Halbwertszeit und Immunogenitat werden
von der Struktur der Glykane beeinflusst, sondern auch die ADCC und die CDC (Lingg, N., et
al.; 2012; del val, I. J., et al.; 2010).

Im Folgenden werden sowohl Einflisse auf die Glykosylierung, als auch der Einfluss

unterschiedlicher Glykosylierungen auf die Produktqualitat naher betrachtet.
1.5.2.1. AuRere Einflisse auf die mAb Glykosylierung - einige Beispiele

Wie in Kapitel 1.3 bereits beschrieben, wird die Glykosylierung von vielen unterschiedlichen
Parametern beeinflusst. Um beispielsweise den Anteil an glykosyliertem und nicht
glykosyliertem mAb wahrend eines Kultivierungsprozesses online verfolgen zu kénnen,
entwickelten Li et al. 2018 eine Raman-spektroskopische Methode, um mAbs bereits im
Bioreaktor zu analysieren. Es zeigte sich, dass bei Glutamin Limitierung der Anteil an nicht
glykosyliertem Produkt stieg. War Glukose verbraucht, stoppte die Produktion von
glykosyliertem mADb. Nicht glykosylierte mAbs wurden weiter produziert (Li, M.-Y., et al.; 2018).
Dies zeigt, wie bedeutend der Kultivierungsprozess fur die Glykosylierung des mAbs ist. Viele
Studien belegen, dass neben Substraten auch Prozessparameter einen Einfluss auf die
Glykosylierung haben. Beispielsweise wies die Zugabe von Dithiothreitol (DTT) zu einer
Kultivierung von NSO-Zellen, was zu einem verringertem Redoxpotential in der Kultur fahrt,
sowohl eine Verringerung des Galaktosylierungsgrades als auch des Grades an
core-Fucosylierung auf (Dionne, B., et al.; 2017). Bei Kultivierungen einer murinen Hybridoma
Zellinie HFN7.1 mit Shifts des pH-Wertes, der Osmolaritdt und des
gelost-Sauerstoffpartialdruckes (DOT) zeigten Ivarsson et al. 2014, dass der pH-Shift die
grofldte Auswirkung auf die Mikroheterogenitat eines IgG1l hatte. Bei geringerem pH-Wert
beobachteten sie eine Steigerung der Galaktosylierung und eine Minderung an core-Fucosen.
Ein Shift im DOT zeigte einen geringen Einfluss auf die Galaktosylierung und Sialylierung des
Produktes, wohingegen eine Anderung der Osmolaritét keine signifikanten Unterschiede der

Glykosylierung hervorrief (lvarsson, M., et al.; 2014).
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Auch Aghamohseni et al. zeigten, dass bei der Kultivierung von CHO-Zellen ein geringerer
pH zu einer hoheren Galaktosylierung der produzierten humanisierten Kamel-mAb fuhrt
(Aghamohseni, H., et al.; 2014). Dass auch ein hoherer pH-Wert zu einem gesteigerten
Galaktosylierungsgrad fuhren kann, zeigten Mithing et al. (Mathing, J., et al.; 2003). In dieser
Studie wurde ein Maus 1gG3-Antikdrper in der Hybridoma Zelllinie R 24 produziert und
untersucht. Ein geringerer pH-Wert zeigte bei der Kultivierung von CHO-Zellen eine
Verringerung an Ladungsvarianten des produzierten Antikorpers. Dieses war auf eine
Reduktion der Disulfidbriicken, des Galaktosylierungsgrades und der Desaminierung durch
den geringeren pH-Wert zurickzufuhren (Xie, P., et al.; 2016). Auch der Einfluss der
Osmolaritdt kann nicht verallgemeinert werden. Schmelzer und Miller zeigten 2008 im
Gegensatz zu Ivarsson, dass eine gesteigerte Osmolaritat zu einer reduzierten
Galaktosylierung fuhrt (Schmelzer, A. E.; Miller, W. M.; 2002). Ein héherer Grad an
Galaktosylierung fuhrt haufig zu einem héheren Grad an Sialylierung. Durch Zuflitterung von
Uridin, Manganchlorid und Galaktose konnte die Galaktosylierung und in Folge dessen die
Sialylierung gesteigert werden (Gramer, M. J., et al.; 2011). Diese wenigen Beispiele zeigen,
dass der Einfluss unterschiedlicher Kultivierungsparameter auf die Glykosylierung nicht
verallgemeinert werden kann. Es zeigt auch, dass es sich bei der Glykosylierung um eine
komplexe Modifikation handelt, die sich trotz vieler Studien zu ihrer Beeinflussung durch
Kultivierungsparameter nicht vollstandig und gezielt kontrollieren lasst. Die zum Tell
gegensatzlichen Ergebnisse lassen vermuten, dass fur eine Minimierung der
Produktheterogenitdt die Parameter fur jeden Produktionsprozess spezifisch, unter
Berticksichtigung von Zellwachstum und Produktivitat, optimiert werden missen. Welchen
Einfluss unterschiedliche Formen der Glykosylierung auf die pharmazeutischen
Eigenschaften eines mAbs haben und welche Bedeutung somit der Glykosylierung

beigemessen werden muss, soll im n&chsten Kapitel verdeutlicht werden.
1.5.2.2. Glykosylierung und ihr Einfluss auf die pharmazeutische Wirkung

Ist ein mAb nicht glykosyliert, kommt es zu Konformationséanderungen der Fc-Region (Krapp,
S., et al.; 2003; Borrok, M. J., et al.; 2012; Alsenaidy, M. A., et al.; 2013; Alsenaidy, M. A., et
al.; 2014). Darum scheint es verwunderlich, dass eine fehlende Glykosylierung keine
Auswirkung auf die Pharmakokinetik des mAbs (Dasgupta, S., et al.; 2007) in vivo hat (Nose,
M.; Wigzell, H.; 1983; Tao, M. H.; Morrison, S. L.; 1989; Kim, J. K., et al.; 1994a; Liu, L., et al ;
2011). Einige Studien zeigten, dass die Affinitdt zum neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn)
zwischen glykosylierten und aglykosylierten 1gGs kaum voneinander abweicht (Liu, L., et al.;
2011; Hobbs, S. M., et al.; 1992; Kim, J. K., et al.; 1994b). Jedoch zeigten Williams et al. 1973,

dass die Aktivitat mancher mAbs auf ihre Glykosylierung zuriickzufuhren ist (Williams, R. C.,
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et al.; 1973). Mit deglykosylierten Antikbrpern wurde dargestellt, dass diese keine ADCC
auslésen konnten und nicht an Proteinen des Komplementsystems binden konnten (Koide, N.,
et al.; 1977). Weitere Studien bestatigten, dass das Komplementsystem von aglykosylierten
Antikorpern nicht aktiviert werden konnte (Koide, N., et al.; 1977; Nose, M.; Wigzell, H.; 1983).
Nicht nur die Abwesenheit bzw. das Vorhandensein von Glykanen beeintrachtigt die
Pharmakodynamik von mAbs, sondern auch die Struktur der gebundenen Glykane. Bereits
1989 konnte eine Verringerung der ADCC bei mAbs mit core-Fucosylierung gezeigt werden
(Rothman, R. J., et al.; 1989). Die erhohte ADCC konnte mit einer verbesserten Bindung des
mAbs an den Fcy Rllla-Rezeptor durch das Fehlen einer Fucose an der core-Struktur
begriindet werden (Shields, R. L., et al.; 2002). In den folgenden Jahren wurde dieses
Phanomen mehrfach bestatigt (Yamane-Ohnuki, N., et al.; 2004; Satoh, M., et al.; 2006; Mori,
K., et al.; 2007; lida, S., et al.; 2009). Das Vorhandensein von bisecting GIcNAcs zeigte
ebenso wie das Fehlen der core-Fucose eine Steigerung der ADCC. (Ikeda, Y.; Taniguchi, N.;
2001). Das gebundene bisecting GIcNAc inhibiert die Bindung der Fucose. Shinkawa et al.
konnten darlegen, dass nicht das Vorhandensein des bisecting GIcNAcs die ADCC erhéht,
sondern das Fehlen der Fucose (Shinkawa, T., et al.; 2003). Gegen diese These spricht, dass
2005 Hodoniczky et al. feststellten, dass die ADCC bei Rituximab, dem bisecting GIcNAc
zugefiigt wurde, zehnmal hoher ist, als beim urspringlichen Rituximab (Hodoniczky, J., et al.;
2005). Vermutlich kann sowohl das Fehlen der core-Fucose, als auch das Vorhandensein von
bisecting GIcNAc eine erhohte ADCC bewirken. Der Grad an Galaktosylierung scheint keine
Auswirkungen auf die ADCC zu haben, jedoch auf die CDC. Mit zunehmender
Galaktosylierung nimmt auch die CDC zu (Boyd, P. N., et al.; 1995; Raju, T. S.; 2008). High
Mannose Strukturen fihren zu einer erhéhten ADCC (Kanda, Y., et al.; 2006; Kanda, Y., et
al.; 2007; Zhou, Q., et al.; 2008; Yu, M., et al.; 2012), was vermutlich darauf zuriickzufiihren
ist, dass High Mannose Strukturen nicht fucosyliert sind (Zhou, Q., et al.; 2008). Die CDC
Aktivitat sinkt durch High Mannose Strukturen (Kanda, Y., et al.; 2006; Zhou, Q., et al.; 2008;
Yu, M., et al.; 2012; Hiatt, A., et al.; 2014).

Die Sialylierung der Glykane des mAbs erhoht die entzindungshemmende Wirkung von
Antikérpern. Anhand des intravendsen Gamma Globulins (IVIG) wurde belegt, dass die
desialylierte Form des Antikdrpers eine geringere entziindungshemmende Wirkung aufweist,
als die sialylierte (Samuelsson, A., et al.; 2001; Kaneko, Y., et al.; 2006; Nimmerjahn, F.;
Ravetch, J. V.; 2008; Anthony, R. M., et al.; 2011; Sondermann, P., et al.; 2013). Die ADCC
hingegen wird durch sialylierte Glykane verringert (Beck, A.; Reichert, J. M.; 2012).

Diese hier dargestellten Erkenntnisse bekréaftigen, wie wichtig die Analytik und die

Regulierung der Glykosylierung von mAbs ist. Zum einen muissen anaphylaktische
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Reaktionen ausgeschlossen werden und zum anderen sollte die Glykosylierung in Bezug auf

die Wirksamkeit des mAbs hin optimiert werden.
1.5.3. C1-Inhibitor

Der Cl-Inhibitor (C1-INH) ist ein Serinprotease-Inhibitor und gehdrt zu den Serpinen. Die
Aktivierung des C1 Komplexes wird durch den C1-INH kontrolliert und er ist Teil des
Kontaktsystems der Immunabwehr. Neben C1s, C1r, Kallikrein und Faktor XII inhibiert er auch
Chymotrypsin (Aulak, K. S., et al.; 1993). Wird zu wenig oder defekter C1-INH produziert, so
fuhrt dies zu einem hereditaren Angioédem (HAE). Dabei handelt es sich um einen autosomal
dominant vererbten Gendefekt. Dieser fiihrt zu Hautddemen und Odemen der inneren Organe.
Des Weiteren fuhrt er zu Kontraktionen der glatten Muskulatur. Daftir verantwortlich ist die
Akkumulation von Bradykinin, welche durch Fehlen der C1-INH-Aktivitat hervorgerufen wird.
Das Bradykinin fihrt zum einen dazu, dass Flissigkeit aus den Gefafen ins Gewebe Ubertritt
und zum anderen, dass die Gefalle erweitert werden, wodurch die Kontraktionen entstehen
(Cugno, M., et al.; 1997; Nussberger, J., et al.; 1998; Nzeako, U. C.; 2001; Zuraw, B. L., et al.;
2010).

Neben der Therapie von Schiiben bei HAE-Patienten wurde an weiteren Einsatzgebieten fir
den C1-INH geforscht. So gibt es Hinweise auf eine entziindungshemmende Wirkung des
C1-INHs (Caliezi, C., et al.; 2000; Tillou, X., et al.; 2010). Es gibt erste Studien zum Einsatz
des C1-INHs bei paroxysymaler nachtlicher Hamoglobinurie (PNH). DeZern et al. konnten
belegen, dass Erythrozyten von PNH-Patienten durch den Zusatz von C1-INH vor Zelllyse
geschuitzt wurden (DeZern, A. E., et al.; 2014).

Derzeit sind mehrere Produkte kommerziell erhaltlich. Einige davon werden aus Blutplasma
gewonnen (Berinert, Cinryze, Haergada). Ein rekombinant hergestelltes Produkt, welches aus
der Milch von transgenen Hasen extrahiert wird (Ruconest), wurde 2010 fur den europaischen
Markt zugelassen (van Veen, H. A., et al.; 2012; Farkas, H., et al.; 2014; Cruz, M. P.; 2015).
Der C1-INH ist ein 478 AS langes Protein mit einer C-terminalen Serpin Doméane und einer
nicht Serpin, Mucin ahnlichen N-terminalen Doméane (Bock, S. C., et al.; 1986; Wagenaar-Bos,
I. G.A.; Hack, C. E.; 2006; Davis, A., et al.; 2010). Er besitzt sechs N-Glykosylierungsstellen
und mindestens neun  O-Glykosylierungsstellen. Drei der N- und neun
O-Glykosylierungsstellen (Ser31, Thr47, Thr48, Ser63, Ser64, Thr67, Thr71, Thr72, Thr76)
liegen in der N-terminalen Doméne (Bock, S. C., et al.; 1986; Bock, S. C., et al.; 1986;
Stavenhagen, K., et al.; 2018). Bei den N-Glykanen handelt es sich beim humanen C1-INH
hauptséchlich um disialylierte komplexe Glykane sowie um geringe Mengen an tri- und
tetraantennaren Strukturen (Strecker, G., et al.; 1985; Perkins, S. J., et al.; 1990; Stavenhagen,
K., et al.; 2018).
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Trotz der Vielzahl an Glykosylierungen ist bislang keine detaillierte Funktion bekannt. Weder
die Abspaltung von N- und O-Glykanen, noch das Einfligen einer zuséatzlichen
Glykosylierungsstelle anderte die Bildung des C1 Komplexes (Reboul, A., et al.; 1987; Zahedi,
R., et al.; 1996). Nach Behandlung mit O-Glykanasen verlor der C1-INH die Fahigkeit an
Kallikrein zu binden (Ghannam, A., et al.; 2016). Die Desialylierung fuhrt wie bei anderen
Plasmaproteinen zu einer verkirzten Halbwertszeit (Minta, J. O.; 1981). Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Glykane beispielsweise eine Rolle bei der Stabilitat des
3-Faltblattes spielen (Bos, I.; 2002). Wird der C1-INH rekombinant produziert, ist jedoch zu
beachten, dass nicht humane Glykosylierungen wie auch bei anderen Glykoproteinen zu
anaphylaktischen Reaktionen fihren konnen. Daher ist es von enormem Interesse, die
Glykanstrukturen von rekombinant produziertem C1-INH auf immunogene Glykane hin zu

Uberprufen.
1.5.4. a-1-Antitrypsin

AAT ist wie der C1-INH ein Serinprotease-Inhibitor. Es inhibiert irreversibel Trypsin,
Chymotrypsin, neutrophile Elastase und den Plasminogen Aktivator. Zusatzlich weist es eine
Affinitat zu Plasmin und Thrombin auf. AAT handelt es sich um ein Akute-Phase-Protein,
dessen Konzentration bei einer Entzindung ansteigt. Es ist ein 394 AS langes sekretiertes
Glykoprotein mit drei N-Glykosylierungsstellen (Carrell, R. W., et al.; 1981). Bei humanem
AAT ist an der Glykosylierungsstelle Asparagin 107 eine hohe Heterogenitat an Glykanen, bis
hin zu tetraantenndren Strukturen bekannt. Hingegen sind an Asparagin 70 nur geringe
Mengen an triantenndren Glykanen und an Asparagin 271 ausschliel3lich diantennére
Strukturen nachweisbar. An den triantennéren Glykanen wurden sLe* Strukturen identifiziert.
Es konnten kaum core-Fucosylierungen gefunden werden. (Zhang, H., et al.; 2003;
Bunkenborg, J., et al.; 2004; Kristiansen, T. Z., et al.; 2004; Liu, T., et al.; 2005; Kolarich, D.,
et al.; 2006; Lewandrowski, U., et al.; 2006; Chen, R., et al.; 2009; Nilsson, J., et al.; 2009;
Halim, A., et al.; 2011). McCarthy et al. zeigten, dass sich die Glykosylierung von AAT im
Laufe einer Erkrankung verandert und dies als Biomarker fir akute oder chronische
Erkrankungen dienen kdnnte (McCarthy, C., et al.; 2014). Wie bei vielen Glykoproteinen hat
die Glykosylierung des AATSs einen Einfluss auf die Stabilitat, die Flexibilitdt und das Signaling
des Proteins (McCarthy, C., et al.; 2014). Es wurde gezeigt, dass AAT mit vom Wildtyp
abweichenden Glykanen schneller im ER proteolytisch abgebaut wird (Hosokawa, N., et al.;
2003; Wu, Y., et al.; 2003). Die Glykosylierung verlangert die Halbwertszeit von AAT und
schitzt vor Aggregatbildung (Varki, A.; 1993; Shental-Bechor, D.; Levy, Y.; 2009). Es konnte

belegt werden, dass rekombinant produziertes AAT eher zur Bildung von Polymeren neigt, als
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AAT aus Plasma. Mdoglicherweise ist dies auf die abweichenden Glykanstrukturen des

rekombinant produzierten AATs zurtckzufiihren (Casolaro, M. A., et al.; 1987).

Abbildung 9: Model des glykosylierten AAT (3nr4.pdb). Grun: Peptid, blau: Glykane, rot: aktives
Zentrum fir die Peptidbindung (McCarthy, C., et al.; 2014).

Liegt ein genetischer Defekt im codierenden Gen SERPINAL vor, fihrt dieser zu einem
Mangel an AAT (AATD; AAT-deficiency). Durch nicht inhibierte Proteasen kommt es in der
Lunge zum Verdau von Gewebe, was zu einem Lungenemphysem fuhrt (Graham, A., et al.;
1990; Holmes, M. D., et al.; 1990; Seyama, K., et al.; 1991). Zur Behandlung der AATD wird
bislang humanes AAT aus gepooltem humanem Plasma eingesetzt (Gadek, J. E., et al.; 1981;
Nita, 1., et al.; 2005; Wewers, M. D.; Crystal, R. G.; 2013; Parr, D.; Lara, B.; 2017). Bis heute
wird eine Ersatztherapie mit humanem AAT (60 mg/kg/Woche) empfohlen, um den Grenzwert
von 11 pM zu Uberschreiten (Sandhaus, R. A,, et al.; 2016; Chapman, K. R., et al.; 2018). Der
Einsatz von rekombinantem AAT kdnnte die Kosten der Therapie senken und maglicherweise
wirden die langen Infusionszeiten verringert werden, da in rekombinantem Material keine
anderen Plasma Proteine vorhanden sind (Blanchard, V., et al.; 2011). AAT wurde bereits in
unterschiedlichen Expressionssystemen produziert. Jedoch hat AAT aus E.coli aufgrund von
fehlenden Glykosylierungen eine wesentlich kirzere Halbwertszeit als humanes AAT
(Johansen, H., et al.; 1987; Kwon, K. S., et al.; 1995). AAT, welches in Saccharomyces
diastaticus (Kwon, K. S., et al.; 1995) bzw. in Asperigillus niger (Chill, L., et al.; 2009)
produziert wird, weist High Mannose Strukturen und endstéandige Galaktofuranosen auf.
Darum konnen diese Produkte nicht als Therapeutikum eingesetzt werden (Chill, L., et al.;
2009). Die hier aufgezeigten Herausforderungen in der Produktion von rekombinantem AAT
in Bezug auf die korrekte Glykosylierung zeigen, wie wichtig das Verstandnis der Einflisse

auf die Produktglykosylierung ist.
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1.5.5. Antithrombin Il

Antithrombin 111 (ATIII) gehdrt wie der C1-INH und AAT zu den Serinprotease-Inhibitoren und
reguliert die Kaskade zur Blutgerinnung. Es inhibiert Thrombin, Matripase-3/TMPRSS7 und
die Faktoren IXa, Xa und Xla. Heparin verstarkt die inhibitorische Wirkung (Szabo, R., et al.;
2005).

ATIII ist ein 432 AS langes Protein mit vier N-Glykosylierungsstellen am Asparagin 96, 135,
155 und 192 (Bunkenborg, J., et al.; 2004; Kristiansen, T. Z., et al.; 2004, Liu, T., et al.; 2005;
Lewandrowski, U., et al.; 2006; Chen, R., et al.; 2009; Nilsson, J., et al.; 2009). Der grofite
Anteil der Glykane ist diantennér, disialo und nicht fucosyliert. 30 % der Glykane sind nicht
sialyliert (Franzén, L. E., et al.; 1980; Mizuochi, T., et al.; 1980; Edmunds, T., et al.; 1998).
Durch unterschiedliche genetische Defekte im SERPINC1 Gen, welches fur ATl kodiert, wird
ein ATIlI-Mangel (AT3D, ATIII deficiency) ausgel6st (Gruenberg, J. C., et al.; 1975; ZAKAI, N.
A., et al.; 2007; Furie, B.; 2009). Bis heute sind 93 unterschiedliche genetische Defekte
bekannt, welche alle zu einer Thrombophilie fihren (SERPINCL1 - Antithrombin-III precursor -
Homo sapiens (Human) - SERPINC1 gene & protein. UniProt. 17.06.2018). Entweder wird
nicht voll funktionsfahiges oder zu wenig ATIII produziert. Ein ATIlI-Mangel kann aber auch
durch Lebererkrankungen, aufgrund einer Beeintrachtigung der Neusynthese des ATllls oder
durch einen Proteinverlust, der wiederum durch erkrankte Nieren oder eine Darmerkrankung
hervorgerufen wird, entstehen. Der Mangel an ATIIlI kann neben der Gabe von anderen
Antikoagulantien auch mittels Substitutionstherapie, bei der dem Patienten ATIII intravends
verabreicht wird, therapiert werden (Refaei, M., et al.; 2017; Bauer, K. A., et al.; 2016). Es gibt
Praparate, die aus humanem Plasma gewonnen werden. 2006 wurde in Europa (2009 in den
USA) das erste rekombinant produzierte Antithrombin Il zugelassen (Antithrombin alfa)
(European Medicines Agency - ATryn. 17.06.2018; U.S. approves first drug from DNA-altered
animals | Reuters. 17.06.2018; Konkle, B. A., et al.; 2003). Antithrombin alfa wird aus der Milch
transgener Ziegen extrahiert (Edmunds, T., et al.; 1998). Unterschiede in der Glykosylierung
begriinden eine hohere Affinitat zu Heparin im Vergleich zu ATIII, welches aus Plasma stammt
(Zettimeissl, G., et al.; 1989; Edmunds, T., et al.; 1998). Edmunds et al. zeigten, dass
Antithrombin alfa geringer sialyliert und starker fucosyliert ist. Ein weiterer Unterschied ist das
Vorhandensein von NGNA (Zettlimeissl, G., et al.; 1989; Edmunds, T., et al.; 1998). Ergebnisse
unterschiedlicher Studien lassen vermuten, dass besonders die Glykosylierung an Asparagin
155 eine Rolle bei der Affinitat zum Heparin spielt (Zettimeissl, G., et al.; 1989; Garone, L., et
al.; 1996; Olson, S. T., et al.; 1997; Edmunds, T., et al.; 1998).

Bereits in den spaten 1980ern, bzw. friihen 1990ern wurde ATIII in S&ugetierzellen produziert.

Zettimeissl et al. charakterisierten 1989 rekombinantes ATIIl aus CHO Zellen (Zettimeissl, G.,
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et al.; 1989). Sie konnten in vitro eine ahnliche Affinitdt zu Heparin und eine &hnliche
biologische Aktivitat des rekombinanten ATIlIs im Vergleich zum ATIIl aus Plasma zeigen.
Ebenso konnte eine A&hnliche Halbwertszeit in Hasen nachgewiesen werden. Die
Glykanzusammensetzung unterscheidet sich jedoch vom Original. Es wurden neben
diantennaren Strukturen (60 %) tri- und tetraantenndre komplexe Strukturen (20 %) sowie
trunkierte diantennare Glykane (20 %) gefunden. (Zettimeissl, G., et al.; 1989)

In Untersuchungen von ATIII, welches in BHK-Zellen produziert wurde, konnten drei
Isoformen isoliert und analysiert werden. Die Isoform, die mehr als zwei Antennen aufwies,
zeigte die geringste Affinitdt zu Heparin. Eine héhere Affinitat wies die Isoform auf, bei der
sowohl komplexe, als auch High Mannose Strukturen nachgewiesen werden konnten. Die
hdchste Affinitét zeigte die Isoform, die zwar auch komplexe und High Mannose Glykane trug,
jedoch insgesamt geringer glykosyliert war (Fan, B., et al.; 1993). Yamada et al. zeigten, dass
ATIII mit High Mannose Strukturen zwar eine héhere Affinitat zum Heparin aufwies und damit
einhergehend eine starkere Wirkung als Antikoagulanz besaf, aber deutlich schneller
abgebaut wurde (Yamada, T., et al.; 2016).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl die Besetzung der Glykosylierungsstellen,
als auch die Struktur der Glykane einen Einfluss auf die biologische Aktivitdt und die
Halbwertszeit des ATIlIs haben. Besonders die Fucosylierung der komplexen Glykane und
das Vorhandensein von High Mannose Strukturen scheinen sich darauf auszuwirken. Die
Immunogenitat von der High Mannose Strukturen darf nicht vernachlassigt werden (Dasgupta,
S., et al.; 2007). Dies zeigt, dass auch fur die Produktion des ATIllIs eine Aufklarung der

Glykanstrukturen notwendig ist.
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MATERIAL UND METHODEN

2. Zellkultur

Fiur die Produktion der finf beschriebenen Glykoproteine wurden finf unterschiedliche
Zelllinien kultiviert. Im Folgenden werden die Details zu den Kultivierungen beschrieben.

2.1. Verwendete Zelllinien

Fir die Zellkultivierung ist steriles Arbeiten unabdingbar. Die Arbeiten wurden unter einer
Sterilbank (Clean Air, Deutschland) durchgefiihrt. Puffer, Filter und andere hitzestabile Gerate
wurden 45 min bei 120 °C und 2 bar in einem Autoklav (Getinge, Schweden) sterilisiert.
Glasgerate wie Messpipetten wurden flr 8 h bei 180 °C hitzesterilisiert. Gegenstande und die
Arbeitsflache wurden mit 70 %igem Ethanol desinfiziert. Hitze-instabile Losungen wie Medien
wurden Uber 0,22 um Sterilfilter der Firma Sartorius (Deutschland) sterilfiltriert.

In dieser Arbeit wurden finf unterschiedliche Produktions- und die jeweiligen Parentalzelllinien
kultiviert. In Tabelle 2 sind alle Zellen, die Kultivierungsart und die jeweiligen Medien mit den

zugehorigen Supplementen aufgelistet.

2.1.1. Parentalzelllinie CHO-K1 und die EPO-produzierende Zelllinie
CHO-K1-C4

Die Erythropoetin (EPO)-produzierende Zelle CHO-K1-C4 wurde in einer anderen
Abschlussarbeit innerhalb dieser Arbeitsgruppe durch Transfektion des
pCMVMIE-Epo-Plasmids in die CHO-K1-Zelllinie (urspriinglich: ATCC-Nr.: CCL-61) etabliert.
Das Plasmid tragt unter Kontrolle eines optimierten CMV Promotors sowohl eine Neomycin
Resistenz, als auch die EPO Sequenz (Mariati, et al.; 2010). Fur die ersten Tests der
wachstumsspezifischen Probenahme wurde kein einzelner Zellklon verwendet, sondern ein
Zellpool, der ebenfalls durch die Transfektion der CHO-K1-Zelllinie mit dem
pCMVMIE-EPO-Vektor erzeugt wurde. Als Parentalzelllinie diente CHO-K1, welche an das
Medium (CDM 2) angepasst wurde, in der die CHO-K1-C4-Zelllinie kultiviert wurde. 1957
isolierte T.T. Puck CHO-Zellen aus dem chinesischen Hamster. CHO-K1 ist ein Subklon
dieser urspringlichen CHO-Zelle (Kao, F. T., et al.; 1969; Kao, F. T.; Puck, T. T.; 1967; Kao,
F. T.; Puck, T. T.; 1968).
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2.1.2. Parentalzelllinie CHO-K1 Derivat und die mAb-produzierende Zelllinie
CHO-XL99

Bei der dem CHO-K1 Derivat (XL99) handelt es sich um eine Glutamin-Synthetase-defiziente
CHO-Zelllinie. Sie und der mAb-produzierende Klon CHO-XL99 wurden von Dr. Jeff Hou
(AIBN, University of Queensland) zur Verfigung gestellt. Der CHO-XL99 Klon produziert
einen IgG1-Antikérper. Dazu wurde der auf dem pCDNA3.1 Vektor (Invitrogen) basierende
Vektor pNBF-XPress in die XL99 Zelle transfiziert. Neben dem Gen, welches fir den IgG1
Antikérper (mAb) kodiert, liegen Gene, die fur eine Glutamin-Synthetase (Hamster) und eine
N-Acetyltransferase (Streptomyces) kodieren, auf diesem Vektor. Neben der Selektion tUber
eine Kultivierung ohne Glutamin, kann zusatzlich Uber die kotransfizierte Neomycinresistenz

auf Klone mit integriertem Gen fiir den IgG1 selektioniert werden.

2.1.3. Parentalzelllinie CAP® und die C1-INH-produzierende Zelllinie
CAP®-1D9 und -2B10

Die CAP® (Cevec's Amniocyte Production) Technologie der Firma Cevec Pharmaceuticals
GmbH (K6In) beruht auf humanen Amniozyten. Diese wurden durch das Einbringen von den
adenoviralen Genen E1A und E1B immortalisiert. Die E1A Gene fuhren zum einen zu einer
Progression des Zellzyklus (Brockmann, D.; Esche, H.; 1995; Gallimore, P. H.; Turnell, A. S.;
2001), zum anderen zur Apoptose, welche durch die E1B Gene inhibiert wird. Dies geschieht
durch eine Interaktion der Proteine P53 und Bax (Han, J., et al.; 1996; Niklas, J., et al.; 2011;
White, E.; 1996). Neben diesen Genen zur Immortalisierung wurde ein
Produktivitat-steigerndes Gen (codiert flr das adenovirale plX Protein) in die Zellen
eingebracht (Schiedner, G., et al.; 2008; Fliedl, L., et al.; 2015). Die Glykosylierung von
rekombinant produzierten Pharmazeutika aus den CAP®-Zellen ist human und muss
dementsprechend nicht wie bei der Produktion in anderen Saugerzellen angepasst werden.
In dieser Arbeit wurde sowohl die Parentalzelllinie kultiviert, als auch zwei
C1-INH-produzierende Klone (CAP®-1D9, CAP®-2B10).

2.1.4. Parentalzelllinie AGE1.hn und die AAT-produzierende Zelllinie
AGE1.hn-AAT

Sowohl die AGELl.hn-Zelllinie, als auch die a-1-Antitrypsin  exprimierende
AGE1.hn-AAT-Zelllinie wurden von der Firma ProBioGen (Berlin) zur Verfigung gestellt. Eine
neuronale Vorlauferzelle aus der periventikularen Zone eines humanen Fétus wurde durch

Einbringung der adenoviralen Gene E1A und B des humanen Adenovirus des Typs 5
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immortalisiert (vgl. 2.1.3) (Whyte, P., et al.; 1989). Zusatzlich wurde wie bei den CAP®-Zellen
zur Produktivitdtssteigerung das plIX-Gen eingebracht. Die Zelllinie ist patentrechtlich
(06807777.52406) gesichert.

Ein Vorteil bei der Produktion von rekombinanten Pharmazeutika, die in Zellen humanen
Ursprungs produziert werden, ist die native Glykosylierung des Produktes.

2.1.5. Als Parentalzelllinie eingesetzte CHO-K1 und die ATlll-produzierende
Zelllinie CHO-ATIII

Durch Kotransfektion zweier Plasmide in DHFR-defizienten CHO-Zellen (CHO DUXBLI,
ATCC-Nr.: CRL-9010) wurde eine ATIll-exprimierende Zelllinie CHO-ATIII etabliert. Ein
Plasmid tragt unter Kontrolle des SV40 Promotors die cDNA fir humanes ATIII (Broker, M.,
etal.; 1987). Das zweite Plasmid tragt die cDNA fur die Dihydrofolatreduktase (DHFR), welche
zur Selektion der Klone dient (Zettimeissl, G., et al.; 1987; Zettimeissl, G., et al.; 1989).

Die eigentliche Parentalzelllinie der CHO-ATIIl, CHO/dhFr-, konnte in dieser Arbeit nicht an
das Wachstum in Suspension adaptiert werden, darum wurde hier als Parentalzelllinie flr den
wachstumsspezifischen Medienwechsel mit der CHO-K1-Zelllinie gearbeitet. Die CHO/dhFr-
entstanden durch chemische Mutagenese der CHO-K1-Zellen mit Ethylmethansulfonat
(Urlaub, G.; Chasin, L. A.; 1980). Im Gegensatz zu den CHO-K1 sind sie heterozygot dhFr
negativ. Da bei der Kotransfektion das dhFr Gen in die CHO/dhFr- eingebracht wurde, wurde
vermutet, dass sich der Metabolismus der CHO-K1 und der CHO-ATIII kaum unterscheidet,
bzw. Abweichungen im Metabolismus sich nicht auf die Zusammensetzung der konditionierten
Medien fur die Medienwechsel bzw. auf das Wachstum und die Produktion der

Produktionszelllinie nach dem Medienwechsel auswirken.
2.2. Stammhaltung und Zellpassage

Alle Zelllinien wurden in einem Brutschrank der Firma Mytron (Deutschland) bei 37 °C, mit
einer Atmosphéare von 5 % CO, und einer Humiditdt von 80 % kultiviert. Die adhéarent
wachsenden CHO-ATIII-Zellen wurden in T-25, beziehungsweise T-75 Flaschen (Nunc®,
Thermo Fisher Scientific, USA) kultiviert. Die AGE1.hn-AAT-Zellen wurden in Schiittelkolben
mit Schikanen bei 125 rpm auf einem Schittler (50 mm Auslenkung, Shaker ES-X, Kuhner,
Schweiz) kultiviert und spater an Wachstum in Schiittelkolben ohne Schikanen bei 185 rpm
adaptiert. Alle Zellen, die in Suspension kultiviert wurden, wurden in Schiittelkolben von
125 mL (Arbeitsvolumen 20-50 mL), 250 mL (Arbeitsvolumen 70-100 mL) oder 500 mL (max.
Arbeitsvolumen 200 mL) der Firma Corning B.V. Life Sciences (Niederlande) bei 185 rpm

kultiviert. Wurden weniger als 20 mL Zellsuspension kultiviert, so wurde in
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TPP-Kulturréhrchen der Firma TPP (Schweiz) Kkultiviert.
Kulturréhrchen wurde in einem auf dem Schittler befestigten Halter mit einem Neigungswinkel

Die Zellsuspension in den

von 30 ° kultiviert. Die unterschiedlichen Zellen wurden in unterschiedlichen Medien kultiviert.
Zusammenfassend sind die Medien und Supplemente in Tabelle 2 aufgelistet.

Die adharent wachsenden Kulturen, wie auch die in Suspension kultivierten Zellen wurden
regelmafig alle drei bis vier Tage passagiert. In Tabelle 3 sind die einzelnen Startzelldichten
aufgelistet. Fir die Passage der Suspensionszellen wurde die exakte Zelldichte im Cedex
Analyzer bestimmt (vgl. Kapitel 4.1.1) und das bendtigte Volumen der Zellsuspension in einem
Schuttelkolben mit frischem Medium (vgl. Tabelle 2 ) vermischt.

Tabelle 2: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien mit den zugehdrigen Medien und
Supplementen. CDM 1-4 wurden von der Firma Xell, Deutschland zur Verfigung gestellt; das
DMEM/F12 von Life Technologies, Deutschland. Glutamin (GIn) und IGF wurden von Applichem
(Deutschland) bezogen, FCS von Sigma Aldrich (USA) und das Blasticidin Geniticin (G418) von
InvivoGen (USA).

Zelllinie Medium Supplemente
. 8 mM GIn; 0,1 mg L IGF
CAPE SRS SBha (insulin like growth factor)
8 mM GIn; 0,21 mg L*
CAP®-1D9 : IGF;
CAP®-2B10 Suspension ChM 4 5 pg/mL Blasticidin
(Vorkultur)
AGE1.hn Suspension CDM 4 5 mM GIn; 0,1 mg L IGF
AGE1.hn-AAT  Suspension CDM 4 5 mM GIn; 0,1 mg L IGF
Ausgangskultur  Zellspezifisches,
CHO-K1 und far EPO- chemisch definiertes, von o \» ~
Pool Tierkomponenten freies
Suspension Medium 1 (CDM 1)
iﬁﬁ’ens'on fur coma 8 mM GIn; 0,1 mg L™ IGF
Suspension fir , o
C4 (EPO) CDM 2 6 mM GIn; 0,1 mg L* IGF
. -1
CHO-EPO-Pool  Suspension CDM 1 Z4Té\/l GIn; 600 g L
6 mM GIn; 0,1 mg L IGF;
CHO-K1-C4 Suspension CDM 2 200 mg L' G418
(Vorkultur)
)
CHO-ATIII adharent DMEM/F12 5 % FCS (fetal calf
serum), 4 mM GIn
Suspension CDM 4 8 mM GIn; 0,1 mg L IGF
XL99 Suspension CDM 3 8 mM GIn; 0,1 mg L IGF
mADb- 8 mM GIn; 0,1 mg L?
produzierender : IGF;
CHO-XL 99- SUEpETEIE] cibi & 330 mg L G418
Klon (Vorkultur)

Die adhérenten Zellen wurden passagiert, sobald sie zu 80-90 % konfluent gewachsen waren.

Um die adhéarent wachsenden Zellen passagieren zu kénnen, mussten diese zunéchst vom
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Boden des KulturgefalRes geldost werden. Dazu wurde das Kulturmedium abgenommen und
der Zellrasen zweimal mit jeweils 5-10 mL CMF-PBS (Calcium und Magnesium Free
Phosphate Buffered Saline) (210 mg L™ KH2PO4; 9 g/L NaCl; 726 mg L* Na,PO4; pH 7,4)
gewaschen. 0,5 mL (T-25 Flasche) bis 1 mL (T-75 Flasche) Trypsin-Lésung (0,25 % Trypsin;
0,02 % EDTA in Puck’s Saline A (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, USA)) wurden
gleichmélRig tber den Zellrasen verteilt und bei Raumtemperatur leicht geschwenkt.

Tabelle 3: Startzelldichten aller in dieser Arbeit kultivierten Zelllinien

Startzelldichte [x10°Zellen mL™?]

Zelllinie
CAP® Suspension 25-35
CAP®-1D9/2B10 Suspension 25-35
AGE1.hn Suspension 3,0-4,0
AGELl.hn-AAT Suspension 3,0-4,0
CHO'K"11 CDM 1 Suspension 2,0-3,0
in CDM 4 Suspension 2,0-3,0
in CDM 2 Suspension 2,0-3,0
CHO-K1-C4 Suspension 2,0-3,0
CHO-ATHI adharent 0,5 x 10* Zellen cm?
Suspension 2,0-3,0
XL99 Suspension 2,0-3,0
mAb-produzierender Suspension 20-30

CHO-XL99-Klon

Nach 5 min bei 37 °C wurde mikroskopisch das Ablosen der Zellen kontrolliert. Die
Enzyminkubation wurde durch eine 1:10-Verdiinnung mit Kulturmedium (mit FCS) gestoppt.
Die Zellsuspension wurde durch wiederholtes Aufsaugen in die Pipette homogenisiert, um
Zellaggregate aufzuldsen. Die Zelldichte wurde mittels Cedex Analyzer (vgl. Kapitel 4.1.1)
bestimmt. Das bengétigte Volumen an Zellsuspension wurde in einer T-Flasche mit frischem

Medium vermischt. Das Medium wurde frisch aufsupplementiert (vgl. Tabelle 2).
2.3. Kryokonservierung

Um konsistente Eigenschaften der Zellen gewéhrleisten zu kénnen, wurde von allen in dieser
Arbeit kultivierten Zellen eine WCB (Working Cell Bank) angelegt. Dazu wurden Zellen
wahrend der exponentiellen Phase bei 200 xg fur 5 min zentrifugiert (Megafuge 1.0, Thermo
Fisher Scientific, USA) und in 4 °C kaltem Medium mit 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid, Sigma
Aldrich, USA) vorsichtig resuspendiert. Das DMSO dringt in die Zellen ein und verdréngt
Wasser, welches zur Kristallbildung fiihren wirde und die Zellen somit zerstéren wirde. Pro
Kryovial wurden 1 x 107 Zellen eingefroren. Die Kryovials mit 1,5 mL Zellsuspension wurden

in einen gekihlten Freezing Container (Mr Frosty, Nalgene, Danemark) utberfihrt und
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bei -80 °C gelagert. Nach 24 h wurden die Kryovials in einem Stickstofftank Chronos Biosafe
350 der Firma Messer-Griessheim (Sulzbach) in der Dampfphase flussigen Stickstoffs bei
etwa -196 °C gelagert.

Fir das Auftauen der Zellen wurde das entsprechende Kryovial aus dem Tank entnommen
und in der Hand aufgetaut. Um das zelltoxische DMSO zu entfernen, wurde die
Zellsuspension in 10 mL CMF-PBS aufgenommen und gewaschen. Die Zellsuspension wurde
bei 200 xg fur 5 min zentrifugiert und in 10-20 mL Medium aufgenommen und entweder in
einen Schiittelkolben, ein Kulturrohrchen oder eine T-Flasche Gberfihrt. Die Zellen wurden im
Brutschrank inkubiert (vgl. Kapitel 2.2).

2.4. Adaptionen an neue Kultivierungsbedingungen

Einige der hier verwendeten Zellen lagen entweder in Medien vor, die nicht mehr erhaltlich
waren, oder wurden bislang adharent kultiviert. Dies machte eine Adaption an andere Medien
beziehungsweise an eine Kultivierung in Suspension notwendig. Des Weiteren war es fir die
wachstumsspezifische Probenahme essentiell, dass Parentalzelllinie und Produktionszelllinie
im gleichen Medium kultiviert wurden. Darum musste die CHO-K1-Zelllinie an das Wachstum
in unterschiedlichen Medien adaptiert werden (vgl. Tabelle 2).

Auch andere Kultivierungsbedingungen neben dem Medium sollten bei Parentalzelllinie und
Produktionszelllinie gleich sein. Darum wurden fir eine vergleichbare Kaultivierung der
AGEl.hn- und der AGE1l.hn-AAT-Zellen die AGEl.hn-Zellen an die Kaultivierung in
Schuttelkolben ohne Schikanen und die AGE1.hn-AAT-Zellen an die Kultivierung bei 185 rpm

adaptiert.
2.4.1. Adaption an Wachstum in Suspension der CHO-ATIII-Zellen

Zu Beginn der Arbeit lagen adharent wachsende ATIII-produzierende CHO-Zellen vor. Diese
wurden in DMEM/Ham’s F12 mit 5 % FCS adharent wachsend kultiviert. Zur Adaption an das
Wachstum in Suspensionskultur wurde ein Kryovial mit 1 x 107 Zellen mL'aufgetaut. Die
Zellen wurden gewaschen und in DMEM/Ham’s F12 mit 5 % FCS und 4 mM Glutamin in einer
T-25 Flasche kultiviert. Waren die Zellen konfluent gewachsen, wurden sie trypsiniert und in
eine T-75 Flasche expandiert und in DMEM/Ham’s F12 mit 4 mM Glutamin und ohne FCS
kultiviert. Bei der néchsten Passage wurden die Zellen nach dem Abstoppen des
Trypsinierens zweimal mit PBS gewaschen und in 20 mL des chemisch definierten, von
Tierkomponenten freien Mediums CDM 4 (Xell AG, Bielefeld) tberfihrt und in einem 125 mL
Schittelkolben bei 185 rpm kultiviert. Die Startzelldichte betrug 5 x 10° Zellen mL. Nach drei

Passagen in neuem Medium wurde eine WCB angelegt und eine Kultivierung zur
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Charakterisierung des Zellwachstums unter den adaptierten Bedingungen durchgefiihrt. Bei
dieser Kultivierung wurde die viable Zelldichte (VZD) taglich mittels Dreifachbestimmung
gemessen. Es wurden Proben zur Analytik von Glukose und Laktat, sowie zur Uberpriifung
der Sekretion des Produktes mittels SDS-PAGE gezogen.

2.4.2. Adaption der AGE1.hn und AGE1.hn-AAT-Zellen an neue Medien und

neue Kultivierungsbedingungen

Sowohl die Parentalzelllinie AGE1.hn als auch die Produktionszelllinie wurden von der Firma
Probiogen zur Verfligung gestellt. Sie wurden bis zu dieser Arbeit in MAX UB 42 kultiviert. Da
dieses Medium nicht mehr zur Verfligung stand, wurden die AGE1.hn-AAT-Zellen in 15 mL
CDM 4 mit 5 mM Glutamin aufgetaut und in Kultivierungsrohrchen bei 125 rpm mit einer
Startzelldichte von 6,35 x 10° Zellen mL* kultiviert. Nach zwei Passagen wurden die Zellen in
einen Schittelkolben mit einem Arbeitsvolumen von 20 mL uberfihrt. Nach weiteren sieben
Passagen wurde eine WCB angelegt, aus der alle anschlie@enden Kultivierungen inokuliert
wurden.

Die Parentalzelllinie wurde mit einer Startzelldichte von 12 x 10° Zellen mL? in einem
Kultivierungsrohrchen in 15 mL CDM 4 mit 5 mM Glutamin bei 185 rpm kultiviert. Nach zwei
Passagen wurden die Zellen in einen Schiittelkolben mit Schikanen mit einem Arbeitsvolumen
von 50 mL dberfihrt und bei 185 rpm kultiviert. Eine WCB, aus der alle weiteren Kultivierungen
inokuliert wurden, wurde nach weiteren zwei Passagen angelegt. Eine Kultivierung unter den
neuen Bedingungen wurde mit den adaptierten Zellen unter taglicher Dreifachbestimmung der
viablen Zelldichte und Probenahme fiir Glukose und Laktat Messungen durchgefihrt.

Um mdoglichst vergleichbare Kultivierungsbedingungen zu schaffen, wurden parallel
Kultivierungen der AGEl.hn-Zellen in Schittelkolben ohne Schikanen bei 185 rpm
durchgefiihrt sowie Kultivierungen der AGE1.hn-AAT-Zellen bei 185 rpm.

2.4.3. Adaption von CHO-K1 an andere Kultivierungsmedien

Die CHO-K1-Zelllinie diente bei zwei unterschiedlichen Produktionszelllinien, die in
unterschiedlichen Medien kultiviert wurden, als Parentalzelllinie. Ausgehend von der Zelllinie,
die in CDM 1 kultiviert vorlag, wurde diese aufgetaut und zum einen in 20 mL CDM 4 mit einer
Startzelldichte von 5 x 10° Zellen mL* und zum anderen in 20 mL CDM 2 mit einer
Startzelldichte von 5 x 10° Zellen mL* bei 185 rpm kultiviert.

Wichtig fur die wachstumsspezifische Probenahme war, dass die Parentalzelllinien ein
ahnliches Wachstumsverhalten in dem entsprechenden Medium zeigten, wie auch die

Produktionszelllinie, damit der Substratverbrauch und die Akkumulation von Metaboliten in
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beiden Kultivierungen ahnlich waren und ein Medienwechsel keine Anderung des Wachstums
oder der Produktion hervorrief. Um dies zu uberprifen wurden Produktionszelllinie und
Parentalzelllinie parallel kultiviert. Die viable Zelldichte wurde taglich als Dreifachbestimmung
gemessen. Proben fir Glukose und Laktat Messungen wurden ebenfalls téglich gezogen.

2.5. Tests zur wachstumsspezifischen Probenahme

In dieser Arbeit sollten unterschiedliche rekombinante Glykoproteine, produziert in
unterschiedlichen Zelllinien, naher betrachtet werden. Die Fragestellung, ob sich die
Produktqualitat hinsichtlich der Glykosylierung in unterschiedlichen Wachstumsphasen
unterscheidet, sollte beantwortet werden. Dazu musste zunéchst eine kostengtnstige und
einfach zu handhabende Methodik entwickelt werden, die es zulasst, dass ein Produkt einer
Wachstumsphase unabhangig von den vorherigen Phasen analysiert werden konnte. Es
sollten das Produkt, welches wahrend der lag-Phase gebildet wird, sowie das Produkt aus der
exponentiellen Phase, als auch aus der Absterbe-Phase analysiert werden. Um dieses zu
ermdglichen, wurde die Parentalzelllinie analog zur Produktionszelllinie kultiviert. Am Ende
einer Wachstumsphase wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass
Uberstand der Produktionskultur geerntet wurde und fiir die Aufarbeitung und Analytik
bei -20 °C gelagert wurde. Die zuriickbleibenden Zellen wurden im Uberstand der
Parentalzellen Kultivierung resuspendiert und weiter kultiviert. Unter der Annahme, dass die
Parentalzellen Substrate analog zur Produktionskultur metabolisieren, sollte sichergestellt
werden, dass die produzierenden Zellen, trotz Medienwechsel, unter analogen Bedingungen
beziglich Substrat- und Metabolitkonzentrationen kultiviert wurden, wie eine Kultur, bei der
kein Medienwechsel durchgefihrt wird.

Diese = Vorgehensweise  wurde beziglich des  Wachstumsverhaltens, der
Metabolitkonzentrationen von Glukose und Laktat und ggf. der Aminosaurekonzentrationen

an drei Produktionszelllinien und ihrer Parentalzelllinien getestet.

2.5.1. Versuch zur Auswirkung der wachstumsspezifischen Probenahme und
die damit verbundene Zentrifugation auf einen EPO-produzierenden
Zellpool

Ein Test zur wachstumsspezifischen Probenahme wurde von O. Sawitzki wahrend ihrer an
diese Arbeit gekoppelten Projektarbeit durchgefiihrt. Es wurde ein EPO-produzierender
Zellpool, der von O. Kramer (Kramer, O.; 2014) generiert wurde, als Produktionszelllinie
kultiviert. Die Parentalzelllinie ist CHO-K1. Es stand die Fragestellung im Vordergrund, ob die

Zentrifugation der Zellen wahrend der Kultivierung Auswirkungen auf das Wachstum der
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Zellen hat. Dazu wurden CHO-K1-Zellen und der CHO-EPO-Pool in CDM 2 mit 5 mM
Glutamin aufgetaut und Uber drei Passagen expandiert. Fir die Kultivierung wurden je 50 mL
einer Zellsuspension der Parentalzelllinie mit einer Startzelldichte von 3 x 10° Zellen mL? in
vier 125 mL Schuttelkolben tberfuhrt. Sechs Kulturen & 50 mL des CHO-EPO-Pools wurden
mit der gleichen Startzelldichte angeimpft. Die Zellkulturen wurden wie in 2.2 beschrieben, mit
taglicher Probenahme fir viable Zelldichte und Glukose-/Laktat-Messungen kultiviert. Sechs
Tage nach Inokulation wurde der erste Medienwechsel durchgefuhrt. Zwei der
CHO-EPO-Pool-Kulturen wurden auf je zwei Kultivierungsrohrchen mit 15 mL Kultur aufgeteilt.
Ebenso wie je 15 mL von zwei Parentalzellkulturen wurden die Zellsuspensionen bei 200 xg
fur 5 min zentrifugiert. Je ein Zellpellet der gesplitteten Produktionskulturen wurde im gleichen
Uberstand resuspendiert, das zweite wurde im Uberstand der Parentalzellen
wiederaufgenommen und weiterkultiviert. Die Volumina von abgenommenen Uberstand und
Uberstand, in dem die Zellen wiederaufgenommen wurden, waren gleich. Der zellfreie
Uberstand der Produzenten wurde bei -20 °C gelagert.

Am neunten Tag der Kultivierung wurde der zweite Medienwechsel durchgefiihrt. Sowohl die
Kultivierungsrohrchen, bei denen der erste Medienwechsel vorgenommen wurde, als auch
zwei der verbliebenen Produktionskulturen im Schittelkolben, die wie zuvor beim ersten

Medienwechsel gesplittet wurden, wurden bei 200 xg fiir 5 min zentrifugiert.

i w ém Rl

- Q
H =
1. Medienwechsel 2. Medienwechsel Ernte
= Kultivierung O Zentrifugation » Zellen » Uberstand m Zellkultur Kulturiiberstand
Fioy
[l Produzent mit Medienwechsel [  Produzent Kontrolle [l Parentalzelliinie ® Produkt =) mit Produkt

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Vorversuches zur Auswirkung der Zentrifugation auf die
wachstumsspezifische Probenahme.

Es wurden die Uberstande, die das Produkt, welches zwischen Tag sechs und Tag neun
gebildet wurde, beinhalteten, und je ein Uberstand der frisch gesplitteten Kulturen, die folglich
Produkt aus dem Zeitraum von Tag null bis Tag neun enthielten, wurden bei -20 °C gelagert.
Die Zellpellets der jeweils zweiten Kulturen der gesplitteten Kulturen wurden im gleichen

Uberstand wiederaufgenommen. Die anderen Zellpellets wurden im gleichen Volumen,
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welches zuvor abgenommen wurde, in Kulturiiberstand der Parentalzellkulturen
aufgenommen. Die Kultivierung wurde abgebrochen, nachdem die Viabilitat der Zellen unter
30 % sank. Alle Uberstande wurden zur spateren Analytik bei -20 °C gelagert. Der Ablauf der
Kultivierung ist in Abbildung 10 gezeigt.

2.5.2. Uberpriifung des Einflusses der wachstumsspezifischen Probenahme auf
das Wachstum der CAP®-2B10-Zellen

Die Test Kultivierungen wurden von O. Hertel in seiner Bachelor Arbeit im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrt. Nach Auftauen der CAP®-Zellen und der C1-INH-produzierenden
CAP®-2B10-Zellen wurden diese Uber drei Passagen expandiert, sodass jeweils sechs
125 mL Schittelkolben mit einem Arbeitsvolumen von 50 mL und einer Startzelldichte von
3,7 x 10° Zellen mL* inokuliert werden konnten. Die Zellen wurden wie in 2.2 beschrieben
kultiviert. Wahrend der Vorkultur wurden die Produktionszelllinien unter Selektionsdruck
(5 ug mL* Blasticidin) kultiviert. Dieser entfiel bei der Hauptkultivierung. Die viable Zelldichte
wurde  taglich  mittels  Dreifachbestimmung  ermittelt. ~ Uberstandsproben  zur
Aminoséaureanalytik und zur Messung von Glukose und Laktat wurden taglich gezogen und
bei -20 °C bis zur Analytik gelagert. Vier Tage nach Inokulation, zu Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase, wurde der erste Medienwechsel durchgefihrt. Daftr wurden von drei der
Parentalzellkulturen und von drei Produktionszellkulturen je 40 mL bei 200 xg fur 5 min
zentrifugiert. Die Uberstande der Produktionszelllinien wurden bei -20 °C fur spatere Analysen
gelagert.

1. Medienwechsel 2. Medienwechsel Ernte

:>Ku|tivierung O Zentrifugation » Zellen » Uberstand Zellkultur Kulturiiberstand
. Produzent mit Medienwechsel . Produzent Kontrolle . Parentalzelllinie . Produkt E mit Produkt

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Vorversuches zur wachstumsspezifischen Probenahme.
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Diese Uberstande beinhalteten das Produkt, welches in der lag-Phase produziert wurde. Die
Zellpellets der Produzenten wurden in den sterilfiltrierten Uberstanden der Parentalzelllinien
resuspendiert. Die Probenahme fir die Aminosaure, Glukose und Laktat Analytik erfolgte vor
dem Medienwechsel, die viable Zelldichte wurde vor und nach dem Medienwechselt ermittelt.
Zu Beginn der Absterbe-Phase, acht Tage nach Inokulation, erfolgte der zweite
Medienwechsel. Dieser wurde ann&hernd analog zum ersten Medienwechsel durchgefuhrt.
Um zu Uberprifen, ob der zweite Medienwechsel einen Einfluss auf das Wachstumsverhalten
der Zellen hat, wurden die drei Produktionskulturen, bei denen bereits ein Medienwechsel
durchgefuhrt wurde, in je zwei 15 mL Kulturen gesplittet. Bei je einer der beiden Kulturen
wurde der Medienwechsel durchgefiihrt. Der Uberstand dieser Produktionskulturen, wurde bei
- 20 °C fiir spatere Analysen gelagert. In diesem Uberstand lag das Produkt, welches
ausschlielich in der exponentiellen Phase produziert wurde, vor. Die jeweils andere Kultur
wurde ohne weitere MalBnahmen weiter Kkultiviert. Die sechs entstandenen
Produktionskulturen wurden in Kultivierungsréhrchen kultiviert, bis die Viabilitdt unter 70 %
absank. Aufgrund des geringen Volumens von 15 mL konnten diese Kulturen nicht in
Schittelkolben kultiviert werden. Dieser Umstand sollte bei der Betrachtung der
Wachstumsparameter berlcksichtigt werden. Zum gleichen Zeitpunkt wurden die drei
Produktionskulturen, bei denen kein Medienwechsel stattfand, geerntet. Alle Uberstande
wurden fiir spatere Analysen bei -20 °C gelagert. Der Ablauf der wachstumsspezifischen

Probenahme ist in Abbildung 11 gezeigt.

2.5.3. Uberpriifung der Auswirkungen der wachstumsspezifischen Probenahme

auf eine weitere Produktionszelllinie: AGE1.hn-AAT

Um bei einer weiteren Zelllinie zu Uberprifen, ob ein Medienwechsel wahrend der Kultivierung
einen Einfluss auf das Wachstum der Zellen hat, wurden je sechs Parentalzellkulturen,
AGE1.hn-Zellen, mit einer Startzelldichte von 4 x 10° Zellen mL*in CDM 4 in Schiittelkolben
mit Schikanen bei 185 rpm kultiviert. Die Produktionszellkultur, AGE1.hn-AAT, wurde analog
inokuliert, jedoch in Schittelkoben ohne Schikanen bei 125 rpm kultiviert. Der Ansatz wurde
drei Passagen nach Auftauen der Zellen gestartet. Der erste Medienwechsel fand vier Tage
nach Inokulation statt. Je drei Kulturen der Parental- und der Produktionszelllinie wurden bei
200 xg fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand der Produktionszelllinie wurde bei -20 °C
gelagert und die Zellen wurden im gleichen Volumen an Zellkulturiberstand der
Parentalzelllinie aufgenommen. Der zweite Medienwechsel wurde nach weiteren drei Tagen
durchgefihrt. Die drei Kulturen, bei denen bereits ein Medienwechsel stattfand, wurden auf je

zwei Kultivierungsrohrchen aufgeteilt und genauso wie drei AGEL.hn-Kulturen fir 5 min bei
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200 xg zentrifugiert. Je ein Zellpellet der AGELl.hn-AAT-Kulturen wurde im gleichen
Kulturiberstand wieder aufgenommen. Der Uberstand der jeweils anderen
AGE1.hn-AAT-Kultur wurde abgenommen und bei -20 °C gelagert. Das Pellet wurde in dem
entsprechenden Volumen an Kulturiberstand der Parentalzelllinie aufgenommen. Die
Kultivierung wurde abgebrochen, nachdem die Viabilitat unter 70 % sank. Es wurden taglich
Proben zur Bestimmung von Zelldichte und Viabilitdt, Glukose- und Laktatkonzentration
genommen. Zusatzlich wurden Proben fur die Aminosaure-Analytik gezogen. Der Ablauf
dieses Vorversuches ist in Abbildung 11 gezeigt.

2.6. Hauptkultivierungen

Fur die Hauptkultivierungen wurden alle Produktions- und Parentalzelllinien nach dem
Auftauen dreimal passagiert. Fur die Kultivierung zur wachstumsspezifischen Probenahme
wurden je sechs Kulturen der Produktions- und der Parentalzelllinien entsprechend der
jeweiligen Animpfdichten inokuliert (vgl. Tabelle 3). Die Volumina aller Kulturen wurden der

jeweilig erwarteten Produktivitat und der Ausbeute der Aufreinigung angepasst.

1. Medienwechsel

:> Kultivierung O Zentrifugation —» Zellen —» Uberstand é Zellkultur /=N Kulturiiberstand

Ml Produzent mit Medienwechsel [l Produzent Kontrolle W Parentalzelllinie ® Produkt == mit Produkt

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Kultivierung mit wachstumsspezifischer Probenahme

Die Kultivierungen zur Produktion vom C1-INH, AAT, ATIII und EPO wurde in einem Volumen
von 200 mL durchgefiihrt. Fir die Produktion des mAb war ein Volumen von 80 mL
ausreichend. Der erste Medienwechsel wurde vor Beginn der exponentiellen Phase
durchgefuhrt und der zweite am Ende der exponentiellen Phase. Dazu wurden je drei Kulturen
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der Parental- und der Produktionszelllinien bei 200 xg fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand
der Produktionszelllinie wurde fur die Aufarbeitung bei -20 °C gelagert und die Zellen wurden
im gleichen Volumen an Zellkulturtiberstand der Parentalzelllinie aufgenommen.

Die Kultivierung wurde abgebrochen, nachdem die Viabilitat der Zellen mind. unter 70 % sank.
Taglich wurden Proben fir die Bestimmung der Zelldicht, sowie der Viabilitdt, Glukose- und
Laktat-Messungen, Aminosaure-Analytik und zur Quantifizierung des Produktes im
Kulturiiberstand gezogen. In Abbildung 12 ist ein Schema zur wachstumsspezifischen
Probenahme gezeigt.

2.7. Tests zur Produktstabilitat

Neben den Produkten, die wéhrend unterschiedlichen Wachstumsphasen produziert wurden,
sollten Produkte, die unter Kultivierungsbedingungen inkubiert wurden, analysiert werden.
Dadurch sollten Riickschliisse darauf moglich sein, ob putative Anderungen der
Glykosylierung der Produkte auf Mechanismen innerhalb der Zelle oder auf Reaktionen
aul3erhalb der Zelle zurtickzufiihren sind.

Dazu wurde das jeweilige Produkt fur sieben Tage entweder in dem entsprechenden Medium
oder in Kulturiberstand der entsprechenden Zelllinie unter Kultivierungsbedingungen

inkubiert.
2.7.1. Produktstabilitat in Medium, bzw. in konditioniertem Medium

C1-INH bzw. EPO wurden fur sieben Tage entweder in dem entsprechenden Medium oder in
Kulturiberstand der entsprechenden Zelllinie unter Kultivierungsbedingungen inkubiert. Fur
die Inkubation in Kulturiiberstand wurde die Parentalzelllinie des EPO-Produzenten (CHO-K1)
kultiviert. Die Zellsuspension wurde zum Ende der exponentiellen Phase (Viabilitat: 90 %) fur
5 min bei 200 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen 0,2 um Filter filtriert.
Aufgereinigtes und entsalztes EPO wurde hinzugegeben (60 mg/mL EPO in 30 mL). Nach
sieben Tagen Inkubation wurden die Ansétze durch einen 0,2 um Filter filtriert und aufgereinigt
(vgl. Kapitel 3.1) und entsalzt (vgl. Kapitel 4.2.2.1), in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und
bis zur Analytik bei -20 °C gelagert.

Parallel wurde aufgereinigter und entsalzter C1-INH (55 mg/mL in 7 mL) in CDM 4 fiir sieben
Tage bei Kultivierungsbedingungen inkubiert. Da das Produkt in diesem Fall in reinem Medium
vorlag, waren keine kontaminierenden Proteine vorhanden und eine Aufarbeitung mittels
Affinitatschromatographie war nicht notig. Die Produkte wurden entsalzt, in einer

Vakuumzentrifuge getrocknet (vgl. Kapitel 4.2.2.1) und bis zur Analytik bei -20 °C gelagert.
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EPO wurde mittels CZE analysiert und die abgespaltenen Glykane des C1-INHs wurden
permethyliert und mittels MALDI-ToF untersucht.

2.7.2. Produktstabilitat von ATIII in Medium und in Zellkulturen

Um ein weiteres Produkt auf die Produktstabilitat hin zu untersuchen, wurde aufgereinigtes
und entsalztes (vgl. Kapitel 4.2.2.1) ATIII (100 mg/mL) zum einen fur vier Tage in Medium
(25 mL) inkubiert und zum anderen in zwei Zellkulturen (je 52 mL Kulturen nach Passage) der
Parentalzelllinie. Zellkultur | wurde nach Zugabe des Produktes vier Tage kultiviert. Die
Viabilitat der CHO-K1-Zellen betrug zu diesem Zeitpunkt 89 %. Zu einer zweiten Zellkultur
wurde parallel ATIII hinzugegeben. Diese Kultur wurde jedoch bis zur Absterbe-Phase (sieben
Tage) kultiviert. Die Viabilitdt betrug bei der Ernte 31 %. Die Zellsuspensionen wurden
zentrifugiert und das Produkt wurde sowohl aus den Zelliberstdnden, als auch aus dem
Medium aufgereinigt (vgl. Kapitel 3.5). Bis zur Analytik der abgespaltenen Glykane mittels
IEX-HPLC-FLD (vgl. Kapitel 4.2.2.9) lagerte es bei -20 °C.

2.8. Sialidase-Aktivitat in Kulturiberstanden

Endstandige Sialinsduren haben eine gesonderte Bedeutung fir die Vertraglichkeit und
Halbwertszeit des Produktes (vgl. 1.2.3.2). Des Weiteren ist bekannt, dass Sialidasen durch
Zelllyse im Kulturiberstand vorhanden sein kdnnen, und das Produkt in der Qualitat
vermindern kdnnen. Darum sollten die Kulturiiberstande auf Sialidase-Aktivitat untersucht
werden (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1993; Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1994; Gramer,
M. J., et al.; 1995; Munzert, E., et al.; 1995).

Bei diesem  Sialidase-Assay wurde beim Vorhandensein von  Sialidasen
2’ -(4-Methylumbelliferyl)-a-D-N-Acetylneuraminsaure  (MUF-NANA, Sigma Aldrich, USA),
eine Fluoreszenz gelabelte Sialinsdure, zum fluoreszierenden Cumarinderivat (MUF) und zur
Sialinsdure NANA umgesetzt. Mittels Fluoreszenzmessung mit einer Extinktion von 362 nm
und einer Emission von 448 nm kann mit Hilfe einer Kalibriergeraden, der unterschiedliche
Sialidase Aktivitaten zu Grunde liegen, auf die Sialidase Aktivitat im Kulturiberstand
geschlossen werden (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1993).

Der Assay wurde in einer Fluoreszenz Multititer Platte durchgefihrt. Die Proben wurden als
Triplikate aufgetragen und fir jede Probe wurde das entsprechende Medium fir die
Nullwertbestimmung eingesetzt. Von jeder Kultivierung wurden Proben, die zum Zeitpunkt der
Medienwechsel und zum Zeitpunkt der Ernte gezogen wurden analysiert. Fir die

Kalibrierreihe wurde eine Sialidase mit Aktivitaten von 0,3125 mU-5 mU eingesetzt.
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Es wurden 20 pyL Phosphatpuffer (1 M Dikaliumhydrogenphosphat (Roth, Deutschland),
pH 7,0) zu 200 pL Probe, Blank bzw. Standard gegeben. Nach Zugabe von 20 pL
Substratlosung (4 mM MUF-NANA) wurden die Proben bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 27 pL 2,6 M Glycinpuffer gestoppt. Die Messungen wurden mit
einem Microplate Reader (Tecan, Schweiz) durchgefihrt. Um die Relevanz der Aktivitaten
einschéatzen zu kdnnen, wurden die Stoffmengen an NANA aus den Produktkonzentrationen
im Uberstand zu den entsprechenden Zeitpunkten, den Daten der Sialinsaure-Analytik und
dem jeweiligen Kulturvolumen berechnet (vgl. Formel (1)). Bei dieser Berechnung konnten die
Sialinsduren, die an andere im Kulturiiberstand vorliegenden Glykoproteine nicht
bertcksichtigt werden.

CProtein

MW i X VKultur X SialylierungProtein
Protein

(1) nyana =

Es ist zu beachten, dass die Quantifizierung der an Glykanen gebundenen Sialinsduren

unspezifisch ist. Die Sialinsauren stammen sowohl von N- als auch von O-Glykanen.
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3. Produktaufarbeitung

Die Aufarbeitung von Produkten aus den Zellkulturiberstéanden ist essentiell, sowohl im
industriellen Mafistab als auch im Labormal3stab. Neben Salzen und anderen
niedermolekularen Stoffen sind viele zelleigene Proteine im Kulturiberstand enthalten. Fur
diese Arbeit war die Aufarbeitung der Produkte von groRer Bedeutung, da im Anschluss an
die Kultivierung die N-Glykane der Produkte, und moglichst ausschlief3lich die der Produkte,
analysiert werden sollten. Dazu war fir alle funf Produkte eine mdglichst einfache und schnelle
Aufarbeitung vonnéten, die als Resultat ein moglichst reines Produkt aufweist. Fur diesen
Zweck eignen sich besonders Affinitatschromatographien. Dabei werden biologische
Affinitaten zwischen unterschiedlichen Molekilen ausgenutzt. Zwischen einem an das
Gelmaterial gekoppelten Molekil (Ligand) und dem Produkt entsteht eine Bindung. Diese
Bindung entsteht je nach Ligand selektiv zu einer Gruppe an Molekilen (gruppenspezifische
Affinitat) oder zu einer einzelnen Komponente (monospezifische Affinitat) (Hage, David S.;
2006; Scopes, R. K.; 1994).

Ein Beispiel fir eine gruppenspezifische Affinitat sind Wechselwirkungen zwischen Protein A
und der FC-Region des IgGs. Mittels Protein A kdnnen sowohl IgG1, IgG2, IgG2a und 1gG2b,
sowie 1gG3 unterschiedlicher Organismen gebunden werden. Auch bei der Lektin-
Affinitatschromatographie handelt es sich um gruppenspezifische Bindungen, da Molekiile
anhand ihrer Glykane und nicht aufgrund einer spezifischen Erkennungsstelle im Protein
gebunden werden. Diese Art der Affinitatschromatographie wurde in dieser Arbeit sowonhl flr
die Aufarbeitung vom C1-INH mit Jacalin als Lektin als auch fir die Aufreinigung von AAT mit
ConA als Lektin eingesetzt. Ein drittes Beispiel der gruppenspezifischen Affinitat wurde in
dieser Arbeit fir die Aufreinigung von ATIIl verwendet. Heparin bindet neben ATIIl auch
andere Plasma Proteine wie den Heparincofaktor Il. Neben Serinprotease-Inhibitoren werden
auch DNA bindende Proteine, Lipoproteine und Gerinnungsenzyme von Heparin gebunden
(Farooqui, A. A.; 1980; Posch, Anton; 2008; Kjellen, L.; Lindahl, U.; 1991). Im Gegensatz dazu
ist die Antigen-Antikorper Bindung ein Beispiel fir monospezifische Affinitat. In dieser Arbeit
wurde diese spezifische Bindung fur die Aufreinigung von EPO ausgenutzt.

Vor der Aufarbeitung wurden alle Kulturiberstdnde Uber einen 0,22 um Filter (Sartorius,

Deutschland) filtriert, um u.a. Zelldebris abzutrennen
3.1. Aufreinigung von EPO an Anti-EPO-Antikérpern

EPO wurde mittels Affinitatschromatographie an einem Anti-EPO Antikérper aufgereinigt. Eine
Saule mit einem Volumen von 1,33 mL wurde gepackt und mit einem Aquilibrierungspuffer

(20 mM Tris; 20 mM Ammoniumsulfat; 20 % Isopropanol; pH 8) &quilibriert. Der
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Kulturiiberstand wurde mittels 1:2 Verdinnung mit einem Probenpuffer (40 mM Tris; 40 mM
Ammoniumsulfat; 40 % Isopropanol; pH 8) auf die Bindebedingungen eingestellt. Nach
Beladung der Saule wurde diese mittels Aquilibrierungspuffer gewaschen. Zur Elution des
EPOs wurde ein saurer Elutionspuffer (0,5 M Glycin; 1 M NaCl; 10 % Isopropanol; pH 2,7)
eingesetzt. Um das Protein vor Denaturierung zu schiitzen wurde das Eluat in ca. 10 % des
Volumens des Eluats in 1 M Tris; pH 9 aufgefangen. Das Eluat wurde bei -20 ° C gelagert.
Die Saule wurde mittels alternierender Puffer (Regenerationspuffer 1: 0,1 M Tris; 0,2 M NacCl;
pH 8,5; Regenerationspuffer 2: 0,1 M Natriumacetat; 0,2 M NaCl; pH 4,5) regeneriert.

3.2. Aufreinigung von mAb an Protein A

Der Antikorper wurde an Protein A aufgereinigt. Es wurde eine 5 mL HiTrap rProtein A Saule
(GE Healthcare, UK) verwendet. Die Saule wurde mit 50 mM Tris, 150 mM NacCl bei einem
pH von 8 aquilibriert. Nach Beladen wurde die Saule mit dem gleichen Puffer gewaschen.
Durch eine pH Anderung auf 2,5 mit einem Elutionspuffer (50 mM Na-Phosphat; 50 mM
Na-Citrat; 150 mM NacCl) wurde der Antikdrper eluiert. Um eine Denaturierung des Antikérpers
zu vermeiden wurde die Elution mit einem Auffangpuffer (0,5 M Tris; 150 mM NaCl; pH 8,5)
neutralisiert. Das Eluat wurde bis zu den Analysen bei -20 °C gelagert. Die Saule wurde

abwechselnd mittels 1 M Essigsaure und Aquilibrierungspuffer regeneriert.
3.3. Aufreinigungssequenz vom C1-INH

Die Aufreinigungssequenz fir den C1-INH wurde in einer an diese Arbeit gekoppelten
Masterarbeit von N. Tichomirow entwickelt. Sie beinhaltet drei Schritte:

1. AffinitAitschromatographie zur Isolation des Produktes (Capture)

2. Ultrafiltration zur Konzentrierung und Umpufferung

3. Anionenaustauschchromatographie (AEX) zur Steigerung der Reinheit (Polishing) der

Proben.

Als Saulenmaterial fur die Affinitditschromatographie wurde an 6 % vernetzte Agarose
immobilisiertes Jacalin (Thermo Fisher Scientific, USA) eingesetzt. Eine 7 mL Saule wurde

gepackt und mit PBS eingefahren.
3.3.1. Affinitatschromatographie

Jacalin ist ein Lektin, welches aus Samen des Jackfruchtbaums stammt. Es bindet O-Glykane,
bei denen das N-Acetyl-D-Galaktosamin keine Verkniipfung an der Ces-Position aufweist
(Tachibana, K., et al.; 2006). Der C1-INH weist neben sechs N-Glykosylierungen acht
O-Glykosylierungen auf (Liu, T., et al.; 2005; Halim, A., et al.; 2013; Chen, R., et al.; 2009;
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Bock, S. C., et al.; 1986). Die Aufarbeitung Uber die O-Glykosylierungen ist der Uber
N-Glykosylierungen in diesem Fall vorzuziehen, da so ausgeschlossen werden kann, dass
nur Proteine mit spezifischen N-Glykosylierungen angereichert werden.

Zur Aufreinigung der zellfreien Kulturiberstande wurde die 7 mL Jacalin Saule
(Saulenmaterial: Geno Technology Inc.; Thermo Fisher Scientific In.) mit 10 S&ulenvolumen
(SV) PBS bei einer FlieRgeschwindigkeit von 50 cm h &quilibriert. Die Beladung mit der Probe
erfolgt bei gleicher FlieBgeschwindigkeit. 5 Intervalle a 0,25 SV mit 50 cm h* und 0,25 SV mit
5 cm h'* mit 0,125 M Melibiose (Carl Roth GmbH, Karlsruhe); 10 % Glycerin (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe) in PBS dienten der Elution. Die S&aule wurde mit 10 SV PBS bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 100 cm h* reaquilibriert. Zur Regeneration der S&ule wurde

folgendes Programm (vgl. Tabelle 4) bei einer FlieRgeschwindigkeit von 100 cm h* gefahren:

Tabelle 4: Programm zur Regeneration der Jacalin Saule bei einer FlieRgeschwindigkeit von 100 cm h-L.

Laufmittel SV
PBS

0,8 M D (+)-Galaktose (AppliChem GmbH, Darmstadt) in PBS

PBS

1 M NaCl (Fisher Scientific International Inc., Hampton, USA) in PBS
PBS

20 % Ethanol in PBS

PBS

N
Nooooour

3.3.2. Ultrafiltration

Die Eluate aus der Affinitditschromatographie mussten fir die AEX umgepuffert werden, um
die Leitfahigkeit des AEX-Bindepuffers zu erreichen. Dazu wurden Vivaspin® Turbo 15
Ultrafiltrationseinheiten, MWCO 10 kDa (Sartorius, USA), eingesetzt. 15 mL Eluat wurden
10 min bei 4000 xg (Universalzentrifuge Sigma Aldrich, USA) zentrifugiert und an der
Membran konzentriert. In einem zweiten Schritt wurde das Retentat durch Lésen in 15 mL
AEX Bindepuffer (20 mM L-Histidin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe); pH 5,5) und einer
zehnminitigen Zentrifugation bei 4000 xg umgepuffert. Dieser Schritt wurde wiederholt. Das
Retentat wurde in 7 mL AEX-Bindepuffer aufgenommen und fiir die anschlieende AEX

eingesetzt.
3.3.3. Anionenaustauschchromatographie

Fir die AEX wurde eine HiScreen™ Capto™ Q-Saule (GE Healthcare Life Sciences, UK), SV
4,7 mL verwendet. Es handelt sich um einen starken Anionentauscher. In Tabelle 5 ist die

Prozessfiihrung gezeigt.
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Tabelle 5: Prozessfuhrung der AEX als Polishing Schritt der Aufreinigung des C1-INHs.

FlieRgeschwindigkeit

Laufmittel a1 Volumen
[cm h?]
Aquilibrierung 20 mM L-Histidin, pH 5,5 200 58V
Beladen Probe 200 10 mL
Waschen 20 mM L-Histidin, pH 5,5 200 58SV
20 mM L-Histidin
Elution 0 — 1 M NaCl 130 20 sV
pH 5,5

Die Elution des gebundenen Proteins geschah durch eine lineare Steigerung des
Salzgehaltes von 0 bis auf 1 M NaCl innerhalb von 20 SV. Zur Reinigung und Regeneration
der AEX-Saule wurde bei einer FlieBgeschwindigkeit von 200 cm h? folgendes Programm

gefahren:

Tabelle 6: Programm zur Reinigung und Regeneration der HiScreen™ Capto™ Q-Saule.

Laufmittel SV

2 M NacCl 2

1 M NaOH (Fisher Scientific International Inc. Hampton) 4
2
2
10

2 M NacCl
dH.0
20 mM L-Histidin, pH 5,5

3.4. Aufreinigung von AAT an dem Lektin ConA

AAT wurde, wie auch der C1-INH, mittels Lektin-Affinitatschromatographie aufgereinigt. Die
Aufarbeitung an Jacalin kann jedoch nicht verwendet werden, da fir humanes AAT nur
N-Glykosylierungen bekannt sind (Halim, A., et al.; 2012; Kolarich, D., et al.; 2006; Kristiansen,
T. Z., et al.; 2004). AAT wurde an Concanavalin A (ConA) aufgereinigt. Es handelt sich um
ein Lektin, welches a-D-Mannose und a-D-Glukose, sowie sterisch &hnliche Reste, die
Hydroxyl-Gruppen am C3-, C4- oder C5-Atom besitzen, bindet. Daher ist es moglich, Proteine
mit N-Glykosylierungen mit diesem Lektin zu binden (Jha, S., et al.; 2016). Zur Bindung von
Kohlenhydraten sind Mangan und Calcium nétig (Grimaldi, J. J.; Sykes, B. D.; 1975).

Daher wurde die 6 mL ConA Sepharose 4B (GE Healthcare, UK) Saule mit einem Mangan-
und Calcium- haltigen Puffer (20 mM Tris; 500 mM NacCl; 1 mM MnClI; (Roth, Deutschland);
1 mM CacCl, (Roth, Deutschland); pH 7,4) aquilibriert. Der Kulturiiberstand wurde 1:10 mit dem
Aquilibrierungspuffer verdiinnt auf die Saule aufgetragen. Die gebundenen Glykoproteine
wurden durch Zugabe von Methyl-a-D-Glucopyranosid (Sigma Aldrich, USA), welches eine
hohere Affinitdt zum ConA besitzt als die Glykane, verdrangt. Der Elutionspuffer (20 mM Tris;
500 mM NaCl; 3300 mM Methyl-a-D-Glucopyranosid; pH 7,4) enthielt weder Mangan, noch

Calcium, damit die Glykoproteine besser eluierten. Das Eluat wurde bei -20 °C gelagert. Die
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Saule wurde mit Puffern mit alternierenden pH-Werten (Puffer A: 25 mM Natriumacetat (VWR,
Deutschland); 500 mM NacCl; pH 4,5; Puffer B: 25 mM Tris; 500 mM NacCl; pH 8,5) regeneriert.

3.5. Aufreinigung von ATIIl an Heparin

ATHI wurde mittels Affinitatschromatographie mit Heparin als Ligand aus den
Kulturiberstanden aufgereinigt (Damus, P. S.; Wallace, G. A.; 1974, Miller-Andersson, M., et
al.; 1974). Der Kulturiberstand wurde auf den pH-Wert und die Leitfahigkeit des
Aquilibrierungspuffers (50 mM 2-(-N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES, Sigma Aldrich,
USA); 550 mM NacCl; pH 5,8) eingestellt. Die Saule wurde vor dem Beladen &quilibriert. Nach
dem Beladen wurde mit Aquilibrierungspuffer gewaschen. Heparin wirkt nicht nur als Ligand
fur die Affinitatschromatographie, sondern auch als starker Kationentauscher. Daher wurde
mittels Stufengradient mit einem Elutionspuffer mit einer hohen Salzkonzentration (50 mM
Tris; 2,5 M NacCl; pH 7,3) eluiert. Das Eluat wurde bis zur Produktanalytik bei -20 °C gelagert.
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4. Analytik

4.1. Kultivierungsbezogene Analytik
4.1.1. Zelldichte- und Viabilitatsbestimmung

Die automatisierte Zelldichte- und Viabilitatsbestimmung wurde mittels CEDEX (cell density
examination system) der Firma Roche-Innovatis (Deutschland) durchgefihrt. Das Messprinzip
beruht auf einer Ausschlussfarbung der Zellen mit Trypanblau. Der Azofarbstoff dringt durch
beschadigte Zellmembran in tote Zellen und farbt diese dunkelblau (Tennant, J. R.; 1964).
Eine CCD-Kamera nimmt mehrere Bilder einer Durchflusszelle, durch die die geféarbte
Zellsuspension geleitet wird, auf. Diese werden mit Hilfe der zugehérigen Software, welche
lebende von toten Zellen unterscheidet, ausgewertet.

4.1.2. Messung der Glukose- und Laktatkonzentration

Glukose- und Laktatkonzentrationen der  Uberstandsproben  wurden  mittels
Glukose-/Laktatanalysator (YSI 2700 S, Fa. Yellow Springs Instruments, USA) ermittelt.
Grundlage beider Konzentrationsbestimmungen ist ein enzymbasiertes Messprinzip. Glukose
wird unter Sauerstoffverbrauch durch membrangekoppelte Glukoseoxidase zu
Glucono-d-lacton umgesetzt. Dabei freiwerdendes Wasserstoffperoxid passiert die
Celluloseacetat-Membran und wird an einer Platin-Anode oxidiert. Der entstehende
Stromfluss wird in Bezug auf ein Silber/Silberchlorid-System gemessen. Bei der Umsetzung
von Laktat durch eine Laktatoxidase entsteht ebenfalls Wasserstoffperoxid, welches analog
zur Glukose-Konzentrationsmessung detektiert wird.

Der gemessene Stromfluss ist proportional zur Analytkonzentration. Die Messung einer
Referenzlésung ermdglicht die Berechnung der Glukose- bzw. der Laktatkonzentration der

Proben.
4.1.3. Aminosaure-Analytik

Die Aminosaure-Analytik wurde mittels RP (Reversed Phase) HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) durchgefuhrt. Als stationdre Phase diente eine RP C18 Saule (Kromasil®,
AkzoNobel, Schweden). Ein binares Puffersystem, welches durch einen Gradienten von polar
zu unpolar eine Elution der Aminosauren zu unterschiedlichen Retentionszeiten erlaubt,
diente als mobile Phase (Buntemeyer, H.; 1988). Fiur die Analytik wurden 50 pL zellfreier
Uberstand mit 50 pL 10 %iger Perchlorsaure vermischt. Durch Zentrifugation wurden geféllte

Proteine vom Kulturiiberstand abgetrennt. 50 uL des Uberstandes wurden zu 100 pL 0,6 M
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Kalium-Boratpuffer, pH 10,4, gegeben und gut durchmischt, sodass ein weil3er Niederschlag
auftrat. Durch Zentrifugation wurde der Niederschlag, das Borat, abgetrennt und 20 pL der
Probe wurden fur die Analytik gemessen. Zur Detektion der Aminosauren wurde eine
Vorsaulenderivatisierung durchgefiihrt. Dazu wurden in einem Autosampler (Kontron,
Spanien) automatisch 70 pL eines OPA (ortho-Phthaldialdehyd)-Reagenz (25 mg
ortho-Phthaldialdehyd gel6st in 0,5 mL Methanol mit 50 uL 3-Mercaptopropionsaure und
4,5 mL 0,6 M Boratpuffer (pH 10,4)) zur Probe gegeben. Dadurch entstanden Isoindolderivate,
welche durch eine Anregung mit einer Wellenldnge von 340 nm bei einer Emission von
450 nm detektiert werden konnten. Uber Peakflaichen konnte mit Hilfe eines zuvor
gemessenen Standards mit bekannten Konzentrationen der Aminosauren auf die
Konzentration geschlossen werden. Zur besseren Reproduzierbarkeit wurde bei der
Probenvorbereitung ein interner Standard (L-Norvalin) zu jeder Probe hinzugegeben.

4.2. Produktbezogene Analytik

Neben der Produktquantifizierung und der Produktidentifizierung wurden die Produkte des
Weiteren auf ihre Produktqualitét analysiert. Das Kriterium der Produktqualitét ist in dieser
Arbeit die Proteinglykosylierung, insbesondere die N-Glykosylierung. Um die Produktqualitat

der Produkte aus unterschiedlichen Wachstumsphasen vergleichen zu kdnnen, wurden

Produktqualitdt
Glykananalytik

PNGase F-Verdau .
Intaktes Protein
Sialinséure- Quantifizierung Ladungs- und Gesamtmasse-
Analytik der Ladungsformen GréBenverteilung bestimmung

[HPAE:}PADJ [ HILIé—FLD ] [ EX-FLD ][ MALDI-MS ][ o ] [ ceskms |

unterschiedlichste Analysen durchgeftihrt.

Produktidentifizierung

SDS-PAGE
Tryptischer Verdau
MALDI-MS

Produkt

Identifizierung
nativer/asialo
Glykane

Quantifizierung
nativer/asialo
Glykane

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Analytik zur Produktqualitat.

In Abbildung 13 ist eine schematische Darstellung der in dieser Arbeit angewandten Methoden

gezeigt.
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4.2.1. Produktquantifizierung und -identifizierung

Zur Produktquantifizierung der unterschiedlichen Proteine wurden diverse Methoden
eingesetzt. Fur den Antikbrper wurde eine Protein A Affinitdtschromatographie uber eine
HPLC und anschlieBender UV-Messung durchgefihrt. Ebenfalls mittels HPLC, aber Uber eine
RP-Chromatographie wurden EPO, ATIII und AAT quantifiziert. Um den C1-INH in
Uberstanden und Aufarbeitungsfraktionen zu bestimmen wurde ein ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) durchgefiihrt. Diese Methoden werden im Folgenden naher erlautert.

4.2.1.1. Antikorperbestimmung mittels Protein A-Affinitdtschromatographie

Der zellfreie Kulturiberstand wurde durch einen 0,45 um Zentrifugal-Filter fir 1 min bei
16.000 xg zentrifugiert (Heraeus fresco, Fa. Thermo Fisher Scientific, USA). Die Eluate aus
der Aufarbeitung bendtigten keine weitere Vorbereitung. Die Probe wurde an einer
Protein-A-Saule (POROS A, Life Technologies, Deutschland) aufgetrennt, mittels
pH-Anderung eluiert und bei einer Wellenlange von 214 nm wurde die Absorption gemessen.
Uber eine Standardkalibrierreine konnte mit Hilfe der Peakflachen der Antikorpertiter

berechnet werden.
4.2.1.2. Produktbestimmung mittels RP-HPLC

Die Produkte AAT, ATIII und EPO wurden mittels RP-HPLC Uber eine C4-Saule (Nucleosil
300-5 C4, Machery-Nagel, Deutschland) und UV-Messung quantifiziert. Als mobile Phase
diente ein bindres Puffersystem (Laufmittel A: 0,1 % TFA (Trifluoressigsaure, Fluka, USA) in
dH2O; Laufmittel B: 0,095 % TFA in 80 % AcN (Acetonitril, HPLC-Grade, VWR, Deutschland)).
Bei einer Wellenlange von 214 nm wurde die Absorption gemessen. Uber die Peakflachen
und eine Kalibrierreihe des jeweiligen Proteins konnte die Produktkonzentration ermittelt

werden.
4.2.1.3. ELISA zur Quantifizierung des C1-INHs

Zur Quantifizierung des C1-INHs diente ein Sandwich ELISA. Eine 96-Well Mikrotiter Platte
(Nunc MaxiSorb plate, VWR, Deutschland) wurde zunachst mit einem Fang-Antikorper
(Mouse monoclonal C1-INH capturing antibody (Fisher Scientific, USA)) beschichtet. Dieser
wurde 1:666 in einem Beschichtungspuffer (0,1 M Natriumcarbonat; 0,1 M
Natriumhydrogencarbonat; pH 9,5 (Roth, Deutschland)) verdiinnt. 100 uL dieser Losung
wurden in jede Vertiefung der Mikrotiter Platte gegeben. Zur Beschichtung wurde die Platte

1 h bei 37 °C inkubiert. Der Beschichtungspuffer wurde abgenommen und jede Vertiefung
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wurde mit Hilfe eines Plate washers (ELP40 Microplate Strip Washer, BioTek Instruments,
USA) viermal mit je 200 pL TBS-T (Tris buffered Saline-Tween: 20 mM Tris (Roth,
Deutschland); 1,37 M NaCl; pH 7,4; 0,1 % Tween-20 (Sigma Aldrich, USA)) gewaschen. Um
unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden die gebundenen Antikorper mit Milchpulver
geblockt. Dazu wurden 200 pL TBS-TM (TBS-T + 5 % Milchpulver (Roth, Deutschland))
zugegeben und lber Nacht bei 4 °C inkubiert. Um Uberschissige Proteine des Milchpulvers
zu entfernen, wurde erneut jede Vertiefung mit Hilfe des Plate washers zweimal mit je 200 pL
TBS-T gespult. 100 pL der Verdinnungen einer Standardreihe (human C1-INH, prepared from
serum, EMD Millipore Corporation, USA) und je drei Verdinnungen einer Probe wurden als
Triplikate auf die Platte aufgetragen. Fir die Bindung zwischen Antigen (C1-INH) und
Antikdrper wurde die Platte 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit TBS-T
wurden je 100 uL Detektionspuffer (Detektionsantikdrper (Rabbit polyclonal HRP labeled C1
detection antibody, Thermo Fisher Scientific, USA) 1:2000 in TBS-TM verdinnt) in die
Vertiefungen gegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert. Fur die Detektion wurden nach viermaligem
Waschen mit TBS-T je 100 pL Substratldsung (Seramum blau, Seramum Diagnostica,
Deutschland) hinzugegeben. Nach 20-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Umsetzung des Substrates (3,3,5,5 -Tetramethylbenzidine) durch die an den
Detektionsantikérper gekoppelte Peroxidase (Horseradish peroxidase (HRP)) durch Zugabe
von 2 N Schwefelsaure (VWR, Deutschland) gestoppt. Die Absorption wurde im Mikroplatten-
Spektrometer (PowerWave HAT Reader, BioTek Intruments, USA) bei 450 nm gemessen. Die
Produktkonzentration wurde mit Hilfe der Kalibriergeraden, die durch die Standardreihe

berechnet wurde, ermittelt.
4.2.1.4. Proteinbestimmung mittels BCA

Fiur die Sialinsdure-Quantifizierung ist es wichtig, die exakt gleiche Menge an Protein
einzusetzen. Darum wurde von die Proteinkonzentration der entsalzten Eluate mittels
Bicinchoninsaure Assay (BCA) ermittelt. Im alkalischen Milieu reduzieren die Peptidbindungen
der Proteine Cu?* zu Cu* (Biuret-Reaktion). Die Bicinchoninsaure und die einwertigen
Kupferionen bilden einen Komplex, welcher eine violette Farbe aufweist, die bei einer
Wellenlange von 562 nm detektiert werden kann. Die Absorption ist proportional zur
Proteinkonzentration.

Als Standard diente bovines Serumalbumin (BSA). Die Standard Reihe deckte einen Bereich
von 20-500 mg/L ab. Die Proben wurden entsprechend verdiinnt und als Triplikate vermessen.
Der BC-Assay (BCA protein quantification kit, Uptima, USA) wurde nach Herstellerangaben
verwendet. Je 25 pL Probe, bzw. Standard wurden mit 200 uL BCA Reagenz in einer

Multititerplatte vermischt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Bei einer Wellenldnge von 562 nm
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wurde im PowerWave HT Reader (BioTek, USA) die Absorption gemessen. Mit Hilfe der
Standards wurde eine Kalibrierreihe erstellt, mit deren Funktion die Konzentrationen der
Proben berechnet wurden.

4.2.1.5. SDS-PAGE

Fir die wachstumsspezifische Probenahme wurden zu zwei Zeitpunkten der Kultivierung
Medienwechsel durchgefuhrt. Um zu Uberprifen, ob direkt nach dem Medienwechsel kein
Produkt in der Kultur vorhanden ist, wurden von allen Kultivierungen Uberstandsproben
mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) analysiert. Der
Aufreinigungserfolg der Chromatographien wurde ebenfalls mittels SDS-PAGE uberpruft. Es
handelt sich um ein einfaches Verfahren, um Proteine der Grol3e nach aufzutrennen (Laemmli,
U. K.; 1970).

Die Proben wurden in 12,5 %igen SDS Gelen (vgl. Tabelle 7) unter reduzierenden

Bedingungen aufgetrennt.

Tabelle 7: Zusammensetzung aller Losungen fir die SDS-PAGE

Loésung Zusammensetzung Hersteller
Sammelgel 13 % Rotiphorese® Gel 30 Roth, Deutschland
0,125 M Tris (Tris(hydroxymethyl)- Roth, Deutschland
aminomethan), pH 6,8
0,1 % SDS GE Healthcare, UK
0,05 % APS (Ammoniumpersulfat) GE Healthcare, UK
0,1% TEMED (Tetramethylendiamin) GE Healthcare, UK
Trenngel 41,5 % Rotiphorese® Gel 30 Roth, Deutschland
0,375 M Tris, pH 8,8 Roth, Deutschland
0,05 % APS GE Healthcare, UK
0,1 % SDS GE Healthcare, UK
0,05 % TEMED GE Healthcare, UK
4x Laemmli- 8 % SDS GE Healthcare, UK
Puffer 250 mM Tris, pH 6,8 GE Healthcare, UK
40 % Glycerol GE Healthcare, UK
0,04 % Bromphenolblau Roth, Deutschland
10x DTT- 500 mM DTT (1,4-Dithiothreitol) Fluka, Schweiz
Losung
SDS- 0,1 % SDS GE Healthcare, UK
Elektrophorese 192 mM Glycin Roth, Deutschland
Puffer 25 mM Tris GE Healthcare, UK

Es wurden pro Probe 9,75 pL mit 3,75 pL 4 x Laemmli Puffer und 1,5 pL 10 x DTT-L6sung fir
10 min bei 70 °C inkubiert und auf das Gel aufgetragen. Zuséatzlich wurden 3 puL des
Protein-GroRen-Standards (PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas, USA)
aufgetragen. Der Gellauf erfolgte im Mini-PROTEON® System (Bio-Rad, UK) mit
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SDS-Elektrophorese-Puffer (vgl. Tabelle 7) fur 45 min bei 200 V (PowerPac HC High-Current
Power Supply, Bio-Rad, UK).

4.2.1.6. Coomassie-Brillant-Blau Féarbung

Mit der Coomassie-Brillant-Blau Farbung (Wilson, 1979) kdnnen Proteine, welche in einem
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt sind, angefarbt werden. Sie eignet sich fiir Proteinmengen
Uber 1 pg Protein/Probe. Coomassie ist ein Triphenylmethanfarbstoff, welcher Polypedptide
und Proteine mit vielen basischen Aminosauren (z.B. Lysin, Arginin, Histidin) verstarkt anfarbt.
Er bendtigt ein saures Milieu, um die aromatischen und basischen Aminoséurereste der
Proteine zu binden, weshalb in der Farbeldsung Essigsaure enthalten ist.

Die Gele wurden mit dH,O gewaschen, um stérendes SDS zu entfernen. Um die Proteine im
Gel zu fixieren, wurden die Gele in Fixierlésung (25 % Propanol-2 (VWR, Deutschland);
10 % Essigsaure (VWR, Deutschland)) fir 30 min inkubiert. Die Proteinbanden wurden mit
Farbelésung (0,1 % Coomassie Brillant Blau-R-250 (Serva, Deutschland); 50 % Methanol;
10 % Essigsaure) lUber Nacht bei RT gefarbt. Das Gel wurde so lange mit Entfarber
(5 % Propanol-2; 7 % Essigsaure) entfarbt, bis der Hintergrund farblos war.

Zur Identifikation des Produktes wurden die Banden ausgeschnitten, tryptisch verdaut und

mittels Massenspektrometrie analysiert.
4.2.1.7. Proteinidentifizierung mittels tryptischen Verdaus und MALDI-MS

Um zu Uberprifen, ob das Produkt in den Kulturliberstanden vorhanden ist, wurden nach der
Coomassie-Brillant-Blau Farbung (vgl.4.2.1.6) des Gels die Banden, die auf Hohe des
entsprechenden Molekulargewichts zu erkennen waren, ausgeschnitten. In Tabelle 8 sind die

zu erwartenden Molekulargewichte der Produkte und die jeweilige UniProt ID angegeben.

Tabelle 8: Auflistung der Produkte mit ihrem theoretischen Molekulargewicht und der zugehdrigen
UniProt ID.

Produkt Molekulargewicht [Da] UniProt ID
mADb 150.000 Nicht bekannt
EPO 21.307 (ohne Glykane) P01588

Ca. 34.000 (mit Glykanen)
C1-INH 55.154 P05155
AAT 46.737 P01009
ATIII 52.602 P01008

Die gewinschten Banden wurden aus dem Gel herausgeschnitten und in 1,5 mL
Reaktionsgefalle (Eppendorf, Deutschland) Uberfihrt. Der gebundene Farbstoff wurde

zunachst Uber dreimaliges Waschen, bzw. bis das Gelstiick farblos war, mit 350 pL
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30 % Acetonitril (AcN) in 2100 mM Ammoniumhydrogencarbonat (Roth, Deutschland) entfernt.
Nach dem letzten Waschschritt wurde die Flussigkeit abgenommen. Das Gelstick wurde in
einer Vakuumzentrifuge (Eppendorf, Deutschland) getrocknet. Trypsin (Trypsin Gold, Mass
Spectrometry Grade, Promega, USA) wurde mit einer Endkonzentration von 10 ng pL? in
3 mM Tris, pH 8,8 hinzugegeben. Nach einer 30-minitigen Inkubation bei RT wurden 12 L
3 mM Tris, pH 8,8 hinzugegeben. Der Verdau fand bei RT tber Nacht statt. Durch Zugabe
von 24 pL H>O (LC-MS grade, VWR, Deutschland) und eine 20-minitige Inkubation wurde
der Verdau gestoppt. Zur Extraktion der Peptide wurden 20 uL 30 % AcN, 0,1 % TFA
hinzugegeben und fir 20 min bei RT und 400 rpm auf dem Schiuttler (Ditabis HLC,
Deutschland) inkubiert. Die Flussigkeit wurde vollstandig in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefald
Uberfuhrt. Der Extraktionsschritt wurde mit 50 % AcN; 0,1 % TFA wiederholt. Das vereinte
Peptidextrakt wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet.

Zur Analyse der Peptide mittels MALDI TOF (Matrix assisted laser desorption/ionisation-time
of flight) wurden diese in 3 uL 50 % AcN; 0,1 % TFA resuspendiert. 0,5 puL der Probe wurden
zusammen mit 0,5 uL HCCA-L8sung (90 % AcN; 0,1 % TFA; 1mM
Ammoniumdihydrogenphosphat (Roth, Deutschland); 0,045 % einer gesattigten HCCA
(Bruker Daltonik, Deutschland) Lésung) auf ein Anchor Chip Target (Bruker Daltonik,
Deutschland) gespottet. Die Proben wurden mit einem Ultraflextreme der Firma Bruker
Daltonik mit der Software FlexControl analysiert. Es wurde im Reflektor positiv (RP)-Modus
gemessen. Die aufgenommenen Spektren wurden mittels FlexAnalysis prozessiert.
Fragmentiert wurden alle Parentalionen, deren Peptidsignale ein m/z > 500 und ein S/N
(signal to noise) >10 aufwiesen. Die Suchen wurden mit Proteinscape 3.0 Uber einen Mascot
Server durchgefuhrt. Als Datenbank wurde SwissProt 08/2017 gewahlt. Es wurden zwei
ausgelassene Schnittstellen zugelassen, sowie eine Peptid Toleranz von 50 ppm (parts per
million) und eine MS/MS Toleranz von 0,5 Da.

4.2.2. Analysen zur Produktqualitat in Bezug auf die N-Glykosylierungen

Um die N-Glykosylierungen der Produkte zu untersuchen, gibt es unterschiedliche
Herangehensweisen. In dieser Arbeit wurden in erster Linie die abgespaltenen Glykane
betrachtet. Uber eine Gesamtmassebestimmung mittels LC-ESI-MS wurde versucht, ohne
langwierige Probenvorbereitung Informationen tber die Produktqualitdt des mAb zu erlangen.
Fur die Einschatzung der Qualitdt des EPOs zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde eine

Kapillarzonenelektrophorese (CZE, capillary zone electrophoresis) durchgefihrt.
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4.2.2.1. Probenvorbereitung

Die aufgereinigten Proteine lagen in den unterschiedlichen Elutionspuffern bzw.
Auffangpuffern der Aufarbeitung vor. Diese sind nicht optimal fir die unterschiedlichen
Analytik-Methoden geeignet. Darum wurden die Eluate zunachst tber 10 kDa Zentrifugen
Membrankonzentratoren (VWR, Deutschland) entsalzt und umgepuffert.

Dazu wurden 400 pL dH-O auf die Membran gegeben. Der Zentrifugen-Membrankonzentrator
wurde bei 16.000 xg und 4 °C fur 5 min zentrifugiert (Biofuge Fresco, Haereus, Deutschland).
Der Durchlauf wurde verworfen. Maximal 400 pL des Eluates wurden auf den Filter gegeben
und wie oben beschrieben zentrifugiert, bis ein restliches Volumen von ca. 20 pL auf der
Membran verblieb. Der Durchlauf wurde verworfen. Dieser Vorgang wurde so lange
wiederholt, bis die gewiinschte Menge an Protein aufgetragen wurde. Das auf der Membran
befindliche Protein wurde einmal mit 400 uL dH2O durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
und anschlieBende Zentrifugation gewaschen. Es folgte entweder ein Umpuffern in einen
Inkubationspuffer durch zweimaliges Waschen des Proteins in selbigem, oder zweimaliges
Waschen in dH20. Je nach Bedarf wurde das Protein in dH.O oder dem entsprechenden
Inkubationspuffer durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren aufgenommen und in ein neues
Reaktionsgefal Uberfuhrt. Entweder konnte das Protein direkt weiter behandelt werden, oder

es wurde mittels Vakuumzentrifuge getrocknet und bei -20 °C gelagert.
4.2.2.2. HPAEC-PAD-Sialinsdure Bestimmung

Zur Bestimmung des Sialinsaure Gehaltes der Proteine wurde eine milde saure Hydrolyse
durchgefuhrt. Dazu wurde die Proteinkonzentration aufgereinigter, entsalzter und
umgepufferter Proben (vgl. Kapitel 4.2.2.1) mittels BCA (vgl. Kapitel 4.2.1.4) bestimmt. Nach
Mdoglichkeit wurden je zwei Aliquots a 50 pg derselben Probe in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet. War nicht gentigend Material vorhanden, wurden einmal 50 pg getrocknet. Das
Lyophilisat wurde in 50 uL 200 uM 2-Keto-3-deoxy-D-glycero-D-galakto-nonon-saure (Kdn),
welches als interner Standard diente, gelost. Es wurden 50 pL 0,2 M TFA hinzugefligt und die
Probe bei 82 °C fir 1 h hydrolysiert. Das Protein wurde mittels 10 kDa Filter abgetrennt (vgl.
Kapitel 4.2.2.1). Der Durchlauf wurde lyophilisiert und bis zur Messung bei -20 °C gelagert.
Die  Standardreihe  wurde mit  N-Acetylneuraminsaure  (NANA), Kdn und
N-Glykolylneuraminsdure (NGNA) in einem Bereich von 10 pM-50 pM aufgenommen.

Die Proben  wurden in 100 pL  dH,O  aufgenommen und mittels
Hoch-Leistungs-Anionenaustausch-Chromatographie (High Performance Anion Exchange
Chromatography (HPAEC)) getrennt. Als feste Phase wurde ein starker Anionenaustauscher

(CarboPac™ PA20, Thermo Scientific, USA) eingesetzt, welcher auf 35 °C temperiert wurde.
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Als mobile Phase diente ein Gradient aus drei Laufmitteln (Laufmittel A: 200 mM
Natriumhydroxid (NaOH); Laufmittel B: 100 mM NaOH, 1000 mM Natriumacetat (NaOAc);
Laufmittel C: dH,0O). Die Trennung erfolgte bei einem Fluss von 0,5 mL min™.

Die negativ geladenen Sialinsauren eluieren zu unterschiedlichen Zeiten, wodurch sie einzeln
detektiert werden konnen. Zur Detektion diente eine gepulste amperometrische Detektion
(pulsed amperometric detection (PAD)). Durch diese Detektionsmethode ist keine
Derivatisierung der Zucker zur Quantifizierung noétig. An einer Goldelektrode oxidiert der
Zucker, wodurch eine elektrische Spannung gemessen werden kann, welche proportional zur
Zuckerkonzentration ist (Manzi, A. E., et al.; 1990; Behan, J. L.; Smith, K. D.; 2011; Rohrer, J.
S., etal,; 2013).

Die gemessenen Sialinsaurekonzentrationen wurden auf die Molmenge des eingesetzten

Proteins bezogen, um ein molares Verhéltnis von Sialinsédure zu Protein zu erhalten.
4.2.2.3. Intaktmassen-Analytik

Mit Hilfe der Bestimmung der Gesamtmasse eines Proteins kénnen Unterschiede in der
Produktqualitat ohne langwierige Probenvorbereitung analysiert werden. Sind sowohl die
Masse des Produktes ohne Glykosylierungen als auch die moglichen Strukturen der
N-Glykane bekannt, kbnnen bei unterschiedlichen Gesamtmassen Riickschlisse auf die
Veranderungen der Glykosylierung gezogen werden.

Der mAb wurde mittels LC-ESI-MS analysiert. Die aufgereinigten und entsalzten Proben
wurden in 0,1 % Ameisensaure (Sigma Aldrich, USA) gel6st. Die Proben wurden von der
Biofidus AG (Deutschland) mit einem LaChrom HPLC System (VWR, Deutschland) tber eine
C4-Saule (EC 150/4 Nucleodur 300-5 C4ec evtl Mab paC Saule MAbPac RP, 2.1x100mm,
4 um) aufgetrennt. Die Laufmittel waren 0,1 % FA in dH,O und 0,1 % FA in AcN. Die
Massenanalytik wurde mit einem micrOTOF Il (Bruker Daltonik, Deutschland) durchgefuhrt.
Die aufgenommenen Spektren wurden mit der Software DataAnalysis (Bruker Daltonik,
Deutschland) aufsummiert, dekonvolutiert und geglattet. Bei der Annotation wurden N- und
C-terminale Trunkierungen, sowie bekannte sadugerspezifische N-Glykosylierungen
bericksichtigt. Nach Identifikation der gebundenen Glykane wurden diesen Qualitatsattribute
zugeschrieben (Antennaritat, Galaktosylierungsgrad, Fucosylierungsgrad, Sialylierungsgrad,

Anteil an High Mannose). Die Berechnung ist in Kapitel 4.2.2.11 beschrieben.
4.2.2.4. Kapillarzonenelektrophorese

Bei der Kapillarzonenelektrophorese (CZE) handelt es sich um eine Art der

Kapillarelektrophorese mit der in diesem Fall Proteine aufgrund ihrer Mobilitét, also ihrer
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GroRRe und Ladung aufgetrennt werden. Es ist eine tragerfreie Elektrophorese. Die Analyten
werden innerhalb einer Kapillare in einer meist wassrigen Elektrolytlésung, die zum einen den
Stromfluss sicherstellt und zum anderen sowohl die Feldstérke als auch den pH-Wert konstant
halt, voneinander getrennt. Durch das Anlegen von Spannung an den Enden der Kapillare
wandern die Probenmolekile abhangig von ihrer Gré3e und Ladung durch die Kapillare und
werden so nach ihrer Mobilitdt aufgetrennt. Bei einem pH von 5,5 liegen die sialylierten
Glykoproteine negativ geladen vor und werden abhangig von ihrer Anzahl an negativ
geladenen Sialinsduren aufgetrennt (Sanz-Nebot, V., et al.; 2003). Sie wandern gegen den
elektroosmotischen Fluss (EOF) und werden anodenseitig mittels UV-Detektor gemessen.
Jeder detektierte Peak steht fur viele unterschiedliche Glykoformen des Glykoproteins, die ein
ahnliches Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis, also eine @hnliche Mobilitat aufweisen. (Sanz-Nebot,
V., et al.; 2003; Morzunova, T. G.; 2006; European Pharmacopoeia; 2002)

Da Fremdionen aus der Probe dazu flhren, dass die Leitfahigkeit in der Probenzone hdher ist
als, die in der Elektrolytldsung, sollte die zu analysierende Probe mdoglichst salzfrei vorliegen.
Andernfalls wirde das Injektionsprofil verbreitert. Darum wurden die Proben vor der CZE
mittels Membrankonzentratoren entsalzt (vgl. Kapitel 4.2.2.1). Das entsalzte Protein wurde in
dH.0O aufgenommen, sodass eine Konzentration zwischen 1 mg/mL und 4 mg/mL vorlag.

Die Probe wird durch Unterdruck in die Kapillare gesogen und dort im Elektrolytsystem
(10 mM Natriumchlorid; 10 mM Tricine, 10 mM Natriumacetat; 7M Urea; 2,5 mM Putrescin,
pH 5,5 bei 30 °C) bei konstanter Spannung von 28 kV aufgetrennt.

Fur die Auswertung wurden die detektierten Peaks integriert. Zur relativen Quantifizierung der
unterschiedlichen aufgetrennten Formen wurden die Peakintensitaten auf die Summe der zu

analysierenden Peaks normalisiert.
4.2.2.5. PNGaseF Verdau

Zur besseren Charakterisierung der N-Glykane wurden diese vom Proteinrtickrat entfernt und
analysiert. In dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche Methoden zur Identifizierung und
relativen Quantifizierung der Zuckerstrukturen angewandt. Zur Identifizierung diente eine
massenspektrometrische Messung der Glykane mittels MALDI-TOF, welche zur Stabilisierung
der Sialinsduren zuvor permethyliert wurden. Mittels hydrophober Interaktion
Chromatographie (HILIC hydrophobe interaction liquid chromatography), bzw.
lonentauschchromatographie (IEX ion exchange chromatography) und anschlielBender
Fluoreszensdetektion (FLD) konnten mit 2-Aminobenzamid (2-AB, Acros Organics, USA)
gelabelte Glykane relativ quantifiziert werden.

Zur Entfernung der Glykane vom Protein wurde ein enzymatischer Verdau durchgefiihrt. Die

Endoglykosidase Peptid-N-Glykosidase F (PNGaseF) spaltet die glykosidische Bindung
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zwischen N-Acetylglucosamin und Asparagin. Sie eignet sich somit fur die spezifische
Abspaltung von N-Glykanen.

Je Protein wurden 400 pg Protein, wie in Kapitel 4.2.2.1 beschrieben, entsalzt, konzentriert
und in den entsprechenden Inkubationspuffer (AAT, C1-INH: 10 mM Ammoniumformiat; IgG,
ATII: 10 mM Natriumphosphatpuffer) umgepuffert. Das Retentat wurde in 45 pL des
entsprechenden Puffers aufgenommen. Zur Denaturierung des Proteins wurden 2,5 pL einer
2 %igen SDS Losung mit 1 M B-Mercaptoethanol (Serva, Deutschland) hinzugegeben und fir
20 min bei 100 °C denaturiert. Nach Abkuhlen auf Eis wurden 2,5 uL NP40 (Fluka, Schweiz)
hinzugegeben. Fir den enzymatischen Verdau wurden 4 U PNGaseF (Roche, Schweiz)
hinzugefiigt. Der Verdau der Glykane erfolgte fur 18 h bei 37 °C.

Um nach dem Verdau sowohl das Enzym, als auch das Protein von den Glykanen zu trennen,
wurde der Verdau Uber einen 10 kDa Zentrifugen Membrankonzentratoren filtriert. Die
Membran wurde mit 400 yL dH.O gespllt. Der Membrankonzentrator wurde in ein neues
1,5 mL Reaktionsgefal gestellt. Der Filter wurde mit 20 pL dH2O benetzt und die Probe wurde
aufgetragen. Der Zentrifugen-Membrankonzentrator wurde bei 16.000 xg zentrifugiert, bis
keine Flussigkeit auf dem Filter zuriickblieb. Der Filter wurde zweimal mit je 100 pL dH2O
gespult. Der Durchlauf beinhaltete die Glykane und wurde im Weiteren mittels Graphit-

Festphasenextraktion aufgereinigt.
4.2.2.6. Graphit-Festphasenextraktion

Glykane konnen mittels Graphit-Festphasenextraktion aufgereinigt werden (Yang, S.; Zhang,
H.; 2012).

Die Graphit Extraktionssadulen (HyperSep Hypercarb, 100 % porous graphitic carbon,
30-40 um, 25 mg, Thermo Scientific, USA) wurden auf einen Vakuumblock gesteckt. Mittels
angeschlossener Wasserstrahlpumpe wurde ein Unterdruck von -20 kPa eingestellt. Die
Saulen wurden dreimal mit je 1 mL Konditionierungsidsung (80 % AcN; 0,1% TFA)
konditioniert und dreimal mit je 1 mL dH.O gewaschen. Der Unterdruck wurde fur den
Probenauftrag auf -10 kPa verringert. Der Durchlauf der Filtration wurde auf die Saule
gegeben und mittels Unterdrucks durch das Graphitmaterial gesogen. Die Sdulen wurden
dreimal mit je 1 mL dH.O gewaschen. Fur die Elution wurden unter die R6hrchen neue 2 mL
Reaktionsgefalie gestellt. Mit je 1 mL Elutionspuffer (25 % AcN; 0,1 % TFA) wurden die
Glykane von der Graphitphase eluiert. Nach Durchmischen der Probe wurden 0,5 mL
(entspricht hier Glykanen von 200 pg Protein) in ein 0,5 mL Reaktionsgefaf? tberfuhrt. Diese
Probe wurde fir ein Labeling mit 2-AB in der Vakuumzentrifuge getrocknet und bei -20 °C
gelagert. Ebenfalls 0,5 mL der Probe wurden fir eine Permethylierung der Glykane in ein

Glas-Zentrifugenrohrchen tberfihrt, getrocknet und bei -20 °C gelagert.
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4.2.2.7. Labeln der Glykane mit 2-Aminobenzamid

Zur Quantifizierung von Glykanen konnen diese mittels Derivatisierung am reduzierenden
Ende mit einer fluoreszierenden Gruppe versehen werden und nach Auftrennung mittels LC
von einem Fluoreszenzdetektor sowohl sensitiv als auch quantitativ gemessen werden. Bei
der Derivatisierung mit 2-Aminobenzamid (2-AB) handelt es sich um eine reduktive
Aminierung des reduzierenden Endes des Zuckers (Bigge, J. C., et al.; 1995; Kozak, R. P., et
al.; 2015, Pabst, M., et al.; 2009).

Die getrockneten Glykane wurden in je 5pL Labeling-Reagenz (0,25M 2-AB; 1M
Dimethylaminboran (Sigma Aldrich, Deutschland)) in 30 % Essigsdure in Dimethylsulfoxid
(DMSO (Sigma Aldrich, Deutschland)) aufgenommen und bei 65 °C im Dunkeln fir 3 h
inkubiert. Nach Abkihlen auf RT wurden die Proben in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Zur
Aufreinigung der gelabelten Glykane wurde eine GroRenausschlusschromatographie
durchgefihrt. Es wurden Einwegsaulchen der Firma GE Healthcare eingesetzt (MiniTrap G10).
Diese wurden geschiittelt, damit sich anschlieRend ein moglichst Luftblasen-freies Gelbett
absetzen konnte. Das Gelmaterial wurde finfmal mit je 2,1 mL dH,O aquilibriert. Die Proben
wurden in 100 yL dH.O aufgenommen und auf das Gelbett aufgetragen. War die Probe
vollstandig in das Gelbett eingedrungen, wurden 900 yL dH.O auf das Gelmaterial gegeben.
Der Durchfluss wurde verworfen. Mit 1,5 mL dH»O wurden die gelabelten Glykane eluiert. Das
Eluat wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet und bis zur HPLC-FLD Analytik bei -20 °C

gelagert.
4.2.2.8. HILIC-FLD

Hydrophobe Interaktions Fliissigkeits Chromatographie (HILIC) ist eine Chromatographie, mit
der sich polare Molekiile auftrennen lassen. Die Auftrennung mittels HILIC und anschliel3ende
Detektion von derivatisierten Glykanen zur strukturellen Aufklarung und zur Erstellung eines
Glykanprofils ist weit verbreitet (Wuhrer, M., et al.; 2009; Ruhaak, L. R., et al.; 2010; Melmer,
M., et al.; 2010).

Als stationdre Phase diente in dieser Arbeit eine XBridge® Glycan BEH Amide Saule (130 A;
3,5 um; 2,1 mm x 150 mm; Waters, USA). Ein binares Laufmittelgemisch mit Laufmittel A
(50 mM Ammoniumformiat, pH 4,45) und Laufmittel B (AcN) wurde als mobile Phase
eingesetzt. Es wurde ein Fluss von 0,7 mL min? eingestellt. Der Gradient ist in Tabelle 9
gezeigt. Die Saule wurde auf 60 °C temperiert. Die gelabelten Glykane wurden in 100 pL
Laufmittelgemisch zu Anfangsbedingungen (A/B: 77,5 %/22,5 %) gelost. 5 uL der Probe
wurden injiziert und mit einem Fluss von 0,7 mL min? auf die Saule geladen. Die Detektion

der 2-AB gelabelten Glykane geschah durch einen Fluoreszenz-Detektor (Varian Prostar FLD
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363, Varian, jetzt Agilent, USA) bei einer Extinktion von 320 nm und einer Emission von 420

nm.

Tabelle 9: Gradient der HILIC zur Separation 2-AB-gelabelter Glykane

Zeit Anteil Anteil

[min] Laufmittel A [%)] Laufmittel B [%]
0,0 22,5 77,5

70,0 48,0 53,0

73,0 80,0 20,0

78,0 80,0 20,0

81,0 22,5 77,5

82,0 22,5 77,5

Die entstandenen Chromatogramme wurden in der Software Galaxy (Agilent, USA)
ausgewertet. Zur Identifikation der Peaks wurde eine Dextran Leiter (Waters, USA) analog zu
den Proben mittels HILIC-FLD analysiert. Aus Retentionszeit und Anzahl an Glukose
Einheiten (GU) wurde eine Kalibrierreine berechnet, (ber die die GU fir die zu
identifizierenden Peaks der Glykane berechnet werden konnten. Diese GUs dienten zur
Identifizierung der Glykane anhand der EurocarbDB Datenbank
(http://relax.organ.su.se/eurocarb/). Zur besseren ldentifikation der Peaks wurden sowohl
asialo, als auch native Glykane mittels HILIC-FLD analysiert und mit den MS-Daten aus den
MALDI-MS Messungen der permethylierten Glykane und der asialo Glykane verglichen.
Nach Identifikation der Glykane wurden diesen Qualitatsattribute zugeschrieben (Antenndritat,
Galaktosylierungsgrad, core-Fucosylierung, Sialylierungsgrad, Anteil an High Mannose, Anteil
an antennérer Fucosylierung). Die Berechnung ist in Kapitel 4.2.2.11 beschrieben.

4.2.2.9. IEX-HPLC-FLD

Neben der Trennung der Glykane aufgrund ihrer Polaritat kdnnen sialylierte Glykane auch
nach der Anzahl ihrer Ladungen aufgetrennt werden. Dies geschieht Uber einen
lonenaustauscher (lon-Exchange (IEX)). Da die Glykane aufgrund der terminalen
Sialinsauren negativ geladen sind, wurde ein Anionentauscher eingesetzt. Die Detektion
geschah wie bei der HILIC-FLD uber eine fluoreszenz-Detektion der 2AB-gelabelten Glykane.
Als Anionentauscher wurde eine ProPac® SAX-10 S&ule (2 x 250 mm; Thermo Scientific;
USA) verwendet. Mit dieser Saule lieRen sich Molekile trennen, die sich lediglich in einer
Ladung unterscheiden. Die Trennung erfolgte in einem Gradienten aus zwei Laufmitteln
(A: 20 % Acetonitril in dH20; B: 20 % Acetonitril in 0,25 M Ammoniumformiat, pH 4,5) und

einem Fluss von 0,2 mL/min. Der Gradient ist in Tabelle 10 gezeigt

78



Analytik

Tabelle 10: Gradient der IEX-HPLC zur Separation 2AB-gelabelter Glykane

Zeit Anteil Anteil

[min] Laufmittel A [%)] Laufmittel B [%)]
0,0 100 0
5,0 100 0

30,0 70 30

40,0 0 100

50,0 0 100

50,1 100 0

85,0 100 0

Die separierten Glykane wurden bei einer Extinktion von 260 nm und einer Emission von
430 nm detektiert. Die Auswertung der Chromatogramme wurde mit der Software Galaxy
(Agilent, USA) durchgefuhrt. Die aufgetrennten Peaks wurden integriert und die Flachen

wurden relativ quantifiziert.
4.2.2.10. Permethylierung von Glykanen

Die negativ geladenen endstandigen Sialinsauren der Glykane sind bei der lonisierung des
Molekils im MALDI nicht stabil. Um diese am Glykan zu stabilisieren, kann eine
Permethylierung des Glykans durchgefuhrt werden. Die Sialinsduren werden in die
korrespondierenden Methylester umgewandelt, welche im Gegensatz zu den Sialinsauren
neutral sind. Dadurch werden sialylierte Glykane fir die MALDI-MS Analytik stabilisiert. (Yu,
S.-Y., et al.; 2006; Wheeler, S. F.; Harvey, D. J.; 2000)

Fur die Permethylierung und anschlieende Analytik mittels MALDI-TOF wurden jeweils
Glykane von 200 pg Protein eingesetzt. Die zuvor vom Protein entfernten Glykane (vgl. Kapitel
4.2.2.5) lagen getrocknet in Glas-Zentrifugenréhrchen vor.

Die Glykane wurden zur Reduktion in 200 pL einer Natriumborhydrid (NaBH.)-Ldsung
(5 mg mL* NaBHg; 0,3 % (v/v) Methanol; 30 mM NaOH) aufgenommen und fur 4 h bei 37 °C
inkubiert. Nach Zugabe von 20 pL Essigsaure wurden die Proben in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet. Die trockenen Proben wurden in 1 mL 0,1 % Salzsaure (HCI (Roth, Deutschland))
in Methanol aufgenommen und getrocknet. Dieser Vorgang wurde finfmal wiederholt. Fir die
Permethylierung wurde eine Dimethylsulfoxid (DMSO)-NaOH Ldsung angesetzt. 50 % NaOH
wurde 1:3 mit Methanol gemischt. Um Wasser aus der Losung zu verdréangen, wurde das
20fache Volumen des Gemisches an DMSO hinzugefiigt. Die Suspension wurde mit einem
Vortexmischer (Vortex Genie 2, Bender & Hobein, Schweiz) durchmischt und 5 min im
Ultraschallbad inkubiert. In einer Megafuge (Haereus, Deutschland) wurde die Suspension

3 min bei 1000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Prazipitat wurde
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erneut in dem zuvor genannten Volumen an DMSO aufgenommen, mit einem Vortexmischer
durchmischt und fir 5 min im Ultraschallbad inkubiert. Wie zuvor wurde die Suspension
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde weitere dreimal mit einem Drittel des vorherigen
Volumens an DMSO wiederholt. Das Prazipitat wurde in dem zuvor genannten Volumen
DMSO aufgenommen und kurz vor der Verwendung gut durchmischt.

Die trockenen reduzierten Glykane wurden in 200 pL DMSO aufgenommen, mit einem
Vortexmischer durchmischt und nach zweiminutiger Ultraschallbehandlung fir 30 min bei RT
inkubiert. Nach Zugabe von 200 pL der DMSO-NaOH Suspension wurde die Probe mit einem
Vortexmischer durchmischt und fiir wenige Sekunden in ein Ultraschallbad gehalten. Es folgte
eine funfmindtige Inkubation bei RT. Um Salze zu entfernen, wurde eine Flissigphasen
Extraktion mit Wasser und Chloroform (VWR, Deutschland) durchgefiihrt. Dazu wurden zur
Suspension 3 mL dH20 und 3 mL Chloroform hinzugegeben. Die Suspension wurde mittels
Vortexmischer durchmischt. Nach Phasentrennung wurde die obere wassrige Phase
verworfen. Die untere Phase wurde dreimal mit dH,O auf gleiche Weise gewaschen. Die
untere organische Phase enthielt die permethylierten Glykane, wurde auf zwei Braunglasvials
aufgeteilt und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und bei -20 °C bis zur Massenanalytik
gelagert.

Fur die MALDI-TOF Analytik wurden die getrockneten permethylierten Glykane in 10 pyL dH,O
aufgenommen. Je 05 pL der Probe und 05 pL Matrix (0,32 % (w/V)
2-((3"-Methyl-4"Hydroxyphenyl)azo)Benzoesaure (MHB) (Sigma Aldrich, USA); 6,4 % (w/v)
2,5-Dihydroxybenzoeséure (DHB) (Bruker Daltonik, Deutschland); 5 mM NacCl; 50 % Ethanol)
wurden zusammen auf ein Edelstahl-Target (Bruker Daltonik, Deutschland) gespottet. Nach
Trocknen der Proben wurden diese in 1 pL dH.O aufgenommen und rekristallisiert. Alle
Proben wurden zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit der Analytik als technische Duplikate
gespottet.

Die Proben wurden im Ultraflextreme (Bruker Daltonik, Deutschland) im positiven
Reflektormodus manuell analysiert. Als Kalibrant diente ein Gemisch aus vier Zuckern
(Dextran Laboratories). Die entstandenen Spektren wurden mit der Software flexAnalysis
(Bruker Daltonik, Deutschland) und Glycoworkbench (Ceroni, A., et al.; 2008) ausgewertet.
Zur relativen Quantifizierung wurden die Intensitdaten der identifizierten Peaks zu Grunde
gelegt. Die Auswertung erfolgte Analog zu der in Kapitel 4.2.2.11 beschriebenen Berechnung

der Qualitatsattribute.
4.2.2.11. Berechnung der Qualitatsattribute

Den identifizierten Glykanen wurden Qualitatsattribute (Antennaritéat, Galaktosylierungsgrad,

Fucosylierungsgrad der core-Struktur, antennare Fucosylierung, Sialylierungsgrad, Anteil an
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High Mannose, Anteil an Hybrid Strukturen und Anteil an trunkierten Glykanen) zugeteilt. Den
unterschiedlichen Glykanstrukturen wurden fur jedes dieser Attribute Werte zugeordnet. Fur
Antennaritat, Galaktosylierungsgrad, Sialylierungsgrad, sowie den Grad der antennéren
Fucosylierung wurde der Wert entsprechend der Anzahl an Antennen, antennaren Galaktosen,
Sialinsauren, bzw. Fucosen gewahlt. Fir die Anteile an High Mannose-, Hybrid- und
trunkierten Strukturen sowie dem Grad an core-Fucosylierung wurde einem Glykan bei
Vorhandensein des Attributes der Wert 1 zugeordnet. So wurden einem Glykan mit der
Struktur A2G1F folgende Werte zugewiesen: Antennaritat: 2; Galaktosylierungsgrad: 1 und

core-Fucosylierungsgrad: 1.

1
(2) xq = Rlemm e X Wie) X 5o
=m’k
mit Xq = normalisierte Kenngré3e des jeweiligen Qualitatsattributes
I« = Intensitat des zum jeweiligen Qualitatsattribut zugeordneten Peaks
W = zugeordneter Wert des jeweils identifizierten Glykans

Fur die relative Quantifizierung der genannten Qualitatsattribute wurde jeweils das
Summenprodukt der fur das jeweilige Qualitatsattribut relevanten Intensitdten und der
zugeordneten Werte auf die Summe der Intensitaten aller identifizierten Peaks
(core-Fucosylierung, High Mannose, Anteil an Vorstufen, Anteil an Hybrid Strukturen, Anteil
an trunkierten Glykanen), bzw. aller identifizierten komplexen Glykane (Antennaritét,
Galaktosylierungsgrad, der core-Struktur, antenndre Fucosylierung, Sialylierungsgrad)

normalisiert (vgl. Formel (2)).
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Kultivierungen durchgefuhrt. Einige Zelllinien
mussten an neue Kultivierungsbedingungen adaptiert werden. Die Ergebnisse dieser
Kultivierungen werden im ersten Teil dieses Kapitels gezeigt. Nach erfolgreicher Adaption
wurden Versuche zur wachstumsspezifischen Probenahme durchgefiihrt, welche im zweiten
Teil dieses Kapitels besprochen werden. Im dritten Teil werden die Ergebnisse der
Hauptkultivierungen gezeigt, in denen eine wachstumsspezifische Probenahme zur
anschlieenden Produktanalytik durchgeftihrt wurde. Im vierten Teil werden Ergebnisse der
Produktanalytik zur Heterogenitat in der Glykosylierung besprochen.

Um den moglichen Einfluss der Verweilzeit der Produkte in Medium bzw. in Kulturiiberstanden
einschatzen zu konnen, wurden einige der Produkte sowohl in Medium als auch in
Kulturiiberstanden und in Kulturen der Parentalzelllinie bei 37 °C inkubiert. Die Ergebnisse
zur Produktqualitat werden im flinften Teil dieses Kapitels behandelt.

5. Medienadaption

Vier Zelllinien mussten fur diese Arbeit an neue Kultivierungsbedingungen adaptiert werden.
Die CHO-ATIII-Zelllinie wurde bislang adharent in Tierkomponenten-haltigem Medium
kultiviert. Das Medium, in dem die AGE1.hn und die AGE1.hn-AAT-Zelllinien vorlagen war
nicht mehr erhdltich. Zudem sollten Parental- und Produktionszelllinie fir die
wachstumsspezifische Probenahme madglichst gleich kultiviert werden. Die Zelllinien wurden
bislang bei unterschiedlichen Umdrehungszahlen und in Kolben mit (AGE1.hn) bzw. ohne
Schikanen (AGEL1.hn-AAT) kultiviert. Zusatzlich war es fir die wachstumsspezifische
Probennahme vonnéten, dass die zugehorige Parentalzelllinie im gleichen Medium kultiviert
wurde wie auch die Produktionszelllinie. Fir die Kultivierung von CHO-K1-C4 und CHO-ATIII
diente CHO-K1 als Parentalzelllinie, die in CDM 1 vorlag. Diese musste an zwei
unterschiedliche Medien (CDM 4 (CHO-ATIII) und CDM 2 (CHO-K1-C4)) adaptiert werden. Im
Folgenden werden die Ergebnisse der Adaptionen der unterschiedlichen Zellen an neue
Kultivierungsbedingungen dargestellt. Die Glukose- und Laktatkonzentrationen werden im

Anhang in Abbildung-A 1 gezeigt.
5.1. Adaption der CHO-ATIII-Zelllinie an Wachstum in Suspension

Die CHO-ATIII-Zellen lagen zu Beginn dieser Arbeit als adh&rent wachsende Kultur in
DMEM/Ham’s F12 mit 5 % FCS vor. Fir die folgenden Versuche war eine Adaption zum einen

an ein chemisch definiertes, von Tierkomponenten freies Medium und zum anderen an das
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Wachstum als Suspensionskultur notwendig. In Abbildung 14 ist sowohl die viable Zelldichte
als auch die Viabilitat der CHO-ATIII-Zellen in den unterschiedlichen chemisch definierten,
tierkomponentenfreien Medien CDM 1, CDM 4 und TC HYB (Xell AG, Bielefeld) dargestelit.
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Abbildung 14: Viable Zelldichte und Viabilitdt wéahrend der Medienadaption der CHO-ATIII-Zellen in drei
unterschiedlichen Medien: CDM 1, CDM 4 und TC HYB.

Die Zellen wurden zunéchst adharent in DMEM/Ham’s F12 mit 5 % FCS und 4 mM Glutamin
in einer T-75 Flasche bis zu 80-90 %iger Konfluenz kultiviert. Nach Trypsinieren (vgl. Kapitel
2.2) der Zellen wurden diese gewaschen und in unterschiedlichen Medien (CDM 4, TC HYB
und CDM 1) aufgenommen. Die Kultivierung in CDM 4 und TC HYB starteten mit ca.
4-5 x 10° Zellen mL™. Die Kultivierung in CDM 1 startete bei 12,6 x 10° Zellen mL™. Die
Viabilitaten lagen nach Inokulieren zwischen 82 % und 89 %. Die Viabilitat der Zellen in CDM 1
und TC HYB sank deutlich ab (CDM 1: von 89 % auf 32 % innerhalb von 4 Tagen; TC HYB:
von 82 % auf 62 % innerhalb von 14 Tagen). Die Zellen in TC HYB zeigten innerhalb von zwei
Wochen kein Wachstum tber 1,5 x 10° Zellen mL1, daher wurde diese Adaption abgebrochen.
Die Zellen in CDM 1 zeigten nach 18 Tagen Adaption ein Wachstum von 4 x 10° Zellen mL?
auf 65 x 10° Zellen mL* innerhalb von vier Tagen. Jedoch schwankte die Viabilitat auch nach
weiteren Passagen. Da im Hauptversuch ein Medienwechsel zwischen Parentalzelllinie und
Produktionszelllinie stattfinden sollte, war eine schwankende Viabilitat der Produktionszelllinie
von Nachteil, da lysierte Zellen die Zusammensetzung des konditionierten Mediums
beeinflussen. Die Kultivierung der CHO-ATIII-Zelllinie in CDM 4 zeigte nach zehn Tagen
Adaption an das Medium eine Verzehnfachung der viablen Zelldichte innerhalb von vier Tagen
und eine anndhernd stabile Viabilitdt von 95 %. Darum wurde eine Wachstumskurve der

Zellen in CDM 4 aufgenommen (vgl. Abbildung 15 (A)). Die maximale viable Zelldichte wurde

83



Ergebnisse und Diskussion

nach sechs Tagen erreicht und betrug 57,1 x 10° Zellen mL* bei einer Viabilitat von 93 %. Die
Viabilitat stieg vom Start der Kultivierung von 93,0 % auf 95,6 % am funften Tag. In den
nachsten acht Tagen sank sie auf 57,7 %. Die viable Zelldichte betrug am Ende der
Kultivierung 33,2 x 10° Zellen mL™.
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Abbildung 15: (A) Viable Zelldichte und Viabilitdt der CHO-ATIII-Zelllinie in CDM 4 ber einen Zeitraum
von 13 Tagen. (B) SDS-PAGE der Uberstande der CHO-ATIII-Kultivierung von den Tagen vier bis acht.
Protein-GroRRenstandard: Page Ruler High Range (Thermo Fisher Scientific, USA).

Es wurden Proben vom Uberstand wahrend der Kultivierung genommen, um das Produkt
nachzuweisen. In Abbildung 15 (B) ist das 12,5 % SDS-Gel zu sehen, auf dem Uberstande
der CHO-ATIII-Kultivierung aufgetrennt wurden. Zwischen 50 und 70 kDa ist in allen funf
Spuren eine mit dem Verlauf der Kultivierung breiter werdende Bande zu erkennen. Zur
Identifikation dieser Bande wurde ein tryptischer Verdau durchgefihrt. Mittels
MALDI-TOF-MS/MS  konnte humanes Antithrombin 1ll identifiziert werden. Die
CHO-ATIII-Zelllinie wurde erfolgreich an das Wachstum in chemisch definiertem und von
Tierkomponenten freiem Medium in Suspension adaptiert. Es wurde eine WCB von der

adaptierten Zelle fur alle nachfolgenden Kultivierungen angelegt.
5.2. Medienadaption der AGE1.hn und AGE1.hn-AAT-Zelllinien

Die Zelllinien AGE1.hn und AGE1.hn-AAT wurden zundchst an das Wachstum in CDM 4
adaptiert. Die Ergebnisse der Medienadaption sind in Abbildung 16 gezeigt.

Nach dem Auftauen der Zellen in CDM 4 wurde die Produktionszelllinie AGE1.hn-AAT bei
125 rpm Uber elf Passagen kultiviert bis die Viabilitat stabil bei ca. 95 % lag. Vier Tage nach

Verdiinnen der Zellen auf 4 x 10° Zellen mL™? erreichten die Zellen eine viable Zelldichte von
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24 x 10° Zellen mL* (vgl. Abbildung 16). Nach weiteren drei Passagen wurde die WCB fir alle
weiteren Kultivierungen angelegt.
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Abbildung 16: Viable Zelldichte und Viabilitdt wahrend der Medienadaption der AGEl.hn und
AGEL.hn-AAT-Zelllinie in CDM 4. Beide Zelllinien wurden zunéchst in Kultivierungsréhrchen kultiviert.
Nach zwei Passagen wurde die AGE1.hn-Zelllinie in Kolben mit Schikane bei 185 rpm kultiviert und
AGE1.hn-AAT-Zelllinie in Kolben ohne Schikane bei 125 rpm.

Die Parentalzelllinie AGE1.hn wurde bei 185 rpm in Kolben mit Schikanen kultiviert. Die
Viabilitdat war nach der ersten Passage annahernd stabil bei ca. 98 %. Die Parentalzelllinie
wuchs innerhalb von vier Tagen von ca. 4 x 10°Zellen mL* auf ca. 18 x 10° Zellen mL™. Nach
sieben Passagen wurde eine WCB fur alle nachfolgenden Kultivierungen angelegt.

Far die wachstumsspezifische Probenahme waren maoglichst analoge
Kultivierungsbedingungen wichtig. Daher wurden die Parentalzellinie und die
Produktionszelllinie testweise unter gleichen Bedingungen in Kolben ohne Schikanen und bei
185 rpm kultiviert. Abbildung 17 (A) zeigt die viable Zelldichte und die Viabilitat tber einen
Kultivierungszeitraum von sechs Tagen. Das Wachstum beider Zelllinien verlauft Gber die
Dauer von sechs Tagen parallel. Beide Kulturen wurden mit 3,6 x 10° Zellen mL* inokuliert
und erreichten nach sechs Tagen eine viable Zelldichte von 49,8 x 10°Zellen mL™. Die
Viabilitat der Parentalzelllinie lag mit durchschnittlich 89 % unter der Viabilitit des
Produzenten (im Durchschnitt 94 %). Ein paralleles Wachstum Uber sechs Tage war
ausreichend fur den Medienwechsel bei der wachstumsspezifischen Probenahme, da
spatestens am sechsten Tag der zweite Medienwechsel stattfand. Um zu Uberprifen, ob unter
diesen Bedingungen das Produkt gebildet wurde, wurde am sechsten Tag der Kultivierung
eine Uberstandsprobe sowohl von der Produktions- als auch von der Parentalzelllinie mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. Das Ergebnis ist in Abbildung 17 (B) gezeigt. Die Bande auf der Hohe
von ca. 55 kDa wurde ausgeschnitten, tryptisch verdaut und mittels MALDI-TOF-MS/MS als
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a-1-Antitrypsin identifiziert. In der Spur der Uberstandsprobe der Parentalzelllinie ist diese

Bande nicht vorhanden.
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Abbildung 17: (A) Vergleich der Kultivierungen von AGE1.hn- und AGE1.hn-AAT-Zellen bei gleichen
Kultivierungsbedingungen: 185 rpm Kolben ohne Schikanen. (B) SDS-PAGE der Uberstande der
AGE1.hn-AAT- und AGE1.hn-Kultivierungen von Tag sechs. Protein-GroRRenstandard: Page Ruler
Prestained Protein Ladder (Fermentas, Litauen).

Die AGE1.hn-Zelllinie und die AGE1.hn-AAT-Zelllinie wurden erfolgreich an das Wachstum in
CDM 4 adaptiert. Des Weiteren zeigten sie in diesem Medium bei gleichen
Kultivierungsbedingungen  lediglich  geringfiigige  Unterschiede, die fur die

wachstumsspezifische Probenahme zunachst vernachlassigbar waren.
5.3. Adaption von CHO-K1 an andere Kultivierungsmedien

Die CHO-K1 Zelllinie lag in CDM 1 vor. Sie diente hier fir drei unterschiedliche
Produktionszelllinien als Parentalzelllinie und musste daftr an zwei neue Medien adaptiert
werden. Dazu wurden CHO-K1-Zellen, die in CDM 1 eingefroren waren in CDM 2 (fur die
CHO-K1-C4-Zelllinie) und in CDM 4 (fur die CHO-ATIII-Zelllinie) mit einer viablen Zelldichte
von 5 x 10° Zellen mL* aufgetaut und wie beschrieben (vgl. Kapitel 2.2) kultiviert. Um zu
Uberprifen, ob das Wachstumsverhalten der Parentalzelllinie in den unterschiedlichen Medien
dem der jeweiligen Produktionszelllinie entsprach, wurden Wachstumskurven aufgenommen.
Diese sind in Abbildung 18 gezeigt. Abbildung 18 (A) zeigt die Kultivierung der
Produktionszelllinie CHO-ATIII und der Parentalzelllinie CHO-K1. Beide Zelllinien wurden in
CDM 4 kultiviert. Die Viabilitdt beider Zelllinien lag konstant bei 96-97 %. Das

Wachstumsverhalten unterschied sich, trotz gleicher Animpfdichte von 2 x 10° Zellen mL™?,
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deutlich. Die CHO-K1-Zelllinie erreichte nach funf Tagen Wachstum eine viable Zelldichte von
33 x 10° Zellen mL* und die Produktionszelllinie das 1,7-fache (55 x 10° Zellen mL™?).
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Abbildung 18: Viable Zelldichten und Viabilitaten von Parentalzelllinien und Produktionszelllinien tber
funf Tage Kultivierungsdauer im Vergleich. (A) CHO-K1 in CDM 4 parallel kultiviert zu CHO-ATIII; (B)
CHO-K1 in CDM 2 parallel kultiviert mit CHO-K1-C4 als Produktionszelllinie.

Das Wachstum von CHO-K1 und der Produktionszelllinie CHO-K1-C4 verlief bis zu Tag zwei
parallel (Wachstum von 2 x 10° Zellen mL? auf 12 x 10° Zellen mL? (CHO-K1-C4), bzw.
15 x 10° Zellen mL?). Bis Tag fiinf wuchsen die Parentalzellen bis auf 66 x 10° Zellen mL™*
und die Produktionszelllinie zeigte eine viable Zelldichte von 72 x 10° Zellen mL™. Die Viabilitat
bei beiden Kultivierungen betrug im Durchschnitt 97 % und blieb bis zum vierten Tag
annahernd konstant (vgl. Abbildung 18 (B)).
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Abbildung 19: Glukose- und Laktatkonzentrationen wéahrend der Kultivierungen von (A) CHO-K1 und
CHO-ATIII in CDM 4 (B) CHO-K1 und CHO-K1-C4 in CDM 2.

Durch unterschiedliches Wachstum werden die Substrate im Medium unterschiedlich schnell

verbraucht und Metabolite werden unterschiedlich schnell gebildet. Daher ist davon
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auszugehen, dass sich die Uberstiande von Produktions- und Parentalzelllinie in ihrer
Zusammensetzung unterschieden. Um einen ersten Hinweis auf die Auswirkungen zu
bekommen, wurden die Glukose und Laktatkonzentrationen ermittelt (vgl. Kapitel 4.1.2). Diese
zeigten bei der Kultivierung von ATIlI-produzierenden Zellen geringe und bei den
EPO-produzierenden Zellen keine Unterschiede. Demnach hatte das ungleiche Wachstum
nur geringe oder keine Auswirkungen auf diese Substrate.

Um einschatzen zu konnen, wann sich Wachstumsunterschiede zum einen auf die
Zusammensetzung der Kulturiiberstande und zum anderen auf das Wachstumsverhalten bei
einem Medienwechsel wahrend der Kultivierung auswirken, wurden unterschiedliche

Vorversuche durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden in den folgenden Kapiteln dargestellt.
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6. Versuche zur wachstumsspezifischen Probenahme durch

Medienwechsel

Ziel dieser Arbeit war es, rekombinant produzierte Produkte aus den unterschiedlichen
Wachstumsphasen der Kaultivierung untereinander zu vergleichen. Dazu wurde eine
wachstumsspezifische Probenahme entwickelt, bei der die jeweilige Parentalzelllinie parallel
zu der Produktionszelllinie kultiviert wurde. Zu bestimmten Zeitpunkten fand ein
Medienwechsel statt. Der Kulturiiberstand der Produzenten wurde abgenommen und das
enthaltene Produkt sollte spater analysiert werden. Die Zellen wurden im Uberstand der
Parentalzelllinie aufgenommen und weiter kultiviert. In den Vorversuchen zur Probenahme
sollte gepruft werden, ob sowohl dieser Medienwechsel, als auch die mechanischen
Belastungen, die dabei eine Rolle spielen, einen Einfluss auf das Wachstum der
Produktionszellen haben.

Dazu wurden Kultivierungen mit drei unterschiedlichen Zelllinien, einem CHO-Zellpool und
zwei humanen Zelllinien, durchgefiihrt. Es wurden sowohl das Wachstumsverhalten, als auch
die Glukose- und Laktatkonzentration wahrend der Kultivierung betrachtet. Die
Aminosaurekonzentrationen wurden bei zwei der Kultivierungen verfolgt, um neben méglichen
Unterschieden im Wachstum und Substratverbrauch mdgliche Unterschiede zwischen dem
Aminosaureverbrauch bzw. der Bildung von Aminosauren von Parental- und
Produktionszelllinie aufzuzeigen. Da sowohl Glukose- als auch Glutaminmangel zu einer
veranderten Glykosylierung fihren kénnen (Liu, B., et al.; 2014, Seo, J. S., et al.; 2014; Seo,
J. S., etal.; 2014; Chee Furng Wong, D., et al.; 2005), ist die Betrachtung der Substrate und
ihrer Metabolite auch in Hinsicht auf die Produktglykosylierung im Verlauf der Kultivierung
wichtig.

6.1. Auswirkungen der wachstumsspezifischen Probenahme und der damit

verbundenen Zentrifugation auf einen EPO-produzierenden Zellpool

Im Fokus dieses Versuches stand die Fragestellung, ob die mechanische Belastung der
Zellabtrennung einen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der Zellen hat. Es wurde ein
EPO-produzierender Zellpool, der von O. Kramer ausgehend von der CHO-K1 Zelllinie
(Kramer, O.; 2014) generiert wurde, als Produktionszelllinie verwendet. Fiur die Kultivierung
wurden vier Kulturen & 50 mL der Parentalzelllinie und sechs Kulturen des CHO-EPO-Pools
mit einer Zelldichte von 3 x 10°Zellen mL? in CDM 2 angeimpft und wie unter 2.5.1
beschrieben kultiviert. Neben den Medienwechseln zu zwei Zeitpunkten (vgl. Kapitel 2.5.1)

wurde je ein Teil der Produktionskulturen lediglich zentrifugiert und das Zellpellet wurde im
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selben Kulturiiberstand wiederaufgenommen, um einen méglichen Einfluss der Zentrifugation
auf das Wachstum der Zellen zu tberprifen. Der Ablauf der Kultivierung ist in Abbildung 10
dargestellt. In Abbildung 20 wird das Wachstum im Kultivierungsverlauf des
CHO-EPO-Zellpools und der CHO-K1-Zellen gezeigt. Es ist zu erkennen, dass
Parentalzelllinie und Produktionszelllinie ein unterschiedliches Wachstumsverhalten
aufwiesen. Wahrend die Parentalzelllinie (grau) am Tag des ersten Medienwechsels (Tag 6)
59 bzw. 69 x 10° Zellen mL™* erreichte, so betrug die viable Zelldichte der Produktionszelllinie
mit 120 — 142 x 10°Zellen mL™* mehr als die zweifache Zelldichte. Die maximale viable
Zelldichte der Parentalzellen betrug 83 x 10° Zellen mL™?, die maximale viable Zelldichte der
Produktionszellen betrug hingegen162 x 10° Zellen mL™*. Diese Unterschiede im Wachstum
legen Unterschiede im Substratverbrauch nahe, was zur Folge haben kénnte, dass die
Zusammensetzung des konditionierten Mediums fir den Medienwechsel anders ist, als die
Zusammensetzung des Mediums der Kontrollkultur. Dies wirde zu unterschiedlichen
Bedingungen fiir die Produktion des EPOs filhren und ware fur die gegebene Fragestellung
von Nachteil.

Wird jedoch das Wachstum der Kontrollkultur (griin) mit dem Wachstum der Kulturen mit
Medienwechsel (blau und hellblau) verglichen, sind unter Berticksichtigung der Messtoleranz
der Zellzahlung (10 %) keine Unterschiede erkennbar. Die maximale viable Zelldichte der
Kontrollkultur betrug 148 x 10°Zellen mL?, die der Kultur mit zwei Medienwechseln
162 x 10° Zellen mL* und die mit einem Medienwechsel an Tag neun 144 x 10° Zellen mL™.
Die Viabilitat sank bei allen Kulturen ab Tag sieben und lag bei allen Produktionszelllinien an
Tag neun unter 80 %. Bei der Kultur mit Zentrifugation und Resuspension im gleichen
Kulturiiberstand zum Zeitpunkt des ersten Medienwechsels (orange) zeigte sich an Tag sechs
(Medienwechsel), dass durch die Zentrifugation die Zelldichte von 142 x 10° Zellen mL* auf
157 x 10°Zellen mL™? stieg. Dies kann auf einen Volumenverlust des Uberstandes
zurlckgefuhrt werden. Ab diesem Zeitpunkt stieg die viable Zelldichte der Kultur nicht mehr.
Die Viabilitat fiel von 96 % an Tag sieben auf 89 % an Tag acht. Im Vergleich dazu erreichte
die Kontrollkultur (grin) an Tag sieben das Maximum der viablen Zelldichte von
148 x 10° Zellen mL™*. Die Viabilitat sank erst an Tag neun unter 90 %. Die Produktionskultur
bei der zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels eine Zentrifugation durchgefiihrt wurde
(gelb), zeigte ein Absinken in der viablen Zelldichte nach der Zentrifugation. Die Viabilitat der
Zellen lag zu diesem Zeitpunkt bei 79 %. Der Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels lag in
der Absterbe-Phase und bereits einen Tag spater lag die Viabilitat aller Kulturen unter 50 %.
Dies ist zum einen nachteilhaft fir Riickschliisse auf mogliche Einflisse des Medienwechsels
auf das Wachstum und zum anderen wird innerhalb von einem Tag bei geringer Viabilitat

vermutlich nicht gentigend Produkt gebildet, um dieses zu analysieren. Demnach sollte bei
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spateren Kultivierungen darauf geachtet werden, dass erstens das Zellpellet bei einem
Medienwechsel in exakt dem gleichen Volumen an konditioniertem Medium aufgenommen
wird, wie zuvor abgenommen wurde und zweitens der zweite Medienwechsel zu einem

friheren Zeitpunkt durchgefuhrt werden sollte.
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Abbildung 20: Kultivierung des EPO-Pools und der CHO-K1-Parentalzelllinie zur Uberpriifung des
Einflusses der Zentrifugation und der wachstumsspezifischen Probenahme auf das Wachstum. Viable
Zelldichte und Viabilitdt wurden dber zehn Tage bei je zwei parallelen Kultivierungen in
Dreifachmessungen bestimmt. Die schwarzen Pfeile zeigen die Zeitpunkte der Medienwechsel an.

In Abbildung 21 sind Glukose- und Laktatkonzentrationen im Kaultivierungsverlauf aller
Kulturen gezeigt. Der bereits vermutete Unterschied im Substratverbrauch durch
unterschiedliche Zelldichten sieht sich hier bestéatigt. Die Glukosekonzentration der
Parentalzelllinie lag an Tag sechs bei 17 mM, und bei den Produktionszelllinien bei 8 mM. Die
Laktatkonzentration der Parentalzellen stieg bis an Tag funf bis auf 17 mM und begann ab
Tag sechs zu sinken, bis sie an Tag neun bei annahernd 0 mM lag. Bei der Produktionszelllinie
stieg die Laktatkonzentration bis Tag vier auf 21 mM und sank ab Tag funf. An Tag acht lag
die Konzentration bei annahernd 0 mM. Die Glukosekonzentration der Produktionszelllinie mit
Medienwechsel war an Tag funf bei 15 mM und nach dem Medienwechsel an Tag sechs bei
17 mM. Dieser Anstieg ist auf den Medienwechsel zurtickzufiihren. Die Glukosekonzentration
in Kulturen der Produktionszelllinie betrug am vierten Tag 21 mM, wohingegen die
Parentalkulturen eine Konzentration von 29 mM aufwies. Ab Tag vier sank die
Laktatkonzentration in den Produktionskulturen. In den Kulturen der Parentalzelllinie lag die
Glukosekonzentration an Tag funf bei 21 mM. Ab diesem Zeitpunkt sank die

Laktatkonzentration auch in den Kulturen der Parentalzellinie.
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Abbildung 21: Glukose- und Laktatkonzentration in den Kultivierungen zur wachstumsspezifischen
Probenahme mit einem EPO-produzierenden Zellpool und der Parentalzelllinie CHO-K1. Die
Kultivierungen wurden als biologische Duplikate durchgefuhrt. Hier werden die Mittelwerte der
jeweiligen Kultivierungen gezeigt.

Die hier aufgetretenen Unterschiede in der Verfugbarkeit von Nahrstoffen schienen jedoch nur
einen geringen Unterschied im Wachstum der Zellen mit Medienwechsel zu bewirken. Da
jedoch bekannt ist, dass limitierende Glukosekonzentrationen einen Einfluss auf die
Produktqualitat haben (Chapman, A. E.; Calhoun, J. C.; 1988; Nyberg, G. B., et al.; 1999;
Jayme, D., et al.; 1997; Liu, B., et al.; 2014; Seo, J. S., et al.; 2014), muss bei einem
Medienwechsel gewahrleistet sein, dass die Glukosekonzentrationen bei Kontrollkultur und
Kultur mit Medienwechsel zur gleichen Zeit in die Limitierung gehen. Die Zentrifugation der
Zellen scheint weder Auswirkungen auf den Glukoseverbrauch noch Einfluss auf das

Wachstum zu haben, wenn der Medienwechsel mit exakten Volumina durchgefihrt wird.

6.2. Einfluss der wachstumsspezifischen Probenahme auf das Wachstum der
CAP®-2B10-Zellen

Um zu Uberprifen, ob sich der Medienwechsel auf das Wachstum der CAP®-2B10-Zellen
(produzieren C1-INH) auswirkt, wurden parallel CAP®-2B10-Zellen und CAP®-Zellen in
biologischen Triplikaten kultiviert. Neben den drei CAP®-2B10-Kulturen, bei denen zu zwei
Zeitpunkten ein Medienwechsel stattfinden sollte, dienten weitere drei CAP®-2B10-Kulturen
als Kontrollkulturen ohne Medienwechsel. Zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase
und zu Beginn der Absterbe Phase wurden die Medienwechsel durchgefiihrt (vgl. Kapitel 2.5.2,

Abbildung 11). Beim zweiten Medienwechsel wurden die CAP®-2B10-Kulturen aufgeteilt,
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sodass jeweils ein Teil der Kultur in Kulturtiberstand der Parentalzelllinie aufgenommen wurde
und der andere Teil weiter kultiviert wurde. In Abbildung 22 sind die viable Zelldichte und die
Viabilitat aller Kulturen gezeigt. Viable Zelldichte und Viabilitat jeder Kultur wurden téglich
dreifach bestimmt. Die erhaltenen Mittelwerte und die zugehdrigen Standardabweichungen
sind hier gezeigt. Alle sechs Kulturen wurden mit einer Zelldichte von 3-4 x 10° Zellen mL*
angeimpft. Am vierten Tag der Kultivierung wurde der erste Medienwechsel durchgefuhrt, am
achten der zweite. In den ersten drei Tagen zeigten alle Kulturen ein anndhernd analoges
Wachstum. Ab dem vierten Tag erreichten die Parentalzelllinien und eine der Kontrollkulturen
geringere Zelldichten als die Produktionszelllinien. Wahrend diese von Tag sieben auf acht
eine spezifische Wachstumsrate zwischen 0,06 d* und 0,10 d* aufwiesen, so lag diese bei
den Parentalzelllinien maximal bei 0,04 d*. Ab dem achten Tag sank die viable Zelldichte aller
CAP®-2B10-Kulturen. Bis Tag neun zeigten die Produktionszelllinien ein ahnliches Wachstum,

unabhangig vom Medienwechsel.
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Abbildung 22: Kultivierung der CAP®- und der CAP®-2B10-Zelllinie zur Uberpriifung des Einflusses
der wachstumsspezifischen Probenahme auf das Wachstum. Viable Zelldichte und Viabilitdt wurden
Uber zehn Tage bei je drei parallelen Kultivierungen in Dreifachmessungen bestimmt. Die schwarzen
Pfeile zeigen die Zeitpunkte der Medienwechsel an.

Lediglich an Tag zehn zeigten zwei Kontrollkulturen ohne Medienwechsel eine hdhere viable
Zelldichte (92-95 x 10° Zellen mL?) als die Kulturen mit einem Medienwechsel
(76-78 x 10°Zellen mL?') wund als die Kulturen mit zwei Medienwechseln
(83-85 x 10° Zellen mL™). Die Viabilitat aller Kulturen verlief bis zu Tag vier annéhernd analog
(ca. 93-97 %). Die Viabilitat der Produktionszelllinien sank von Tag vier bis Tag acht
kontinuierlich von 93 % auf 86 %. Die Viabilitat der Parentalzelllinien stieg von Tag vier auf
Tag funf von 93 auf 96 % und sank in den nachsten drei Tagen auf 84 %. Die Unterschiede

in der Viabilitat zwischen CAP®- und CAP®-2B10-Zellen waren geringflgig. Zwischen den
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CAP®-2B10-Zellen mit und ohne den ersten Medienwechsel, sowie mit und ohne den zweiten
Medienwechsel gab es keine deutlichen Unterschiede. Bei Betrachtung des Wachstums
scheint der Medienwechsel keinen Einfluss auf selbiges zu haben. Diesbeziiglich kann der
Medienwechsel zur wachstumsspezifischen Produktanalytik eingesetzt werden.

Neben dem Wachstum wurden Glukose- und Laktatkonzentrationen sowie
Aminosaurekonzentrationen wahrend der Kultivierung bestimmt. Die Glukose- und
Laktatkonzentrationen sind in Abbildung 23 gegen die Kultivierungsdauer aufgetragen. Die
Glukosekonzentration verlief bei den Kultivierungen des Produzenten mit und ohne
Medienwechsel analog. Sie sank vom ersten Tag von 33 bzw. 34 mM innerhalb von sieben
Tagen auf ca. 0 mM. Bei einer Glukosekonzentration von 2 mM wurde gebildetes Laktat
verstoffwechselt (vgl. Tag sechs bis sieben). Die Parentalzellen zeigten erst einen Tag spéater
dieses Verhalten, da die Glukosekonzentration an Tag sechs 5 mM betrug.
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Abbildung 23: Glukose- und Laktatkonzentrationen wahrend der Kultivierung der C1-INH
produzierenden CAP®-Zellen und der Parentalzelllinien.

Dementsprechend war im Kulturiiberstand, der fir den zweiten Medienwechsel genutzt wurde,
eine hohere Laktatkonzentration (13 mM) als im Uberstand der Produktionszellen (6 mM).
Dieser Konzentrationsunterschied resultierte in einer annahernd gleichbleibenden
Laktatkonzentration in den Produktionskulturen mit zwei Medienwechseln (blau) von Tag acht
auf Tag neun (6 mM), wahrend die Laktatkonzentration in den Kontrollkulturen und in den
Kulturen mit nur einem Medienwechsel (tirkis) auf 1 mM bzw. 0 mM sank. Die hohere
Laktatkonzentration am vorletzten Tag der Kultivierung schien jedoch keinen Einfluss auf das
Wachstum zu haben.
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In Abbildung 24 sind die Konzentrationen aller gemessenen Aminosauren in den
unterschiedlichen Kultivierungen Utber die Zeit gezeigt. Mit Pfeilen sind die Zeitpunkte des
Medienwechsels markiert. Es sollte gezeigt werden, dass der Medienwechsel innerhalb der
Kultivierung keinen Einfluss auf wichtige Bestandteile des Mediums wie Aminosauren hat. Es
wurden die Aminosauren Asparagin, Aspartat, Glutamin, Glutamat, Serin, Histidin, Arginin,
Alanin, Tyrosin, Lysin, Methionin, Valin, Isoleucin, Leucin, Tryptophan, Phenylalanin, Glycin
und Threonin mittels HPLC (vgl. Kapitel 4.1.3) in den Kulturiberstanden analysiert. Es wird
nicht naher auf einzelne Aminosauren eingegangen. Wichtig ist hier ein Uberblick tber die

Verlaufe der Aminosaurekonzentrationen in den Kulturen mit und ohne Medienwechsel.
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Abbildung 24: Gemessene Aminosauren im Kultivierungsverlauf der Kultivierungen der CAP®-Zellen
und CAP®-2B10-Zellen mit und ohne Medienwechsel. Die Standardabweichungen resultieren aus den
biologischen Triplikaten. Die schwarzen Pfeile zeigen die Zeitpunkte der Medienwechsel an. Die
Farbkodierung entspricht der in Abbildung 22: hellgrau: Parentalzelllinie fur 1. MW, dunkelgrau:
Parentalzelllinie fir den 2. MW, blau: Produzent mit MW, griin: Produzent Kontrolle, tlrkis: Produzent
ohne 2. MW.

Zu erkennen ist, dass es keine nennenswerten Unterschiede in den Verlaufen mit und ohne
Medienwechsel gab. Demnach konnte ausgeschlossen werden, dass sich der Medienwechsel

auf die Aminosaurekonzentration und auf das Zellwachstum auswirkt. Die Konzentrationen
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der Aminoséauren sind nicht nur fir das Wachstumsverhalten von Interesse, sondern auch fur
die Produktglykosylierung.

Die hier gesammelten Daten lassen nicht darauf schlieRen, dass der Medienwechsel die
Glykosylierung im Vergleich zur Kontrollkultivierung verandert. Die beiden Aminosduren
Glutamin und Asparagin sind bekannt dafir, dass sie die Produktglykosylierung beeinflussen
kénnen (Chee Furng Wong, D., et al.; 2005; McCracken, N. A,, et al.; 2014). Sie verlaufen in
den Kultivierungen mit und ohne Medienwechsel analog.

Es wurde vermutet, dass sich bei analogen Glukose- und Laktatkonzentrationsverlaufen,
sowie bei analogen Verlaufen der Aminosaurekonzentrationen, Konzentrationen anderer
Metabolite und Substrate im Verlauf der Kultivierung ahnlich verhalten. Somit sollten die
auBeren Umstande fir die Produktion des C1-INHs bei Kultivierungen mit und ohne
Medienwechsel annahernd gleich sein. Unter dieser Annahme konnen Produkte aus
unterschiedlichen Wachstumsphasen mit Hilfe von Medienwechseln mit konditioniertem
Medium durchgefiihrt werden. Um zu Uberprifen, ob dies fir die hier kultivierten CAP® und
CAP®-2B10-Zellen ein Einzelfall ist, wurden die AAT produzierende Zelllinie AGEL1.hn-AAT

und die zugehdrige Parentalzelllinie AGE1.hn mit Medienwechseln kultiviert.

6.3. Auswirkungen der wachstumsspezifischen Probenahme auf eine weitere
Produktionszelllinie: AGE1.hn-AAT

Ein dritter Vorversuch wurde durchgefuhrt, um fir eine weitere Zelllinie (AGE1.hn-AAT) zu
testen, ob der Medienwechsel wahrend der Kultivierung Auswirkungen auf das Wachstum hat.
Um biologische Triplikate zu erhalten, wurden sechs Produktionskulturen (AGE1.hn-AAT) und
sechs Parentalzellkulturen (AGE1.hn) mit einer Zelldichte von 4 x 10° Zellen mL* angeimpft.
Die Kulturen wurden parallel kultiviert. Ein Medienwechsel wurde an Tag vier bzw. Tag sieben
durchgefuhrt. Das Wachstum der Zellen ist in Abbildung 25 gezeigt. Beim zweiten
Medienwechsel wurden die drei Kulturen, bei denen an Tag vier bereits der Medienwechsel
stattfand, auf je zwei Kultivierungsréhrchen aufgeteilt. Bei je einer der Kulturen wurde der
Medienwechsel wie bereits beschrieben durchgefiihrt. Die zweite Kultur wurde analog zur
ersten Kultur zentrifugiert, jedoch im gleichen Uberstand wiederaufgenommen, um erneut
Auswirkungen der Zentrifugation auf das Wachstum zu tberprifen (vgl. Kapitel 2.5.3). Zu
erkennen ist, dass die Parentalzellen, die fir den Medienwechsel an Tag vier zentrifugiert
wurden (hellgrau), an Tag vier mit 28 x 10° Zellen mL ™ eine ahnliche Zelldichte erreichten wie
die Produktionszelllinie mit 23-27 x 10° Zellen mL?. Die Parentalzellkulturen fur den zweiten
Medienwechsel (dunkelgrau) erreichten an Tag sieben eine Zelldichte von
47-51 x 10° Zellen mL™. Die Kontrollkulturen (griin) der AGE1.hn-AAT Zellen zeigten an Tag
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sieben eine Zelldichte von 54-57 x 10° Zellen mL* und die drei Kulturen mit Medienwechsel
(blau) zeigten eine viable Zelldichte von 57-63 x 10° Zellen mL™. Die Viabilitat aller Kulturen
war bis zu Tag sechs annahernd konstant bei 97-99 %. Die Viabilitdt der Parentalzellkultur fir
den zweiten Medienwechsel blieb konstant. Die Viabilitdt der Produktionszellen sank an Tag
sieben auf 93-98 %. Die viable Zelldichte der Kontrollkulturen und der gesplitteten
Produktionskultur, bei der kein Medienwechsel stattfand (tirkis), sank von Tag acht auf Tag
neun von 65 x 10°Zellen mL* auf 59 x 10° Zellen mL?, bzw. von 62-65 x 10° Zellen mL* auf
56-59 x 10°Zellen mL™. Die Kulturen, bei denen ein zweiter Medienwechsel stattfand, blieben
in der viablen Zelldichte von Tag acht auf Tag neun annéahernd konstant. Ab Tag zehn lagen
die Viabilitaten aller Kulturen unter 70 %. An Tag 12, bei einer Viabilitdt von unter 45 %,
wurden die Kultivierungen abgebrochen. Die drei Kulturen mit zwei Medienwechseln
erreichten die hochste maximale Zelldichte von 64-68 x 10° Zellen mL* an Tag acht. Die
Kulturen mit nur einem Medienwechsel erreichten eine maximale Zelldichte von
62-65 x 10°Zellen mL* und die Kontrollkulturen von 55 x 10° Zellen mL* ebenfalls an Tag
acht. Die Kultivierungen der unterschiedlich behandelten Kulturen zeigten einen ahnlichen

Verlauf, wobei jedoch die Kulturen mit Medienwechsel eine héhere Zelldichte erreichten.
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Abbildung 25: Kultivierung der AGE1l.hn- und der AGE1.hn-AAT-Zelllinie zur Uberprifung des
Einflusses der wachstumsspezifischen Probenahme auf das Wachstum. Viable Zelldichte und Viabilitat
wurden Uber zwolf Tage bei je drei parallelen Kultivierungen in Dreifachmessungen bestimmt. Die
Standardabweichungen der Dreifachbestimmungen werden hier gezeigt. Die schwarzen Pfeile zeigen
die Zeitpunkte der Medienwechsel an.

Um maogliche Unterschiede im Substratverbrauch der unterschiedlichen Kulturen verfolgen zu
kénnen, wurden die Glukose- und Laktatkonzentrationen in den Kulturen gemessen. In

Abbildung 26 sind die Ergebnisse der biologischen Triplikate gezeigt. Zum Zeitpunkt des
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ersten Medienwechsels war die Glukosekonzentration der Parentalzellkultur annahernd gleich
der der Produktionszellkulturen (26 mM, bzw. 25 mM). Bis zum zweiten Medienwechsel gab
es lediglich geringfligige Unterschied in sowohl Glukose- als auch Laktatkonzentration.
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Abbildung 26: Glukose- und Laktatkonzentrationen wahrend der Kultivierung der AAT produzierenden
AGEL.hn-AAT-Zellen und der Parentalzelllinien. Die Pfeile zeigen die Zeitpunkte der Medienwechsel
an.

An Tag sieben lag die Glukosekonzentration bei den AGE1.hn-AAT-Kulturen bei 10 mM und
die Laktatkonzentration bei 22-23 mM. Die Glukosekonzentration der Parentalzellkulturen lag
an Tag sieben bei 17 mM und die Laktatkonzentration bei 20 mM. Dieser Unterschied
zwischen den AGE1.hn- und AGE1.hn-AAT-Kulturen erklart die hbhere Glukosekonzentration
der Produktionskulturen einen Tag nach dem zweiten Medienwechsel (11 mM) im Vergleich
zu den Kulturen ohne Medienwechsel (4 mM Kontrollkultur und 6 mM nur zentrifugierte Kultur).
Zwei Tage nach dem Medienwechsel glichen sich die Glukosekonzentrationen aneinander an
und lagen bei 2-3 mM. Die Laktatkonzentrationen der unterschiedlichen Produktionskulturen
waren bereits an Tag acht innerhalb der Standardabweichung gleich (24-25 mM). Neben der
Glukose- und Laktatkonzentration wurden auch die Aminoséurekonzentrationen der
unterschiedlichen Kultivierungen gemessen. Die Ergebnisse aus den biologischen Triplikaten
sind in Abbildung 27 gezeigt. Die Aminosaurekonzentrationen werden nicht im Einzelnen
besprochen. Die Verlaufe sollen eine Einschatzung Uber die mdglichen Auswirkungen der
Medienwechsel auf die Aminoséurekonzentrationen wahrend der Kultivierungen liefern.
Lediglich bei den Alanin- und Glycinkonzentrationen zeigen sich Unterschiede zwischen

Kontrollkulturen und Produktionskulturen mit Medienwechsel, die auf den zweiten
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Medienwechsel zurtickzufiihren sind. Zu einem mdéglichen Einfluss von Alanin oder Glycin auf
die Glykosylierung konnten keine Studien gefunden werden. Demnach kann die Abweichung
dieser beiden Aminosaurekonzentrationen vernachlassigt werden. Diese Kultivierungen
zeigen, dass Unterschiede im Wachstum der Parentalzellen und der Produktionszellen sich
konsequenterweise auf die Substrat- und Metabolitkonzentrationen in den Kulturiibersténden
auswirken. Bei einem Medienwechsel hat dies zur Folge, dass im konditionierten Medium
mehr oder weniger Substrat bzw. Metabolit zur Verfliigung stehen, als bei einer Kultivierung
ohne Medienwechsel.
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Abbildung 27: Gemessene Aminosauren im Kultivierungsverlauf der Kultivierungen der AGE1.hn-Zellen
und AGE1.hn-AAT-Zellen mit und ohne Medienwechsel. Die Standardabweichungen resultieren aus
biologischen Triplikaten. Die schwarzen Pfeile zeigen die Zeitpunkte der Medienwechsel an. Die
Farbkodierung entspricht der in Abbildung 26: hellgrau: Parentalzelllinie fur 1. MW, dunkelgrau:
Parentalzelllinie fir den 2. MW, blau: Produzent mit MW, griin: Produzent Kontrolle, tirkis: Produzent
ohne 2. MW.

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch die hier gezeigten geringfigen
Unterschiede Auswirkungen auf die Produktqualitit haben kénnen, wurden die
Kultivierungsbedingungen der AGE1.hn- und der AGE1.hn-AAT-Zellen angeglichen (vgl.

Kapitel 2.4.2 und Kapitel 5.2). In diesem Versuch zum Medienwechsel wurden die
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Produktions- und Parentalzelllinien bei unterschiedlicher Umdrehung des Schiittlers und in
unterschiedlichen Kolben (mit bzw. ohne Schikane) kultiviert. Fir den Hauptversuch wurden
beide Zelllinien unter gleichen Bedingungen (185 rpm in Kolben ohne Schikane) kultiviert, um
ein moglichst gleiches Wachstum von Parental- und Produktionszelllinie zu erhalten. Dadurch
sollte ein konditioniertes Medium entstehen, welches in der Zusammensetzung dem

Uberstand der Produktionszellen glich.
6.4. Fazit aus den Vorversuchen

Diese drei Vorversuche zeigen, dass eine wachstumsspezifische Probenahme wéhrend einer
Kultivierung durch einen Medienwechsel mit konditioniertem Medium erfolgreich durchgefihrt
werden kann, ohne Auswirkungen auf das Wachstumsverhalten und somit vermutlich ohne
Auswirkungen auf die Produktqualitat zu haben. Es wurden eine CHO-Zelllinie und zwei
humane Zelllinien daflir getestet. Dies sollte zeigen, dass die wachstumsspezifische
Probenahme fiir Zelltypen unterschiedlichen Ursprungs eingesetzt werden kann. Es wurde
zudem aufgezeigt, dass ein Medienwechsel ohne Auswirkungen auf das Wachstum nur unter

bestimmten Bedingungen funktionieren kann:

1. Parental- und Produktionszelllinie sollten ein ahnliches Wachstumsverhalten zeigen.

2. Die viable Zelldichte vor und nach dem Medienwechsel muss gleichbleiben.

Die erste Bedingung kann unter Umstanden nur ndherungsweise eingehalten werden, da
Unterschiede im Wachstumsverhalten auf die Zelllinienentwicklung der Produktionszellline
zurlckgefiuhrt werden kdnnen. Da das Ziel der Zelllinienentwicklung neben der Produktqualitat
auch die Produktquantitat ist, werden Zellen auf hohe viable Zelldichten bzw. auf die
spezifische Wachstumsgeschwindigkeit und die Produktivitdt selektiert. Je mehr Zellen ein
Protein produzieren, desto hoher ist der volumetrische Produkttiter. Es wurde beispielsweise
die Expression von Genen aus den Bereichen der Zellproliferation oder der Apoptose
verandert, um ein verbessertes Zell-Zeit-Integral zu erlangen (Fussenegger, M., et al.; 1997,
Wong, D. C. F., et al.; 2006; Figueroa, B., et al.; 2007). Darum ist es nicht verwunderlich, dass
sich das Wachstum von Parental- und Produktionszelllinie unterscheidet. Kénnen diese
Unterschiede nicht durch angepasste Kultivierungsbedingungen ausgeglichen werden, so
muissen Unterschiede in der Zusammensetzung der Kulturiiberstande bei der Analytik
bertcksichtigt werden und ihr mdglicher Einfluss auf die Produktqualitat erértert werden. Um
die zweite Bedingung zu erfillen, missen die abzentrifugierten Zellen in exakt dem Volumen
an konditioniertem Medium aufgenommen werden, welches zuvor abgenommen wurde.

Zusatzlich muss ein Verlust an Zellen bei der Zellabscheidung vermieden werden.
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Im Folgenden werden die Ergebnisse von finf Kultivierungen (drei Kultivierungen mit
CHO-Zellen zur Produktion von EPO, mAB und ATIII, eine mit CAP®-Zellen zur Produktion
vom C1-INH und eine mit AGE1.hn Zellen, die AAT produzieren) mit wachstumsspezifischen

Probenahmen dargestellt.
7. Hauptversuche

Es wurden Kultivierungen mit finf unterschiedlichen Produktionszelllinien und den
zugehorigen Parentalzelllinien fir die wachstumsspezifische Probenahme durchgefihrt
(vgl. Kapitel 2.6 und Abbildung 12). Die jeweiligen Produkte aus den unterschiedlichen
Wachstumsphasen und den Kontrollkultivierungen wurden aufgereinigt (vgl. Kapitel 3). Im
Anschluss wurden die Produkte aus den unterschiedlichen Wachstumsphasen auf ihre
N-Glykosylierungen hin analysiert und verglichen. In Tabelle 11 sind die kultivierten Zellen
und das jeweilige Produkt aufgelistet.

Tabelle 11: Zusammenfassung der fur die wachstumsspezifische Produktanalytik kultivierten Zelllinien
und die zugehdrigen Produkte.

Produktionszelllinie Verwendete Parentalzelllinie Produkt
CHO-C4 CHO-K1 EPO

CAP®-1D9 CAP® C1-INH
AGE1.hn-AAT AGE1.hn AAT
CHO-ATIII CHO-K1 ATIII

mAb-produzierender

CHO-XL99-Klon AL AT

In den folgenden Kapiteln werden die Kultivierungsergebnisse, sowie die Ergebnisse der
Aufarbeitung dargestellt. Des Weiteren wird die Aktivitat von Sialidasen im Kulturiberstand
wahrend der Kultivierung thematisiert. AbschlieBend werden die Ergebnisse der

Produktanalytik fur die unterschiedlichen Produkte erortert.
7.1. Kultivierungsdaten und Ergebnisse der Aufarbeitungen

Neben dem  Wachstumsverhalten werden  Ergebnisse der  Glukose- und
Laktatkonzentrationen sowie die Konzentrationen der gemessenen Aminoséuren gezeigt.
Diese Daten sollten bei einer wachstumsspezifischen Probenahme erhoben werden, um zu
Uberprifen, ob und wie stark sich die Kultivierungsbedingungen der Kulturen mit und ohne
Medienwechsel unterscheiden. Des Weiteren soll anhand dieser Ergebnisse eine

Einschatzung getroffen werden, ob mdgliche Unterschiede Einfluss auf die
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Produktglykosylierung haben kénnen. Diese Bewertung der Kultivierungsergebnisse wird in

der Diskussion der Ergebnisse der Produktanalytik bertcksichtigt.

7.1.1. Wachstumsspezifische Probenahme von EPO-produzierenden
CHO-Kulturen

Fur die Analytik von rekombinant produziertem EPO wurde, anders als in den Vorversuchen,
ein isolierter Zellklon CHO-C4 verwendet. Als Parentalzelle diente CHO-K1. Es wurde
untersucht, ob sich das produzierte EPO in den unterschiedlichen Wachstumsphasen
unterscheidet. Dazu wurde wéahrend der Kultivierung die etablierte wachstumsspezifische
Probenahme durchgefiihrt, das Produkt aus den so gewonnenen Kulturiberstidnden

aufgearbeitet und mittels CZE analysiert (vgl. Kapitel 7.4.1).
7.1.1.1. Kultivierung zur Produktion von EPO

Wie in Kapitel 2.6 beschrieben, wurden je sechs Schittelkolben mit der Produktions- und
sechs Schiittelkoben mit der Parentalzelllinie mit einer Zelldichte von 2 x 10°Zellen mLin je
200 mL Medium angeimpft. Taglich wurden Proben fur die viable Zelldichte, Viabilitat,
Glukose- und Laktatkonzentration, Aminosdurekonzentration und Produktkonzentration
gezogen. Die Medienwechsel fanden an Tag drei und an Tag sechs statt. Die Kultivierung
wurde nach acht Tagen beendet, als die Viabilitat unter 40 % lag.

In Abbildung 28 sind die viable Zelldichte und die Viabilitdt der 12 Zellkulturen Uber die
gesamte Kultivierungsdauer gezeigt. Alle Kulturen fir den ersten Medienwechsel erreichte an
Tag drei eine Lebendzelldichte von 32-39 x 10° Zellen mL™. Zum Zeitpunkt des zweiten
Medienwechsels, an Tag sechs, lagen die viablen Zelldichten zwischen 48 und
57 x 10°Zellen mL. Die maximale Zelldichte der Produzenten mit Medienwechsel lag mit
65 x 10° Zellen mL* unter der der Kontrollkultur (72 x 10° Zellen mL™?). Die Viabilitat aller
Kulturen war bis Tag vier anndhernd konstant bei 98-99 %. Innerhalb der n&chsten vier Tage
sank sie bei allen Kulturen auf unter 40 %. Der Verlauf der viablen Zelldichten und der Viabilitat
der Kulturen mit und ohne Medienwechsel waren vergleichbar. Bei Betrachtung der Glukose-
und Laktatkonzentrationen fallen keine Unterschiede zwischen den Produktionskulturen mit
und ohne Medienwechsel auf (vgl. Abbildung 29). Bis Tag drei sank die Glukosekonzentration
bei allen Kulturen von anféanglichen 15 mM auf 1 mM. Die Laktatkonzentration stieg von 0 mM
auf 22 mM. Ab Tag drei sank die Laktatkonzentration, da ein metabolischer Shift eintrat,
nachdem die Glukose fast vollstandig aufgebraucht war. Bis zum zweiten Medienwechsel an

Tag sechs sank die Laktatkonzentration auf 3 mM und blieb bis Tag acht anndhernd konstant.
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Abbildung 28: Viable Zelldichte (VZD) und Viabilitdt der CHO-K1 und CHO-C4-Zellen im
Kultivierungsverlauf. Es wurden die Mittelwerte der drei Messungen berechnet. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung der technischen Triplikate an. Die Zeitpunkte der Medienwechsel sind
durch Pfeile gekennzeichnet.

Es ist zwar bekannt, dass eine Limitierung in der Glukosekonzentration zu einer verénderten
Produktglykosylierung fihren kann (Jayme, D., et al.; 1997; Liu, B., et al.; 2014), jedoch
verlaufen die Glukosekonzentrationen in Kontrollkultur und Kultur mit wachstumsspezifischer
Probenahme analog. Somit ist die Vergleichbarkeit der Produkte hinsichtlich einer

veranderten Glykosylierung durch die Glukosekonzentration vermutlich nicht beeintréachtigt.
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Abbildung 29: Glukose- und Laktatkonzentration wahrend der Kultivierung der CHO-K1- und der
CHO-C4-Zellen im Verlauf der Kultivierung. Es wurden Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten
berechnet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen an. Schwarze Pfeile kennzeichnen die
Zeitpunkte der Medienwechsel.

Es gab keine Unterschiede zwischen den Konzentrationsverlaufen der Aminosauren
Asparagin, Glutamin, Serin, Histidin, Glycin, Threonin, Tyrosin, Lysin, Methionin, Valin,
Tryptophan, Phenylalanin sowie Isoleucin und Leucin der Produktionskulturen mit und ohne
Medienwechsel (vgl. Abbildung 30). Lediglich die Verlaufe von Glutamat, Aspartat und Alanin

103



Ergebnisse und Diskussion

unterschieden sich. Dies ist auf die Konzentrationen dieser Aminosauren in den
Parentalzellkulturen  zurtickzufihren. Die  Aspartatkonzentration stieg bei den
Parentalzellkulturen in den ersten drei Tagen von 789 pM auf 1082 pM, wahrend die
Konzentration in den Produktionskulturen von 751 uM auf 341 pM sank, was fir einen
veranderten Stoffwechsel der Produktionszellen im Vergleich zu den Parentalzellen sprach.
Dementsprechend war die Aspartatkonzentration in den Produktionskulturen am Tag nach

dem Medienwechsel hdher, als in den Kontrollkulturen.
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Abbildung 30: Konzentrationen der gemessenen Aminosauren im Kultivierungsverlauf der
CHO-K1- und der CHO-C4-Zellen mit Medienwechsel an Tag drei und sechs (durch Pfeile
gekennzeichnet). Es wurden Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten berechnet. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung an. Die Farbkodierung entspricht der in Abbildung 29: hellgrau:
CHO-K1 fur 1. MW, dunkelgrau: CHO-K1 fur den 2. MW, blau: CHO-C4 mit MW, grin: CHO-C4
Kontrolle.

Dies war sowohl nach dem ersten als auch nach dem zweiten Medienwechsel der Fall. Eine
Bedeutung von Aspartat fur die Produktglykosylierung ist bislang nicht bekannt. Darum wird
der Unterschied der Aspartatkonzentration zwischen Kontrollkultivierung und Kultivierung mit
wachstumsspezifischer Probenahme bei der spateren Diskussion einer maoglichen
veranderten Produktglykosylierung vernachlassigt. Ahnlich verhielt es sich mit Glutamat.
Wahrend die Glutamatkonzentration in den Parentalzellkulturen bis Tag drei, bzw. Tag sechs
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von 423 pM auf 1368 uM, bzw. 2062 upM anstieg, stieg die Konzentration der
Produktionskulturen bis Tag zwei lediglich auf 638 puM und sank bis Tag drei auf 482 pM. Am
Tag nach dem Medienwechsel erreichten die Kontrollkulturen eine Konzentration von
annahernd 0 pM, wobei die Konzentration in den Kulturen mit Medienwechsel durch diesen
stieg. Nach dem zweiten Medienwechsel stieg die Glutamatkonzentration erneut von ca.
100 pM auf 1833 pM. Glutamat spielt zwar beim Abbau von Aminosduren eine Rolle und kann
Uber a-Ketoglutarat in den TCA eingespeist werden, aber eine direkte Beeinflussung der
Produktglykosylierung konnte bislang nicht nachgewiesen werden. Darum ist auch dieser
Unterschied fur den Vergleich der Produktglykosylierung in den unterschiedlichen
Wachstumsphasen wahrscheinlich vernachléssigbar.

7.1.1.2. EPO-Quantifizierung und Ergebnisse der Aufarbeitung

In Abbildung 31 (A) sind die Produktkonzentrationen (EPO-Bestimmung, vgl. Kapitel 4.2.1.2)
im Verlauf der Kultivierung gezeigt. Nach dem ersten Medienwechsel an Tag drei betrug die
Produktkonzentration in den Kontrollkulturen ca. das Doppelte (22 mg/L) der Kulturen mit
Medienwechsel (11 mg/L). Fir die folgenden Tage bis zum zweiten Medienwechsel konnte
innerhalb der Standardabweichungen kein Anstieg der EPO-Konzentration verzeichnet
werden. Zum Erntezeitpunkt lag die Produktkonzentration der Kontrollkulturen bei 55 mg/L
und die der Kulturen mit Medienwechsel bei 23 mg/L. Die absolute Produktmenge ist in
Abbildung 31 (B) gezeigt. Zwischen der aufsummierten Produktmenge aus den
unterschiedlichen Wachstumsphasen und der Produktmenge der Kontrollkultur gab es keine
Unterschiede. Die EPO-Konzentration war wahrend der gesamten Kultivierung gering. Dies
wurde bei der SDS-PAGE deutlich (vgl. Anhang: Abbildung-A 2). Es konnte keine
Produktbande identifiziert werden. Jedoch finden sich in der Literatur &hnliche Produkttiter.
So wurde in Batch-Kultivierungen von transient transfizierten HEK293-Zellen ein maximaler
Produkttiter von 18 mg/ mL drei Tage nach der Transfektion erreicht (Sun, X., et al.; 2006).
Da es sich in der genannten Studie um humane Zellen handelt, sind die Ergebnisse nicht gut
vergleichbar. Jedoch wurden auch in CHO-Zellen &hnliche oder geringere Konzentrationen
erreicht. So berichteten Ku et al. 2007 in transient transfizierten CHO-K1-Zellen zwei Tage
nach Transfektion von 0,24-0,50 mg/L und bei stabil transfizierten Zellen zwei Tage nach
Medienwechsel von 0,005 mg/L (Ku, S. C. Y., et al.; 2008).
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Abbildung 31: (A) EPO-Konzentration im Kultivierungsverlauf. Die Zeitpunkte des Medienwechsels sind
mit Pfeilen gekennzeichnet. (B) Absolute Proteinmengen der zu analysierenden Produkte aus den
unterschiedlichen Wachstumsphasen. Zusatzlich wurde die Summe der absoluten Produktmengen der
CHO-C4-Kulturen mit Medienwechsel berechnet. Es wurden Mittelwerte aus drei biologischen
Replikaten berechnet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

In dieser Arbeit wurde mit EPO-produzierenden CHO-K1 Zellen nach zwei Tagen Kultivierung
Eine Produktkonzentration von 2,7 mg/L erreicht. Dies ist das 540fache der stabil transfizierten
und das 5,4fache der transient transfizierten Zellen. Kramer zeigte 2014 mit stabil
transfizierten CHO-K1-Zellen eine EPO-Konzentration von 15 mg/L nach drei Tagen
Kultivierung (Kramer, O.; 2014), die etwas uber der hier gezeigten Konzentration von 11 mg/L
an Tag drei der Kultivierung lag. Die absoluten EPO-Mengen in den Uberstanden, sowie die
EPO-Mengen in den Eluaten der Aufarbeitung, die wie in Kapitel 3.1 beschrieben durchgefiihrt

wurde, sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: EPO-Mengen vor und nach Aufarbeitung der unterschiedlichen Uberstande

Aus Uberstand von mepo [ug] im Uberstand  mepo [ug] nach Aufarbeitung

Kontrollkultur 1 6600 79

Kontrollkultur 2 9700 122

Kontrollkultur 3 7400 74
Kultur 1, Tag 0-3 2000 82
Kultur 2, Tag 0-3 1800 155
Kultur 3, Tag 0-3 1800 174
Kultur 1, Tag 4-6 2800 167
Kultur 2, Tag 4-6 2500 160
Kultur 3, Tag 4-6 2000 174
Kultur 1, Tag 6-8 3750 -
Kultur 2, Tag 6-8 4500 80
Kultur 3, Tag 6-8 2200 46

Die Aufarbeitung vom Uberstand der Kultur 1, Tag 6-8 ist fehlgeschlagen. Im Eluat der
Aufarbeitung konnte kein EPO nachgewiesen werden. Dies kann mit einem schnellen Verlust

der Kapazitat der Affinitatssaule begriindet werden. Aufgrund der geringen Produktmenge
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wurde das EPO aus den unterschiedlichen Wachstumsphasen mittels CZE analysiert (vgl.
Kapitel 7.4.1).

7.1.2. Wachstumsspezifische Probenahme eines mAb

Die zuvor etablierte wachstumsspezifische Probenahme wurde mit den mAb-produzierenden
CHO-XL99-Zellen durchgefuhrt, um die Glykosylierung des Produktes, ein IgG Antikorper, in
unterschiedlichen Phasen der Kultivierung untersuchen zu kdnnen. Der mADb besitzt an jeder
schweren Kette eine Glykosylierungsstelle, wodurch die Heterogenitat der Glykosylierungen
begrenzt sind. Im Folgenden werden die fir die Kultivierung relevanten Daten besprochen. Im

Kapitel 7.4 folgen die Ergebnisse der Produkt-bezogenen Analytik.
7.1.2.1. Kultivierung zur mAb-Produktion

Sowohl die Parentalzelllinie XL99 als auch die mAb-produzierende Zelllinie CHO-XL99
wurden mit einer viablen Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen mL™? in 80 mL Kultivierungsmedium
inokuliert. Die Kultivierung erfolgte wie in Kapitel 2.6 beschrieben mit biologischen Triplikaten.
Der erste Medienwechsel wurde an Tag drei durchgefiihrt und der zweite an Tag sechs. Das
Wachstum der Kulturen ist in Abbildung 32 dargestellt. Bis Tag drei wuchsen alle Kulturen
ahnlich und die viable Zelldichte stiegt von 2,5 x 10° Zellen mL?* auf 42 x 10° Zellen mL?
(Kulturen mit Medienwechsel), 48 x 10° Zellen mL* (Kontrollkultur), bzw. 52 x 10° Zellen mL™*
(Parentalzelllinie). Bis Tag sechs wuchsen die Kulturen mit Medienwechsel auf
106-116 x 10° Zellen mL*. Die Kontrollkulturen erreichten etwas hohere Zelldichten von
122-134 x 10° Zellen mL* und die Parentalzellkulturen zeigten eine héhere viable Zelldichte
von 180-193 x 10° Zellen mL*. Das Wachstum der Kulturen mit Medienwechsel verlangsamte
sich bereits zwischen Tag funf und sechs (u=0,077 d?!). Die Kontrollkulturen wiesen im
gleichen Zeitraum eine spezifische Wachstumsrate von durchschnittlich 2,25 d*auf. Einen
Tag nach dem Medienwechsel zeigte sich dieser Unterschied deutlicher. Die viable Zelldichte
der Kulturen mit Medienwechsel sank an Tag sieben auf 92 x 10° Zellen mL?, wahrend die
der Kontrollkulturen auf 155-161 x 10° Zellen mL*? stieg. Die Viabilitat der Kulturen mit
Medienwechsel sank von Tag sechs auf Tag sieben von 96 % auf 77-82 %. Bei den
Kultivierungen ohne Medienwechsel sank die Viabilitdt im gleichen Zeitraum lediglich von
96 % auf 92 %. Bei Betrachtung der Glukose- und Laktatkonzentrationen ist zu sehen, dass
die Glukosekonzentration der Parentalzellkulturen an Tag finf annahernd 0 mM betrug. Somit
war die Hauptkohlenstoffquelle zwar friiher aufgebraucht, als die der Produktionskulturen
(vgl. Abbildung 33), jedoch lag die Glukosekonzentration bei sowohl den Kulturen mit als auch

ohne Medienwechsel bei 0 mM. Auch die Laktatkonzentration ging bei den
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Parentalzellkulturen bereits an Tag sechs gegen 0 mM und die der Produktionskulturen erst

an Tag sieben. Dies ist durch das schnellere Wachstum der Parentalzellkulturen bis Tag sechs

zu erklaren.
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Abbildung 32: Viable Zelldichte (VZD) und Viabilitat der XL99 und der mAb-produzierenden
CHO-XL99-Zellen im Kultivierungsverlauf. Es sind die Werte der biologischen Triplikate gezeigt. Die
Pfeile zeigen die Zeitpunkte der Medienwechsel an.

Eine Glukoselimitierung kann sich auf die Produktglykosylierung auswirken (vgl. Kapitel 1.3.2).
So wurde beispielsweise 2014 gezeigt, dass der Anteil an glykosyliertem mAb bei
Glukoselimitierung in einer CHO-Zellkultur abnahm (Liu, B., et al.; 2014). Des Weiteren kdnnte
die Heterogenitat der Glykosylierung zunehmen, wie Jayme et al. berichteten (Jayme, D., et
al.; 1997).
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Abbildung 33: Glukose- und Laktatkonzentration wahrend der Kultivierung der XL99- und der
mAb-produzierenden CHO-XL99-Zellen im Verlauf der Kultivierung. Es wurden Mittelwerte aus den

Konzentrationen der biologischen Triplikate gebildet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
an.

Hier war an Tag drei (1. MW) keine Limitierung der Glukose zu erkennen (12,5 mM). Zum

Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels trat eine Limitierung sowohl in den Kontrollkulturen als
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auch in den Kulturen mit Medienwechsel ein. Demnach liefert die Glukosekonzentration
keinen Grund fir abweichende Produktglykosylierungen in den Kulturen mit bzw. ohne
Medienwechsel.

Werden die Aminosaurekonzentrationen der Produktionskulturen mit und ohne
Medienwechsel verglichen, so fallen nur bei wenigen Aminoséuren deutliche Unterschiede
auf. Die Glycinkonzentration sank von Tag sechs auf Tag sieben in der Kontrollkultur von
3363 uM auf 3126 pM, wahrend die Glycinkonzentration der Kulturen mit Medienwechsel von
3779 uM auf 4298 uM anstieg. Zum Ende der Kultivierung néherten sich die Konzentrationen
auf 5021 pM (Kontrollkulturen) und 4813 pM (Kulturen mit Medienwechsel) an.
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Abbildung 34: Aminosaurekonzentrationen im Kultivierungsverlauf der XL99-Zellen und der
mAb-produzierenden CHO-XL99-Zellen. Es wurden Mittelwerte aus den biologischen Triplikaten
berechnet. Die Standardabweichungen sind mit den Fehlerbalken gezeigt. Die Farbkodierung
entspricht der in Abbildung 33: hellgrau: XL99 fur 1. MW, dunkelgrau: XL99 fur den 2. MW, blau:
CHO-XL99 mAb Produzent mit MW, griin: CHO-XL99 mAb Produzent Kontrolle.

Die Alaninkonzentration sank in den Kulturen mit Medienwechsel nach dem Medienwechsel
starker (9736 uM Tag sechs; 3285 uM Tag sieben) als in der Kontrollkultur (9635 pM Tag
sechs; 6015 pM Tag sieben). Dies lasst sich mit der geringeren Alaninkonzentration in den

Parentalzellkulturen zum Zeitpunkt des Medienwechsels begriinden (5905 uM). Im weiteren
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Kultivierungsverlauf sank die Alaninkonzentration der Kontrollkultur auf 572 uM, wahrend die
Konzentration in den Kulturen mit Medienwechsel bis Tag neun annahernd konstant blieb
(3126 pM). Der Grund dafur liegt vermutlich in der geringeren viablen Zelldichte der Kulturen
mit Medienwechsel (vgl. Abbildung 34). Dafir, dass nicht die Alaninkonzentration (3285 uM)
die Abnahme der Viabilitat bedingt, spricht die weitaus geringere Alaninkonzentration in den
Kontrollkultivierungen an Tag acht (572 pM). Die Konzentrationsunterschiede der
Aminosauren Tryptophan, Phenylalanin und Aspartat ab Tag sieben lassen sich durch die
geringeren Konzentrationen dieser Aminosauren in den Parentalzellkulturen begriinden. Nach
dem Medienwechsel wurden die mAb-produzierenden CHO-XL99-Zellen in Medium kultiviert,
welches bereits geringere Konzentrationen aufwies, als das, in dem die Kontrollkulturen
wuchsen. Weder diesen Aminosauren noch Alanin wird eine Bedeutung fir die
Produktglykosylierung zugeschrieben. Daher sind die Konzentrationsunterschiede in Bezug
auf den Vergleich der Glykosylierung des mAb aus den unterschiedlichen Wachstumsphasen,
bzw. der Kontrollkultivierung vernachlassigbar.

Des Weiteren zeigen die Aminosaurekonzentrationen in den Kulturen mit Medienwechsel
keine Limitierungen, die an Tag funf oder sechs eintreten und sich von denen der
Kontrollkulturen unterscheiden. Somit kann der Abfall der Viabilitdt der Kulturen mit
Medienwechsel weder mit der Glukose- noch mit den Aminosaurekonzentrationen begriindet
werden. Mdoglicherweise litt die Kultur unter dem mechanischen Stress wahrend der
Zentrifugation oder anderen Faktoren des Medienwechsels, obwohl dies in keinem der
Vorversuche der Fall war. Die unterschiedlichen Verlaufe der Viabilitdt missen bei

Betrachtung der Produktanalytik beriicksichtigt werden.
7.1.2.2. mAb-Quantifizierung und Ergebnisse der Aufarbeitung

Die mAb-produzierenden CHO-XL99-Zellen erreichten eine maximale Produktkonzentration
von 487 mg/L in der Kontrollkultur (vgl. Abbildung 35 (A)). Die maximale Produktkonzentration
in den Kulturen mit Medienwechsel wurde an Tag sechs mit 216 mg/L erreicht. In Abbildung
35 (B) sind die absoluten Proteinmengen gezeigt. Es fallt auf, dass die Summe der
Produktmengen aus den Uberstanden der Kulturen mit Medienwechsel deutlich geringer war
(20 mg) als die Produktmenge der Kontrolle (33 mg). Dies lasst sich durch das abweichende
Wachstum der mAb-produzierenden CHO-XL99-Kulturen nach dem zweiten Medienwechsel
begriinden (vgl. Abbildung 32).
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Abbildung 35: (A) Produktkonzentrationen in den mAb-produzierenden CHO-XL99-Kulturen mit und
ohne Medienwechsel. (B) Absolute Proteinmengen der zu analysierenden Produkte aus den
unterschiedlichen Wachstumsphasen. Zusétzlich wurde die Summe der Produktmengen der
mADb-produzierenden CHO-XL99-Kulturen mit Medienwechsel berechnet. Es wurden Mittelwerte aus
den biologischen Triplikaten berechnet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen an.

Die Ausbeuten der Aufreinigung des produzierten Antikdrpers sind im Anhang gezeigt
(vgl. Anhang: Tabelle-A 2). Es konnte eine durchschnittliche Ausbeute von 51 % erreicht
werden. Demnach stand ausreichend Material zur Verfligung, um folgende Analysen

durchzufthren:

e Sialinsédure Bestimmung mittels HPAEC-PAD (vgl. Kapitel 4.2.2.2)

¢ Intaktmasse-Analytik mittels ESI-ToF-MS (vgl. Kapitel 4.2.2.3)

e Auftrennung und relative Quantifizierung der 2-AB-gelabelten Glykane mittels HILIC-FLD
(vgl. Kapitel 4.2.2.5 - 4.2.2.8)

¢ Identifizierung und relative Quantifizierung der Glykane durch MALDI-ToF-MS Analytik der
permethylierten Glykane (vgl. Kapitel 4.2.2.5 - 4.2.2.6; 4.2.2.10)

Die Ergebnisse werden im Kapitel 7.4.2 gezeigt.
7.1.3. Wachstumsspezifische Probenahme des C1-INHs

Im Gegensatz zu einem mADb ist die Glykosylierung des C1-INHs bei Weitem komplexer.
Neben sechs N-Glykosylierungsstellen besitzt der Serinprotease-Inhibitor mind. acht
O-Glykosylierungsstellen. In dieser Arbeit werden die N-Glykosylierungen und der
Sialinsduregehalt des in unterschiedlichen Wachstumsphasen produzierten Proteins
analysiert. Als Expressionssystem diente eine Zelllinie humanen Ursprungs. Im Folgenden
werden zunéchst die Ergebnisse der Kultivierung mit wachstumsspezifischer Probenahme
erlautert. Es folgt eine kurze Zusammenfassung der Aufarbeitung. Die Analytik der

Produktglykosylierung wird in Kapitel 7.4.3 besprochen.
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7.1.3.1. Kultivierung zur Produktion des C1-INHs

Die C1-INH produzierenden CAP®-1D9-Zellen und deren Parentalzellen wurden mit einer
viablen Zelldichte von 1,7 x 10° Zellen mL? in jeweils 200 mL Kulturmedium angeimpft. Die
Kultivierung verlief wie in Kapitel 2.6 beschrieben. An den Tagen funf und neun wurden die
Medienwechsel durchgefuhrt. Die viable Zelldichte und die Viabilitdt sind in Abbildung 36

gezeigt.
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Abbildung 36: Viable Zelldichte (VZD) und Viabilitst der CAP®- und CAP®-1D9-Zellen im
Kultivierungsverlauf. Es sind die Werte der biologischen Triplikate gezeigt. Die Pfeile zeigen die
Zeitpunkte der Medienwechsel an.

Bis Tag sechs wuchsen alle Kulturen im Mittel sehr ahnlich. Bis zu diesem Tag lag die Viabilitat
bei 95-97 %. Ab Tag sieben sank die Viabilitat in allen Kulturen. Ab diesem Zeitpunkt verlief
das Wachstum der biologischen Triplikate annahernd analog. Das analoge Wachstum
spiegelt sich in den Glukose- und Laktatkonzentrationen unter Berlcksichtigung der
Standardabweichung wider. Glukose war an Tag neun vollstandig verbraucht. Bis zu diesem
Zeitpunkt stieg die Laktatkonzentration auf 16 mM und sank in den folgenden Tagen auf eine
Konzentration von 3 mM (vgl. Abbildung 37). Aufgrund des annahernd gleichen
Wachstumsverhaltens waren auch bei den Aminosaurekonzentrationen keine Unterschiede
zwischen den Kontrollkulturen und den Produktionskulturen mit Medienwechsel zu erkennen
(vgl. Abbildung 38). Bis Tag zehn war die Glukose in allen Kulturen verbraucht. Die
Laktatkonzentration stieg bis Tag neun auf 16 mM und fiel bis zum Ende der Kultivierung in
allen Kulturen auf 4 mM. Wegen der gleichen Kultivierungsverlaufe, die sich in den Glukose-,
Laktatkonzentrationen sowie in den Aminosaurekonzentrationen wiederspiegeln, kann bei der
Produktanalytik davon ausgegangen werden, dass Unterschiede in der Glykosylierung

unabhangig von der Probenahme sind.
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Abbildung 37: Glukose- und Laktatkonzentration wahrend der Kultivierung der CAP®- und der
CAP®-1D9-Zellen im Verlauf der Kultivierung. Es wurden die Mittelwerte aus den biologischen
Triplikaten ermittelt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.
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Abbildung 38: Aminosaurekonzentrationen im Verlauf der CAP®- und CAP®-1D9-Kultivierungen. Es
wurden die Mittelwerte aus den biologischen Triplikaten berechnet und die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichungen an. Die Farbkodierung entspricht der in Abbildung 37: hellgrau: CAP® fur 1.
MW, dunkelgrau: CAP® fiir den 2. MW, blau: CAP® 1D9 mit MW, griin: CAP® 1D9 Kontrolle.
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7.1.3.2. C1-INH-Quantifizierung und Ergebnisse der Aufarbeitung

Die C1-INH-Konzentrationen aus den Uberstanden und Eluaten der Aufreinigung wurden
mittels ELISA (vgl. Kapitel 4.2.1.3) bestimmt. Die Produktkonzentrationen im
Kultivierungsverlauf werden in Abbildung 39 (A) dargestellt. Die maximale Konzentration in
den Kontrollkulturen betrug 71 mg/L £ 12 mg/L. Die maximale C1-INH-Konzentration in den
Kulturen mit Medienwechsel betrug 32 mg/L + 7 mg/L. In Abbildung 39 (B) sind die absoluten
Proteinmengen in den Uberstanden gezeigt. Werden die Produktmengen der einzelnen
Wachstumsphasen addiert, so wurde von den Kulturen eine C1-INH-Menge von
12,5 mg + 0,3 mg erreicht. Dies entspricht nahezu der Menge, die durch die Kontrollkulturen

erreicht wurde (11,8 mg + 0,3 mg).
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Abbildung 39: (A) Produktkonzentration und (B) Produktmenge wahrend des Kultivierungsprozesses.
(A) Produktkonzentrationen in den CAP®-1D9-Kulturen mit und ohne Medienwechsel. (B) Absolute
Proteinmengen der zu analysierenden Produkte aus den unterschiedlichen Wachstumsphasen.
Zusatzlich wurde die Summe der Produktmengen der CAP®-1D9-Kulturen mit Medienwechsel
berechnet. Es wurden Mittelwerte aus den biologischen Triplikaten berechnet. Die Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichungen an.

Die Aufarbeitung wurde in der Masterarbeit von N. Tichomirow entwickelt und durchgefuhrt
(vgl. Kapitel 3.3). In Tabelle 13 sind die Produktausbeuten gezeigt. Diese schwanken
zwischen 31 % und 55 %. Bei der Aufreinigungssequenz handelt es sich um einen dreistufigen
Prozess (Affinitatschromatographie, Ultrafitration, Anionenaustauschchromatographie). Die
Ultrafiltration ist schlecht reproduzierbar und konnte ein Grund fir die unterschiedlichen
Ausbeuten sein. Die Aufreinigungen der Uberstande der dritten Kultur an den Tagen null bis
drei sowie an den Tagen sieben bis neun sind fehlgeschlagen, daher wurden bei den Analysen

der Produkte aus diesen Wachstumsphasen zwei biologische Replikate bericksichtigt.
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Tabelle 13: C1-INH-Menge in den aufgearbeiteten Uberstanden, sowie in den zugehérigen Eluaten.

Mproduke [MQ] Uberstand ~ mprodukt [Mg/L] Eluat

Kultur 1, Tag 0-3 1,7 0,7
Kultur 2, Tag 0-3 15 0,8
Kultur 3, Tag 0-3 1,5 -

Kultur 1, Tag 4-6 5,6 2,0
Kultur 2, Tag 4-6 54 1,7
Kultur 3, Tag 4-6 4,7 2,0
Kultur 1, Tag 7-9 5,5 2,7
Kultur 2, Tag 7-9 55 3,0
Kultur 3, Tag 7-9 6,0 >

Kontrollkultur 1 12,4 4,6
Kontrollkultur 2 12,0 4,5
Kontrollkultur 3 11,6 4,0

Aus den restlichen Wachstumsphasen war gentigend Produkt vorhanden, sodass drei
unterschiedliche Analysen durchgefiihrt werden konnten:

e Sialinsdure Bestimmung mittels HPAEC-PAD (vgl. Kapitel 4.2.2.2)

e Auftrennung und relative Quantifizierung der 2-AB-gelabelten Glykane mittels HILIC-FLD
(vgl. Kapitel 4.2.2.5 - 4.2.2.8)

¢ Identifizierung und relative Quantifizierung der Glykane durch MALDI-ToF-MS Analytik der
permethylierten Glykane (vgl. Kapitel 4.2.2.5 - 4.2.2.6; 4.2.2.10)

Die Ergebnisse dieser Analysen werden Kapitel 7.4.3 vorgestellt.
7.1.4. Wachstumsspezifische Probenahme des AATs

Um ein weiters Glykoprotein aus unterschiedlichen Wachstumsphasen analysieren zu kénnen,
wurde eine zweite humane Zelllinie wie in Kapitel 2.6 beschrieben kultiviert. Diese produziert
das Glykoprotein AAT. Wie unter Kapitel 3.4 beschrieben wurde das Produkt aus drei
Wachtumsphasen und aus Kontrollkultivierungen ohne Medienwechsel aufgereinigt und auf
die Glykosylierung hin analysiert. Nach Besprechung und Zusammenfassung der
Kultivierungsdaten sowie der Daten der Aufarbeitung, werden die Ergebnisse der diversen

Analysen zur Produktqualitat in Kapitel 7.4.4 gezeigt.
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7.1.4.1. Kultivierung zur Produktion des AATs

Die AGEl.hn- und AGE1.hn-AAT-Zellkulturen wurden mit einer Zelldichte von
3,5 x 10° Zellen mL* in 200 mL Kultivierungsmedium als biologische Triplikate angeimpft. Die
Kultivierung wurde wie in Kapitel 2.6 beschrieben durchgefiihrt. An Tag vier und sechs fand
die wachstumsspezifische Probenahme statt.
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Abbildung 40: Viable Zelldichte (VZD) und Viabilitat der AGE1l.hn- und AGELl.hn-AAT-Zellen im
Kultivierungsverlauf. Es sind die Werte der biologischen Triplikate gezeigt. Die Pfeile zeigen die
Zeitpunkte der Medienwechsel an.

In Abbildung 40 sind die Kultivierungsverlaufe der AAT-produzierenden AGE1.hn-AAT-Zellen
und die ihrer Parentalzelllinie gezeigt. Die Parentalkulturen zeigten eine geringere Viabilitat
(88-90 %) als die Produktionskulturen (94-96 %). Das Wachstumsverhalten aller Kulturen ist
wahrend des gesamten Kultivierungsverlaufes annahernd gleich. Die maximale viable
Zelldichte lag an Tag zehn zwischen 63 und 67 x 10° Zellen mL™. Die Viabilitat sank bei allen
Kulturen an Tag acht unter 90 %. Da die Parentalzellkulturen &hnliche Verlaufe der Glukose-
und Laktatkonzentrationen zeigten wie die Produktionskulturen, zeigten sich auch in den
Konzentrationen der Kulturen mit Medienwechsel keine Abweichungen von denen der
Kontrollkulturen ~ (vgl.  Abbildung 41). Ahnlich verhielt es sich mit den
Aminoséaurekonzentrationen im Verlauf der Kultivierung, die in Abbildung 42 gezeigt sind. Die
Kulturen mit Medienwechsel wichen lediglich ab Tag sieben (einen Tag nach dem zweiten
Medienwechsel) in der Glutamat-Konzentration von der Kontrollkultivierung ab. Dies lasst sich
durch den schnelleren Verbrauch des Glutamats durch die Parentalzellen erklaren. Die
Glutamat-Konzentration lag am Tag des zweiten Medienwechsels bei den Parentalzellen bei
718 puM = 17,4 uM und bei den Kontrollkulturen bei 1265,9 uM + 40,6 pM.
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Abbildung 41: Glukose- und Laktatkonzentration wahrend der Kultivierung der AGE1.hn- und der
AGE1.hn-AAT-Zellen im Verlauf der Kultivierung. Es wurden Mittelwerte aus den biologischen
Triplikaten gebildet und die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
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Abbildung 42: Aminosaurekonzentration der AGEl.hn- und AGE1l.hn-AAT-Kulturen im
Kultivierungsverlauf. Es wurden Mittelwerte aus den biologischen Triplikaten berechnet. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen. Die Farbkodierung entspricht der in Abbildung 41:

hellgrau: AGE1.hn fur 1. MW, dunkelgrau: AGE1.hn fur den 2. MW, blau AGE1.hn-AAT mit MW, grin:
AGE1.hn-AAT Kontrolle.

Es konnten in der Literatur keine Hinweise gefunden werden, dass Glutamat einen Einfluss

auf die Glykosylierung hat. Demnach wird der Konzentrationsunterschied zwischen den
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Kultivierungen mit und ohne Medienwechsel ab Tag acht fir die Diskussion der Ergebnisse

der Glykananalytik vernachlassigt.
7.1.4.2. AAT-Quantifizierung und Ergebnisse der Aufarbeitung

Die Produktkonzentrationen von Uberstanden und Eluaten wurden, wie in Kapitel 4.2.1.2
beschrieben, mittels RP-HPLC durchgefiihrt. Aufgrund von stérenden Substanzen in den
Uberstanden wurden lediglich die Produktmengen in den Uberstanden quantifiziert, die spater
aufgereinigt wurden.

Um die Produktzunahme des AATs wahrend der Kultivierungen zu veranschaulichen, wurden
die Proteine in den Uberstandsproben mittels SDS-PAGE (vgl. Kapitel 4.2.1.5) aufgetrennt
und mittels kolloidalen Coomassie-Farbung (vgl. Kapitel 4.2.1.6) gefarbt (vgl. Abbildung 43).
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Abbildung 43: SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen nach kolloidal Coomassie Féarbung.
(A) Aufgetragen wurden Kulturiiberstande (KU) aus den Kultivierungen mit wachstumsspezifischer
Probenahme der Produktionszelllinie AGE1.hn-AAT. An den Tagen vier und sechs fand ein
Medienwechsel statt. (B) KU im Verlauf der Kontrollkultivierung. M: Protein GroRenstandard (PageRuler
Prestained Protein Ladder, Fermentas, USA) Rot markiert sind die Banden des produzierten AAT (auf
Hohe zwischen 55 kDa und 70 kDa).

Zu erkennen ist die Akkumulation der Produktbande (zwischen 55 kDa und 70 kDa) wahrend
der Kultivierungsdauer. An den Tagen funf und sieben ist die Produktbande weniger stark als
am jeweiligen Tag zuvor (vgl. Abbildung 43 (A)). Dies ist auf den Medienwechsel an den
Tagen vier und sechs zuriickzufiihren. Die Angaben zum Molekulargewicht von AAT aus
humanem Plasma reichen von 47 kDa bis 58 kDa. Dies lasst sich zum einen mit
unterschiedlichen Genvarianten, aber auch durch unterschiedliche Glykosylierungen erklaren
(Brown, W. T.; 1982; Crawford, I. P.; 1973; Roll, D., et al.; 1978; Jeppsson, J. O., et al.; 1978;
Yoshida, A., et al.; 1977; Berninger, R. W.; Talamo, R. C.; 1979). Das Molekulargewicht des
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hier rekombinant produzierten AATSs liegt im erwarteten Bereich zwischen 55 und 60 kDa. Das
Laufverhalten des AATs stimmt mit der SDS-PAGE in Kapitel 2.4.2 (vgl. Abbildung 17) Gberein.
Aus dem dort gezeigten Gel wurde die Bande tryptisch verdaut und mittels
massenspektrometrischer Messung als AAT identifiziert.

Aus den Uberstanden der Medienwechsel und der Ernte der Kulturen wurde AAT mittels
Lektin-Affinitatschromatographie an ConA aufgereinigt (vgl. Kapitel 3.4). Zur Uberprifung der
Reinheit der Eluate wurden die einzelnen Fraktionen in einem SDS-Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt. Das Gel wurde mit einer kolloidalen Coomassie-Losung geféarbt. Im Anhang ist
eine Abbildung eines Gels gezeigt, bei denen die einzelnen Fraktionen der Aufreinigung des
Kulturiberstandes der Kontrollkultur 1 aufgetragen sind (vgl. Anhang: Abbildung-A 5).

In Tabelle 14 sind die ermittelten Produktkonzentrationen und -mengen sowohl in den

Uberstanden, als auch in den dazugehorigen Eluaten der Aufarbeitung gezeigt.

Tabelle 14: Produktmengen in den aufgearbeiteten Uberstanden und in den zugehérigen Eluaten.

Mproduke [MQ] Uberstand Mprodukt [MQ/L] Eluat

Kultur 1, Tag 0-4 3,3 0,9
Kultur 1, Tag 5-6 4.9 0,8
Kultur 1, Tag 7-12 17,0 2,4
Kultur 2, Tag 0-4 3,9 0,7
Kultur 2, Tag 5-6 4,5 0,6
Kultur 2, Tag 7-12 14,3 45
Kultur 3, Tag 0-4 4,0 0,1
Kultur 3, Tag 5-6 51 0,4
Kultur 3, Tag 7-12 213 2,6
Kontrollkultur 1 49,8 5,0
Kontrollkultur 2 38,7 3,4
Kontrollkultur 3 35,8 4,0

Bis auf das Eluat der Kultur 3 vom ersten Medienwechsel enthalten alle Eluate ausreichend

AAT, um folgende Analysen durchzufiihren:

e Sialinsdure-Bestimmung mittels HPAEC-PAD (vgl. Kapitel 4.2.2.2)

e Auftrennung und relative Quantifizierung der 2-AB-gelabelten Glykane mittels HILIC-FLD
(vgl. Kapitel 4.2.2.5 - 4.2.2.8)

o Identifizierung und relative Quantifizierung der Glykane durch MALDI-ToF-MS Analytik der
permethylierten Glykane (vgl. Kapitel 4.2.2.5 - 4.2.2.6; 4.2.2.10)

Die Ergebnisse dieser Analysen werden Kapitel 7.4.4 vorgestellt.
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7.1.5. Wachstumsspezifische Probenahme des ATllIs

Als funftes Glykoprotein wurde ATIII in CHO-Zellen produziert. Es wurde sowohl das Produkt
aus den einzelnen Wachstumsphasen, als auch aus den vergleichenden
Kontrollkultivierungen analysiert. Im Folgenden werden die Kultivierungsdaten vorgestellt.

7.1.5.1. Kultivierung zur Produktion des ATllIs

Die Kultivierungen zur wachstumsspezifischen Produktanalytik ATIII wurden wie in Kapitel 2.6
beschrieben durchgefihrt. Die CHO-ATIII-Kulturen mit Medienwechsel wurden in
biologischen Triplikaten durchgefuhrt. Die CHO-ATIII-Kontrollkulturen in biologischen
Duplikaten. Als Parentalzelle fungierte die Zelllinie CHO-K1. Die Kulturen wurden mit einer
Startzelldichte von 2,5 x 10° Zellen mL? in je 200 mL angeimpft. Die Medienwechsel fanden
an den Tagen drei und sechs statt. Obwohl die CHO-K1-Zellkulturen bis Tag sechs eine
weitaus geringere viable Zelldichte erreichten (33-36 x 10° Zellen mL™), als die Produzenten
(55-61 x 10° Zellen mL™?), zeigten die CHO-ATIII-Kulturen mit Medienwechsel im Wachstum
nur geringe Unterschiede zu den Kontrollkulturen (vgl. Abbildung 44).
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Abbildung 44: Viable Zelldichte (VZD) und Viabilitét der CHO-K1- und CHO-DXB-ATIII-Zellen im
Kultivierungsverlauf. Es sind die Werte der biologischen Triplikate gezeigt. Die Pfeile zeigen die
Zeitpunkte der Medienwechsel an.

Die Kontrollkulturen erreichten an Tag sechs eine maximale viable Zelldichte von
56 x 10° Zellen mL. Die maximale Zelldichte der Produktionskulturen mit Medienwechsel
wurde an Tag acht erreicht (56-60 x 10° Zellen mL™). Die Viabilitat der Kontrollkulturen lag an
Tag neun bereits bei 80-81 %, wohingegen die Viabilitat der CHO-ATIII-Kulturen bei 84-87 %

lag. An Tag neun zeigte sich ein Unterschied in der Laktatkonzentration zwischen den
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Produktionszellkulturen und den Parentalzellkulturen (vgl. Abbildung 45). Die
Laktatkonzentration der Produktionskulturen lag bei 10 mM, die der CHO-K1-Kulturen betrug
17 mM. Dies hatte zur Folge, dass am Tag nach dem Medienwechsel die Laktatkonzentration
in den Produktionskulturen mit 13 mM hoher lag als die der Kontrollkultur (8 mM). Erst an Tag
zehn lagen die Konzentrationen aller Produktionskulturen bei 4 mM.
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Abbildung 45: Glukose- und Laktatkonzentration wahrend der Kultivierung der CHO-K1- und der
CHO-ATIII-Zellen im Verlauf der Kultivierung. Es wurden die Mittelwerte aus biologischen Triplikaten
berechnet und die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an. Fur dir Kontrollkulturen werden
hier die Werte (x) der beiden Duplikate, sowie der Mittelwert gezeigt.

An Tag sechs stand den Kulturen mit Medienwechsel mehr Laktat zur Verfligung, was zur
Verschiebung der Wachstumskurve fihrte. Ein direkter Einfluss von Laktat auf die
Glykosylierung ist jedoch nicht bekannt.

In Abbildung 46 sind die Verlaufe der Aminosaurekonzentrationen der Kultivierungen gezeigt.
Die meisten Konzentrationsverlaufe verliefen innerhalb der Standardabweichungen analog.
Lediglich zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels gab es bei Asparagin, Serin und Alanin
Konzentrationsunterschiede zwischen den Parentalzellkulturen und den Produktionskulturen
(Parentalzellkulturen:  Asparagin 395 pM; Serin: 4012 pM; Alanin: 8173 uM;
Produktionskulturen: Asparagin: 98 uM; Serin: 3166 uM; Alanin: 6829 UM — 7215 uM). Diese
lassen sich durch die geringere Zelldichte der Parentalzellkulturen erklaren. Es wurde weniger
Asparagin und Serin verstoffwechselt. Das fuhrte dazu, dass nach dem Medienwechsel diese
Konzentrationen in den Produktionskulturen mit Medienwechsel hdher waren (mit
Medienwechsel: Asparagin: 209 pM; Serin: 3760 umM; ohne Medienwechsel: Asparagin:
94 uM; Serin: 3290 pM). Ab Tag zehn glichen sich die Konzentrationen wieder an. Fir einen
Einfluss von Alanin und Serin auf die Glykosylierung gibt es keine Hinweise.

Fur Asparagin ist ahnlich wie fir Glutamin ein Einfluss auf die Galaktosylierung bekannt, der
sich vermutlich auf das bei der Verstoffwechselung entstehende Ammonium zuriickfihren
lasst. Bei erhohter Asparaginkonzentration wurden in unterschiedlichen Zellen geringere
Galaktosylierungsgrade bei den Glykanen festgestellt (McCracken, N. A., et al.; 2014). Jedoch
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wurden in dieser Studie einem Basalmedium mindestens 2 mM Asparagin hinzugegeben bzw.
2 mM Ammoniumchlorid. In beiden Fallen wurden &hnliche Ergebnisse beschrieben
(Verringerung der G1F und G2F Anteile bei Erh6hung des GOF Anteils). In dieser Kultivierung
liegen die Asparaginkonzentrationen mit 0,2 mM und 0,09 mM weit unter 2 mM. Ein Einfluss
dieser Asparaginkonzentrationen auf die Glykosylierung ist daher unwahrscheinlich.
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Abbildung 46: Aminosaurekonzentrationen der CHO-K1- und CHO-ATIII-Kulturen im
Kultivierungsverlauf. Es wurden Mittelwerte aus biologischen Triplikaten berechnet. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung an. Die Farbkodierung entspricht der in Abbildung 45: hellgrau:

CHO-K1 fir 1. MW, dunkelgrau: CHO-K1 fur den 2. MW, blau CHO-ATIII mit MW, griin: CHO-ATIII
Kontrolle.

Die Ergebnisse der Produktanalytik konnen ohne Einschrankungen seitens der Aminosauren
bzw. Glukose- und Laktatkonzentrationen durch Unterschiede in den Kultivierungen mit und
ohne Medienwechsel verglichen werden. Der geringe Unterschied in der Viabilitdt und den

viablen Zelldichten ab dem zweiten Medienwechsel sollte jedoch bertcksichtigt werden.
7.1.5.2. ATIII-Quantifizierung und Ergebnisse der Aufarbeitung

Wahrend der Kultivierung der CHO-ATIII-Zellen wurden taglich Proben gezogen, um die
Produktkonzentration im Uberstand zu ermitteln. Dies geschah mittels RP-HPLC
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(vgl. Kapitel 4.2.1.2). Die Uberstande wurden mittels Affinitadtschromatographie an Heparin
aufgereinigt (vgl. Kapitel 3.5). Auch die Produktkonzentrationen wurden bestimmt. In
Abbildung 47 (A) sind die Ergebnisse der Kulturiiberstédnde gezeigt. Die Produktkonzentration
stieg erst ab Tag acht bei den Kontrollkulturen und ab Tag neun bei den Kulturen mit
Medienwechsel deutlich an. Bis zu diesen Zeitpunkten lagen die Produktkonzentrationen
unter dem Detektionslimit der Methode.
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Abbildung 47: (A) Produktkonzentrationen wéhrend der Kultivierung der CHO-ATIII-Kulturen mit und
ohne Medienwechsel. (B) Absolute Proteinmengen der analysierten Produkte aus den
unterschiedlichen Wachstumsphasen. Zusétzlich wurde die Summe der Produktmengen der
CHO-ATII-Kulturen mit Medienwechsel berechnet. Es wurden Mittelwerte aus den biologischen
Triplikaten berechnet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen an. Fur dir Kontrollkulturen
wird die Differenz der beiden Duplikate als Fehlerbalken gezeigt.

In Abbildung 47 (B) sind die absoluten Proteinmengen in den Uberstanden zum Zeitpunkt der

Medienwechsel, bzw. zum Erntezeitpunkt gezeigt.

Tabelle 15: Produktmengen in den aufgearbeiteten Uberstanden und in den zugehérigen Eluaten.
Mproduke [MQ] Uberstand  Mproduke [MQ] Eluat

Kultur 1, Tag 0-3 15 0,5
Kultur 1, Tag 4-6 3,5 4.6
Kultur 1, Tag 7-11 7,9 3,8
Kultur 2, Tag 0-3 0,9 0,7
Kultur 2, Tag 4-6 55 4,2
Kultur 2, Tag 7-11 59 3,0
Kultur 3, Tag 0-3 0,0 1,3
Kultur 3, Tag 4-6 3,0 4,3
Kultur 3, Tag 7-11 12,2 0,4
Kontrollkultur 1 16,2 54
Kontrollkultur 2 15,1 54

Die Summe der Produktmengen der Kulturen mit Medienwechsel entsprachen unter
Berlicksichtigung der Standardabweichungen der Produktmenge der Kontrollkultivierungen.

Die Produktmengen der Eluate sind in sind in Tabelle 15 gezeigt. Die Ausbeuten der ATIII
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Aufreinigung an Heparin variieren stark. Hierfir gibt es zwei mdgliche Ursachen: 1. Das
Detektionslimit der Produktanalytik und 2. eine nicht vollstdndige Regeneration der Saule
nach einer Aufreinigungssequenz. Fur diese Arbeit waren die Produktausbeuten jedoch
ausreichend, um folgende Analysen, durchzufiihren:

e Sialinsdure Bestimmung mittels HPAEC-PAD (vgl. Kapitel 4.2.2.2)

e Auftrennung und relative Quantifizierung der 2-AB-gelabelten Glykane mittels HILIC-FLD
(vgl. Kapitel 4.2.2.5 - 4.2.2.8)

¢ Identifizierung und relative Quantifizierung der Glykane durch MALDI-ToF-MS Analytik der
permethylierten Glykane (vgl. Kapitel 4.2.2.5; 4.2.2.6; 4.2.2.10)

Die Ergebnisse dieser Analysen werden in Kapitel 7.4.5 vorgestellt.
7.2. Sialidase-Aktivitat in Kulturiberstanden

Enzyme, die im Kulturmedium im Laufe der Kultivierung akkumulieren, kbnnen das sekretierte
Produkt durch ihre Aktivitat verdndern (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1993; Gramer, M. J.;
Goochee, C. F.; 1994; Munzert, E., et al.; 1995; Gramer, M. J., et al.; 1995; Lao, M. S., et al.;
1996; Munzert, E., et al.; 1997; Gawlitzek, M., et al.; 2000). Dies beeintrachtigt die Qualitat
des Produktes.

Die Sialylierung eines Produktes ist, wie bereits erwahnt (vgl. 1.2.1), von besonderer
Bedeutung, da sie die Halbwertszeit eines Proteins in vivo beeinflusst. Um die Aktivitat von
Sialidasen im Kulturiiberstand zu tberprifen, wurden Uberstandsproben zum Zeitpunkt der
Medienwechsel und zum Erntezeitpunkt von den Kulturen mit und ohne Medienwechsel wie
unter Kapitel 2.8 beschrieben analysiert. In Abbildung 48 (A) ist zu erkennen, dass erstens die
maximale Sialidase-Aktivitat nicht héher als 0,5 mU war (bei Ernte mit Medienwechsel der
Kultivierung zur C1-INH-Produktion) und zweitens die Standardabweichungen zum Teil
grolRer waren, als die gemessene Aktivitat. Dies ist darin begrindet, dass die Enzym-
Aktivititen zum  Grofteil nicht detektierbar waren. Auf Grund der hohen
Standardabweichungen sind diese Daten als Hinweise zu betrachten, die in weiterfilhrenden
Arbeiten bestétigt werden sollte. Trotzdem sollen diese gewonnen Hinweise hier diskutiert
werden.

Zum Zeitpunkt des ersten Medienwechsels sind keine signifikanten Aktivitdten zu erkennen,
was auf die hohe Viabilitdt aller Kulturen zu diesem Zeitpunkt (CHO-C4: 99 %; mAb-
produzierender CHO-XL99-Klon: 99 %; CAP®-1D9: 97 %; AGE1.hn-AAT: 94 %; CHO-ATIII:
98 %, vgl. Kapitel 7.1.) zurickzufuhren ist. Sialidasen werden nicht sekretiert, sondern

gelangen durch Zelllyse in das Kulturmedium (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1993; Gramer,
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M. J., et al.; 1995). Zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels konnten in den Proben der
Kultivierung zur ATIII- und mAb-Produktion Sialidase-Aktivitdten von 0,3 + 0,0 mU (ATIII), bzw.
0,3+ 0,2 mU (mADb) detektiert werden. Das bedeutet, dass 0,3 nmol Sialinséure in einer Minute
von einem Glykan abgespalten werden konnten. Fir die Produktion des mAb war dies
unbedeutend, da kein sialyliertes Produkt identifiziert werden konnte (vgl. Kapitel 7.4.2.1 -
7.4.2.4). Bei ATIIl konnten hingegen sialylierte Strukturen nachgewiesen werden (vgl. Kapitel
7.4.5.1 - 7.4.5.3). In Abbildung 48 (B) sind die Stoffmengen an am Produkt gebundenem
NANA im Kulturiiberstand der Kultivierungen zur ATIII, AAT und C1-INH Produktion gezeigt
(vgl. Forme (1)). Die Konzentrationen an NGNA waren vernachlassigbar (vgl. Kapitel 7.4.3.1;
7.4.4.1; 7.4.5.1). Zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels betrug die Stoffmenge an ATIII
gebundenem NANA im Kulturiiberstand 0,6 umol (vgl. Abbildung 48 (B)). Eine Aktivitéat von
0,3 mU entspricht einem Substratumsatz von 1,5 pumol in der Zeit zwischen erstem und
zweiten Medienwechsel (bei gleichbleibender Aktivitat). Hier koénnte die Aktivitdt der
Sialidasen sich bereits negativ auf die Produktqualitdit ausgewirkt haben. Die
Sialidase-Aktivitat blieb in der CHO-ATIII-Kultivierung konstant. Sie betrug sowohl bei der
Ernte mit als auch bei der Ernte ohne Medienwechsel 0,3 mU. Der Zeitraum zwischen zweitem
Medienwechsel und Ernte betrug finf Tage. In dieser Zeit konnten rechnerisch 2,4 umol
Sialinsauren abgespalten werden. Die Stoffmenge an NANA bei Ernte mit Medienwechsel
betrug 1,2 umol. Hier war ein negativer Einfluss auf den Sialylierungsgrad demnach ebenso

wabhrscheinlich wie bei der Kultivierung ohne Medienwechsel.
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Abbildung 48: (A) Daten der Analytik zur Sialidase-Aktivitat im Kulturiiberstand der Hauptkultivierungen
mit und ohne Medienwechsel. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen der technischen
Replikate an. (B) Die Stoffmenge an am Produkt gebundenem NANA im Kulturiberstand, berechnet
aus den Produktkonzentrationen, dem Sialylierungsgrad des jeweiligen Proteins (Sialinsaure-Analytik)
und dem Kulturvolumen.

Es konnte in diesem Fall keine Abhangigkeit der Sialidase-Aktivitat von der Viabilitat der

Kulturen gezeigt werden. 1993 konnten Gramer et al. eine Korrelation zwischen der Rate an
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Zelllyse (basierend auf der Aktivitat von extrazellularer Laktatdehydrogenase) und der
extrazellularen Sialidase-Aktivitat zeigen (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1993).

Die Viabilitat der CHO-ATIII-Zellen betrug zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels 95 %
und zum Zeitpunkt der Ernte 65-76 %. Eine Steigerung der Sialidase-Aktivitat ware demnach
zum Ende der Kultivierung zu erwarten gewesen und kann aufgrund der hohen
Standardabweichung nicht vollkommen ausgeschlossen werden.

In den Kulturiiberstanden der AGE1.hn-AAT-Kulturen konnte lediglich im Uberstand der Ernte
ohne Medienwechsel eine Sialidase-Aktivitat von 0,03 mU nachgewiesen werden. Ausgehend
davon, dass diese Aktivitat frihestens nach dem zweiten Medienwechsel eintrat, konnten in
diesem Zeitraum rechnerisch 0,3 pmol Sialinsduren abgespalten werden. Bei 3,2 pmol an
AAT gebundenem NANA im Kulturliberstand entspricht das 9 % des vorhandenen Substrates
zum Ernte-Zeitpunkt. Dies ist bedeutend weniger als bei der ATIII-Produktion. Die Viabilitat
der AGE1.hn-AAT-Zellen lag zum Ende der Kultivierung bei 55-60 %.

Die hochste Sialidase-Aktivitat wurde in den Uberstanden der CAP®-1D9- Kulturen gemessen.
Zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels lag sie bei 0,1 mU £ 0,2 mU, zum Zeitpunkt der
Ernte mit bzw. ohne Medienwechsel war die Aktivitat innerhalb der Fehler gleich (mit MW: 0,5
mU £ 0,2 ohne Medienwechsel 0,4 mU + 0,2 mU). Die Viabilitdt der CAP®-1D9-Zellen sank
vom Zeitpunkt des ersten Medienwechsels bis zum zweiten Medienwechsel von 97 % auf
83 %. Dies kodnnte die Sialidase-Aktivitdit am sechsten Tag (2. MW) erklaren. Bis zum Ende
der Kultivierung sank die Viabilitat weiter auf 48-52 %, was die hoheren Aktivitaten erklaren
kann, da von den lysierten Zellen Sialidasen in den Kulturtiiberstand freigegeben wurden. Die
Aktivitat von Sialidasen war in den CAP®-1D9 Kulturen am hdchsten und war vermutlich fur
den geringeren Sialylierungsgrad der Proteine aus der Ernte mit Medienwechseln im
Vergleich zu dem der Proteine aus dem zweiten Medienwechsel verantwortlich.

Es ist zu beachten, dass die hier berechneten Stoffmengen an abgespaltenen Sialinsduren
aufgrund der gemessenen Sialidase-Aktivitat theoretisch berechnet wurden. Die
Sialidase-Aktivitat wurde in allen Uberstanden unter gleichen Bedingungen (pH 7,0; 37 °C)
ermittelt. Diese entsprachen nicht den Bedingungen zum Ende einer Kultivierung (geringerer
pH) und ggf. waren dies nicht fur alle Sialidasen die optimalen Bedingungen. Gramer und
Goochee zeigten 1994, dass Sialidasen aus unterschiedlichen Zellen unterschiedliche
pH-Optima besitzen (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1994). Das verwendete Substrat
(MUF-NANA) war frei zuganglich. Die Glykane an Proteinen kdénnen durch Faltung des
sekretierten Proteins nicht frei zuganglich fir die Enzyme sein. In Kulturiberstanden sind
neben dem Produkt eine Vielzahl an Host Cell Proteinen vorhanden (vgl. Abbildung 15 (B),
Abbildung 17 (B) und Abbildung 43), die z.T. glykosyliert vorliegen und demnach als Substrat

fir die Sialidasen dienen. In den Berechnungen fiir die Sialinsauren im Uberstand (vgl.

126



Hauptversuche

Abbildung 48 (B)) wurden lediglich Sialinsauren berlcksichtig, die am eigentlichen Produkt
gebunden waren. Aus diesen Grinden konnte keine direkte Relation zwischen den
theoretisch berechneten abgespaltenen Sialinsauren und den im Uberstand vorhandenen
Sialinsauren, die am Produkt gebunden waren, hergestellt werden. Die hier gezeigten Daten
sollen veranschaulichen, dass 1. die Enzymaktivitat im Kulturiberstand neben der
eigentlichen  Proteinproduktion innerhalb der Zelle die Produktqualitat und
Produktheterogenitat beeinflussen kann. Es konnte auf3erdem gezeigt werden, dass 2. die
Enzymaktivitat von Zelle zu Zelle unterschiedlich sein kann, was Gramer und Kollegen 1994
anhand der Zelllinien NSO und HEK293 sowie einer Hybridoma Zelllinie zeigen konnten
(Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1994) ; und es gab Hinweise dafiir, dass 3. die
Sialidase-Aktivitat fur manche Kultivierungsprozesse von Bedeutung zu sein scheint (in
diesem Fall vermutlich bei der C1-INH-Produktion) und bei anderen von geringerer Bedeutung
(AAT-Produktion), oder keiner Bedeutung (mAb-Produktion). Neben den hier untersuchten
Sialidasen sind Aktivitdten von R-Galaktosidase, R-Hexosainidase und Fucosidase bekannt
(Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1993; Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1994; Gawlitzek, M., et
al.; 2000), die ebenfalls die Produktheterogenitit negativ beeinflussen kénnen.

Sowohl bei der Wahl von Zelllinien als auch bei der Zelllinien-Entwicklung flir die Expression
von sialylierten Glykoproteinen sollte die Aktivitat von Glykosidasen im Kulturtiberstand unter
Produktionsbedingungen berticksichtigt werden. Da die Glykosidasen aus lysierten Zellen
stammen, wird mit den immer hoheren Zelldichten, die durch Optimierung von Medien und
Prozessparametern erreicht werden, auch der Anteil an lysierten Zellen héher. Somit
gelangen bei einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen mL? und einer Viabilitit von 95 %
Glykosidasen aus 5 x 10°Zellen mL™* in den Kulturiiberstand (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.;
1993), bei einer Zelldichte von 1 x 102 Zellen mL* (erreicht im Fed Batch und beschrieben
durch Lin et al. 2017), wéaren es Glykosidasen aus 5 x 10° Zellen mL™.

Die hier gezeigten Daten geben Hinweise darauf, dass die Produktqualitdt und die
Produktheterogenitat sowohl abhéangig von der produzierenden Zelle als auch abhangig vom
exprimierten Produkt ist. Um dem nachzugehen, wird im folgenden Kapitel die Produktqualitat

in Hinsicht auf die Glykosylierung der funf in dieser Arbeit produzierten Proteine untersucht.
7.3. Zusammenfassung der maglichen Einflisse auf die Proteinglykosylierung

In den Kapiteln 7.1 und 7.2 wurden Daten der Kultivierungen mit und ohne Medienwechsel
gezeigt. Es wurde diskutiert, welche der analysierten Parameter einen Einfluss auf die
Produktglykosylierungen haben kdnnten. Unterschiede unter den Kultivierungen mit und ohne
Medienwechsel, die die Glykosylierung abhéngig von der wachstumsspezifischen

Probenahme beeinflussen kénnten, sind in Tabelle 16 zusammengefasst.
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Tabelle 16: Zusammenfassung der detektierten Unterschiede zwischen den Kultivierungen mit und
ohne Medienwechsel.

Produkt Unterschied zwischen Kultivierung mit und Auswirkungen auf

ohne Medienwechsel Proteinglykosylierung
EPO Aspartat, Glutamat, Alanin keine
MAD Viable Zelldichte, Viabilitat maoglich
Alanin, Glutamat, Glycin keine
C1-INH - -
AAT Glutamat keine
Viable Zelldichte, Viabilitat maoglich
ATII Laktat keine
Serin, Aspartat keine

Bei den Produkten EPO, C1-INH wund AAT waren keine unterschiedlichen
Proteinglykosylierungen aufgrund der wachstumsspezifischen Probenahme zu erwarten. Bei
den Glykoproteinen mAb und ATIII missen bei der Ergebnisdiskussion die unterschiedlichen

Zelldichten und Viabilitdten ab dem zweiten Medienwechsel berticksichtigt werden.

Tabelle 17: Zusammenfassung der Viabilitdt und der Sialidase Aktivitat zu den unterschiedlichen
Probenahme-Zeitpunkten

Produkt Viabilitat [%] Sialidase Aktivitat [mU]
ZePUnkt w2 Mw E';\:tf\’/* E:\r/}fz— LMW 2. MW E:\;:;’/* Elr\;‘\t; ]
EPO 99 73-81 31-33 30-31 n.d. n.d. n.d. n.d.
mAb 99 96 42-46 58-63 0,08 0,29 n.d. n.d.
C1-INH 98 74-85 49-53 49-53 n.d. 0,13 0,54 0,44
AAT 94 95 55-60 55-60 n.d. n.d. n.d. 0,03
ATII 98 95 65-68 68-76 0,03 0,34 0,34 0,34

Zusatzlich sind die Daten, die einen direkten Einfluss auf die Produktglykosylierung haben
kénnen in Tabelle 17 zusammengefasst. Es handelt sich um die Viabilitat der Kultur und die

im Kulturiiberstand gemessene Sialidase Aktivitat.

7.4. Produktanalytik der glykosylierten Produkte aus unterschiedlichen

Wachstumsphasen
7.4.1. Produktanalytik des EPOs mittels CZE

Aufgrund der geringen Produktmenge wurde das produzierte EPO mittels CZE analysiert (vgl.
Kapitel 4.2.2.4). Fur diese Methodik ist lediglich eine geringe Probenmenge erforderlich. Sie

gibt durch die Auftrennung unterschiedlicher Ladungsformen eine gute Ubersicht der
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Produktqualitat. Sie dient in der Industrie als Freigebeanalytik fur EPO und ist in der
europaischen Pharmakopde (EuPh) beschrieben. Die Proben werden nach ihrer Mobilitat
(GroRe und Ladung) aufgetrennt. (European Pharmacopoeia; 2002).

Tabelle 18: Zusammenfassung einiger Kultivierungsparameter, die die Glykosylierung des EPOs beeinflussen
kdnnen.

1. MW 2. MW Ernte + Ernte -
Kultivierungsparameter MW MW

Tag 0-3 Tag 4-6 Tag 7-8 Tag 0-8

Viabilitat 99 % 73-81 % 31-33 % 30-31 %

Glukosekonzentration 1,3mM 0,3 mM 0,4 mM 0,4 mM

Glutaminkonzentration 2,4 mM 0,1 mM 0,2 mM 0,2 mM

Fir die CZE wurden die aufgereinigten Proben entsalzt und konzentriert. Es wurde eine Probe

vom ersten Medienwechsel, drei vom zweiten Medienwechsel und zwei von der
Kontrollkultivierung erfolgreich analysiert. In allen CZE-Elektropherogrammen wurden sieben
bis neun Peaks detektiert. Eine hohe Peak Nummer bedeutet eine hohe negative Ladung des
Glykoproteins, was auf einen hohen Grad an Sialylierung zurtickzufiihren ist. In Abbildung 49

ist ein Elektropherogramm einer CZE-Messung von EPO aus dem ersten Medienwechsel
gezeigt. Es konnten neun Isoformen detektiert werden.
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Abbildung 49: Elektropherogramm von EPO, welches aus Uberstand nach dem ersten Medienwechsel
aufgearbeitet wurde. Es sind neun Peaks zu erkennen. Fur die Berechnungen wurden die Peaks der

Isoformen 1-7 verwendet, da nicht in allen Proben die Isoformen 8 und 9 identifiziert werden konnten.
Bei ca. 55 min ist der Injektionspeak zu erkennen.

Far die Auswertung wurden die Intensitdten der sieben Peaks (Peak 1-7), die in allen

Elektropherogrammen detektiert wurden, auf die Summe der Intensitéten dieser sieben Peaks
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normalisiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 50 gezeigt. Wahrend sowohl das in den ersten
drei Tagen produzierte EPO, wie auch das in den n&chsten drei Tagen produzierte EPO die
hochsten Intensitaten in den Peaks drei (1. MW: 15,7 %; 2. MW: 20,3 % + 2,4 %) und vier
(2. MW: 19,8 %; 2. MW: 19,9 % + 4,5 %) aufwiesen, zeigte das EPO, welches uber den
gesamten Kultivierungszeitraum produziert wurde, im ersten Peak die hochste Intensitat
(21,7 % = 0,9 ). Die Intensitaten der Peaks dieser Probe waren bei den Peaks zwei bis vier
anndhernd konstant bei ca. 17-18 %. Mit zunehmender Peak-Nummer nahmen die
Intensitaten bis zu Peak-Nummer sieben ab. Dies lasst darauf schlieen, dass das EPO,
welches Uber den gesamten Kultivierungsverlauf produziert wurde, weniger Ladungen und
somit weniger Sialinsduren aufwies als das, welches zu Anfang der Kultivierung mit
Medienwechsel produziert wurde. Die EPO Proben aus den beiden Medienwechseln
unterschieden sich innerhalb der Fehler kaum. Beide zeigten bis zum dritten Peak steigende

Intensitaten, welche ab dem vierten Peak bis zum siebten wieder sanken.

30 1

i

N
(6x}
L

relative Intensitat [%6]

(6}
L

Isoform
1.MW m2 MW mErnte ohne MW
Abbildung 50: Relative Intensitdten der detektierten Isoformen. Verglichen wird EPO, welches an den
ersten drei Kultivierungstagen produziert wurde, mit EPO, das zwischen Tag vier und Tag sechs
produziert wurde, und mit EPO, dass Uber den gesamten Kultivierungszeitraum produziert wurde.

Schwarze Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der biologischen Triplikate an. Graue
Fehlerbalken zeigen die Differenz zwischen biologischen Duplikaten an.

Die EuPh hat Grenzen fir den prozentualen Anteil der acht Isoformen, die fur die CZE von
EPO bekannt sind, etabliert. Sie sind in Tabelle 19 aufgelistet. Alle hier untersuchten
EPO-Proben wiesen die ersten sieben Isoformen auf.

Lediglich das EPO, welches zu Beginn der Kultivierung produziert wurde, entspricht den
Anforderungen der EuPh. Das EPO, welches von Tag drei bis Tag sechs (2. MW) produziert
wurde, weist einen zu hohen Anteil der Isoform 2 auf. EPO, welches Uber den gesamten
Kultivierungsverlauf produziert wurde, wies zu hohe Anteile der Isoformen 1 und 2 und zu
geringe Anteile der Isoformen 5 und 6 auf (vgl. Tabelle 19).
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Tabelle 19: Erlaubter Bereich der prozentualen Peakflache der acht Isoformen des EPOs etabliert durch
die EuPh (European Pharmacopoeia; 2002) und die Einordnung des hier produzierten EPOs.

Isoform 1 2 3 4 5 6 7 8
Erlaubter Bereich
der relativen 0-15 0-15 5-20  10-35 15-40 13-35 0-20 0-15
Peakflache [%]
1. MW \ \ \ V V \ \ \
2. MW S e e A A A
Ernte ohne MW x x v v x x v v

Diese Daten weisen auf einen héheren Sialylierungsgrad des Produktes zu Beginn einer
Kultivierung hin. Dies kann zum einen durch Sialidasen im Kulturiiberstand zum Ende einer
Kultivierung begrtindet sein (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1993; Gramer, M. J., et al.; 1995).
Zum anderen kénnten weniger antennare Galaktosen eine geringere Antennaritat zum Ende
einer Kultivierung eine geringere Sialylierung bedingen. Galaktosylierungsgrad wie auch
Antennéritat kénnen durch Substratmangel oder Akkumulation von Ammonium beeinflusst
werden. Es wurde ein Sialidase-Aktivitatstest durchgefiihrt, bei dem jedoch im Uberstand der
EPO-produzierenden Kulturen keine Sialidase-Aktivitdt nachgewiesen werden konnte
(vgl. Kapitel 7.2; Abbildung 48). Mogliche Ursachen flir eine geringere Antennaritat, eine
geringere Galaktosylierung, bzw. eine geringere Sialylierung zum Zeitpunkt des zweiten
Medienwechsels, sind die geringe Menge an Glukose und Glutamin zwischen Tag drei und
Tag sechs (Glukose 0-1 mM; Glutamin Tag drei: 2,4 mM; ab Tag vier: 0-0,3 mM, vgl. Tabelle
18) (Chapman, A. E.; Calhoun, J. C.; 1988; Nyberg, G. B., et al.; 1999; Seo, J. S., et al.; 2014;
Chee Furng Wong, D., et al.; 2005; Liu, B., et al.; 2014; Hayter, P. M., et al.; 1992; Cruz, H.
J., et al.; 2000), sowie eine Akkumulation von Ammonium durch die Verstoffwechselung und
die chemische Degradation von Glutamin (McCracken, N. A., et al.; 2014; Andersen, D. C.;
Goochee, C. F.; 1995; Borys, M. C., et al.; 1994; Borys, M. C., et al.; 1994; Gawlitzek, M., et
al.; 2000; Gawlitzek, M., et al.; 1998; Thorens, B.; Vassalli, P.; 1986; Yang, M.; Butler, M.;
2000a; Yang, M.; Butler, M.; 2000b; Yang, M.; Butler, M.; 2002). Dies lasst vermuten, dass
die Zellen wahrend der spaten exponentiellen Phase und der stationdren Phase aufgrund der
Zusammensetzung des Kulturtiberstandes ein weniger sialyliertes Produkt produzierten und
sekretierten. Die Frage, ob die Glykosylierung des sekretierten Produktes im Uberstand durch
die Verweilzeit verandert wurde, konnte mit diesem Versuch nicht beantwortet werden. Zur
Produktstabilitdt wurden zusétzliche Versuche durchgefiihrt (vgl. Kapitel 8.1).

Der Grad der Sialylierung hat einen direkten Einfluss auf die Halbwertszeit des EPOs im
Blutkreislauf, da Rezeptoren in der Leber asialo Glykoproteine binden und abbauen (Fukuda,
M. N., et al.; 1989). So konnte die Halbwertszeit von EPO durch zwei zuséatzliche

N-Glykosylierungsstellen um das Dreifache verlangert werden (Macdougall, I. C., et al.; 1999;
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Egrie, J. C., et al.; 2003). Das hier produzierte EPO hétte vermutlich keine lange Halbwertszeit
im Blutkreislauf, da besonders zum Ende der Kultivierung gering sialyliertes Produkt gefunden
wurde. Demnach missten die Kultivierungsbedingungen so angepasst werden, dass die
Viabilitdit Ober 90 % bleibt, bzw. das Produkt vor Abfall der Viabilitdt aus dem
Kulturiberstandes aufgereinigt wird. Wichtiger ware in diesem Falle vermutlich eine bessere
Versorgung der Zellen durch eine Kohlenstoffquelle. Ein Feed mit angepassten Glukose- und

Glutaminkonzentrationen ware vielversprechend.
7.4.2. Produktanalytik des mAbs

Ein mAb wurde hinsichtlich seiner Produktglykosylierung in unterschiedlichen
Wachstumsphasen (nach drei Tagen (1.MW), nach weiteren drei Tagen (2. MW), nach
zusatzlichen drei Tagen (Ernte mit MW), nach neuntéagiger Kultivierung (Ernte ohne MW))
analysiert. Die Ergebnisse der vier unterschiedlichen Analysen (Sialinsaure-Analytik,
Intaktmassen-Analytik; HILIC-FLD und MALDI-MS) werden im Folgenden erlautert. Im

Anschluss folgt eine zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse.

Tabelle 20: Zusammenfassung einiger Kultivierungsparameter, die die Glykosylierung des mAbs
beeinflussen kdnnen.

3. MW 4. MW Ernte + Ernte -
Kultivierungsparameter MW MW

Tag 0-3 Tag 4-6 Tag 7-9 Tag 0-9
Viabilitat 99 % 96 % 42-46 % 58-61 %
Glukosekonzentration 17 mM 1 mM 1 mM 1 mM
Glutaminkonzentration 3,0mM 0,0 mM 0,3 mM 0,0 mM

In Tabelle 20 sind einige Ergebnisse der Kultivierung zusammengefasst, die fir die

Produktglykosylierung von Bedeutung sein kénnen.
7.4.2.1. Sialinsaure-Analytik des mAb

Fur die Quantifizierung der Sialinsduren wurden je zweimal 50 pg mAb eingesetzt, was
336 pmol entspricht. Nach einer milden sauren Hydrolyse (vgl. Kapitel 4.2.2.2) wurde das
Protein von den abgespaltenen Sialinsduren durch Filtration abgetrennt. Die Sialins&uren
wurden mittels HPAEC-PAD quantifiziert. Es wurde eine Kalibrierreihe in einem Bereich von
10 pM-50 puM zur Quantifizierung von NANA und NGNA genutzt. Sowohl Standards als auch
Proben wurde ein interner Standard (Kdn) zur besseren Reproduzierbarkeit hinzugegeben.

Es konnte weder NGNA noch NANA in den Proben nachgewiesen werden. In Abbildung 51
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sind der Standard mit 10 uM NANA/ NGNA und die hydrolysierte Probe der dritten Kultivierung
mit Medienwechsel zum Erntezeitpunkt gezeigt.

nC

50 Standard 10 yM
mAB_3 Ernte

> KDN

25

Signal

] ‘ “NANA
J

T T — T Ik - T T . V-I T T mlln
3,0 4,0 5,0 6,0
Retentionszeit

Abbildung 51: Chromatogramme des Sialinsaure Standards mit 10 uM NANA und NGNA (blau) und
von einer hydrolysierten mAb Probe (schwarz), jeweils mit KDN als internem Standard.

Es ist deutlich zu erkennen, dass lediglich bei einer Retentionszeit von 4,25 min der interne
Standard detektiert werden konnte. Die abgespaltenen Sialinsduren wurden in 200 pL dH-0
aufgenommen. Besalle jedes mol mAb ein mol NANA, so wirde eine Konzentration von 1,7
UM erwartet, welche nicht im linearen Bereich der Kalibrierreihe liegt, jedoch nicht unter der
Detektionsgrenze. Demzufolge konnte mittels Sialinsaure-Analytik keine Sialylierung des

mAbs nachgewiesen werden.
7.4.2.2. Intaktmassen-Analytik des mAbs

Die Intaktmassen-Analytik gibt ohne aufwendige Probenvorbereitung viele Informationen zu
Modifikationen eines Proteins. Die Proben wurden mittels LC aufgetrennt und mittels
microTOF Il analysiert. Die unterschiedlich modifizierten Proteine konnen Uber die
unterschiedlichen Massen identifiziert werden (vgl. Kapitel 4.2.2.3). In Abbildung 52 (A) ist ein
UV2g0 nm Chromatogramm eines intakten mAbs gezeigt. In einem Zeitraum von 12,4-14,6 min
ist ein Peak zu erkennen. Fir die Auswertung wurden die aufgenommenen Massenspektren
fur einen m/z-Bereich von 2500-4000 aufsummiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 52 (B) zu
sehen. Die Dekonvulation wurde fiir einen Massenbereich von 140.000 bis 160.000 kDa mit
einem Algorithmus basierend auf dem Prinzip der maximalen Entropie berechnet.
AnschlieBend wurde das Spektrum Uber zwei Zyklen mittels Savitzky Golay Filter geglattet.
Diese Berechnungen wurden mit der Software DataAnalysis (Bruker Daltonik, Deutschland)
durchgefihrt. Das resultierende Spektrum ist in Abbildung 52 (C) gezeigt. Zu erkennen sind
mehrere Peaks, denen sowohl die Masse, als auch die Glykosylierung der beiden schweren
Ketten des Antikorpers zugeordnet sind. Der Peak mit einer Masse von 148.652 kDa erreicht
die hochste Intensitat. Der nicht glykosylierte Antikorper besitzt eine Masse von 145.565 kDa.
Die Massendifferenz betragt 3090 kDa. Diese entspricht der Summe der Glykanstrukturen
FA2G1 (1624,6 kDa) und FA2 (1462,5 kDa).
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Abbildung 52: Intaktmassen-Analytik des mAbs mittels LC-ESI-ToF. (A) Chromatogramm des
aufgereinigten mAb. (B) MS-Spektrum aufgenommen von 12-15 min der chromatographischen
Trennung. (C) Dekonvuliertes Spektrum (12-15 min) im m/z-Bereich von 147800-14970.

Zu erkennen ist, dass der intakte Antikdrper hauptséachlich mit fucosylierten diantennaren nicht
sialylierten Glykanen an beiden schweren Ketten besetzt ist. Die Hauptform ist FA2G1/FA2,
gefolgt von der FA2/FA2 glykosylierten Form.

Es konnten vom ersten sowie vom zweiten Medienwechsel jeweils aus allen drei biologischen
Replikaten Proben analysiert werden, aus der Ernte mit Medienwechsel lediglich aus zwei
biologischen Replikaten und aus der Ernte ohne Medienwechsel aus einer Probe. Nach
Prozessierung der Daten wie oben beschrieben, wurden die Peakintensitaten zur relativen
Quantifizierung der einzelnen mAb-Formen genutzt. Die Intensitat eines identifizierten Peaks
wurde auf die Gesamtintensitat der identifizierten Peaks normalisiert. In Abbildung 53 sind
beispielhaft die relativen Mengen der mAb mit den Glykosylierungen FA2/FA2 und
FA2G1/FA2G1, bzw. der Isoform FA2G2/FA2 gezeigt. Zu erkennen ist, dass bei Betrachtung
dieser zwei mAb-Formen die Galaktosylierung mit der Kultivierungszeit abnahm. Zu Beginn
der Kultivierung waren 21 % zweifach galaktosyliert und 17 % der mAb lagen ohne Galaktosen

Vor.
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Abbildung 53: Ergebnisse der Intaktmassen-Analytik des mAb. Gezeigt sind die relativen Mengen mAb
mit den Glykosylierungen FA2/FA2 und FA2G1/FA2G1l oder der Isoform FA2G2/FA2 aus den
unterschiedlichen Wachstumsphasen. Die schwarzen Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
aus den biologischen Triplikaten an. Die grauen Fehlerbalken zeigen die Differenz der biologischen
Duplikate.

Zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels, also zum Ende der exponentiellen Phase, stieg
dieser Anteil auf 24 %, wahrend der Anteil der galaktosylierten Form auf 16 % reduziert war.
Zum Ende der Kultivierung wurde dieser Unterschied deutlicher. Der Anteil der FA2/FA2 Form
stieg auf 31 %. In dieser Kultivierungsphase waren die galaktosylierten Formen lediglich mit
3 % vertreten. Wurden die mAb-Formen lber die gesamte Kultivierungsdauer betrachtet, so
lagen 15 % der mAb nicht galaktosyliert vor. 12 % wiesen zwei Galaktosen pro Protein auf.
Neben den hier dargestellten mAb-Formen wurden viele weitere identifiziert. Um eine
Betrachtung aller identifizierten mAb-Formen zu erleichtern, wurden diese ahnlich wie unter
Kapitel 4.2.2.8 (Formel (2)) beschrieben, nach Qualitdtsattributen wie dem
Galaktosylierungsgrad eingeteilt und bewertet. Mit Hilfe der Intaktmassen-Analytik konnten
die Glykanstrukturen anhand der Massendifferenzen identifiziert und quantifiziert werden.
Zusatzlich konnte der Anteil an nicht besetzten Glykosylierungsstellen ermittelt werden. Diese
Ergebnisse sind in Abbildung 54 (A) gezeigt. Uber den Kultivierungsverlauf anderte sich der
Glykosylierungsgrad nicht. In allen Proben waren 97 % aller Glykosylierungsstellen besetzt.
Im Gegensatz zur Besetzung der Glykosylierungsstellen anderten sich Galaktosylierungsgrad,
core-Fucosylierungsgrad und der Anteil an High Mannose Strukturen im Kultivierungsverlauf
(vgl. Abbildung 54 (B)). Der Galaktosylierungsgrad betrug zum Zeitpunkt des ersten
Medienwechsels 0,68 (= 0,03) und blieb innerhalb der Standardabweichung bis zum zweiten
Medienwechsel gleich (0,64 + 0,10). Bei Ernte der Kulturen, als ihre Viabilitat unter 50 % lag
(vgl. Kapitel 7.1.2.1 und Tabelle 20), fiel der Galaktosylierungsgrad auf 0,16 (+ 0,07). Der

Galaktosylierungsgrad in der Kontrollkultur ohne Medienwechsel betrug 0,57. Auch die
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core-Fucosylierung war beim ersten und zweiten Medienwechsel innerhalb der
Standardabweichungen konstant (1. MW: 0,82 + 0,02; 2. MW: 0,84 + 0,04).
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Abbildung 54: Ergebnisse der Intaktmassen-Analytik des mAb aus den unterschiedlichen
Wachstumsphasen. Die schwarzen Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung aus den
biologischen Triplikaten an. Die grauen Fehlerbalken zeigen die Differenz der biologischen Duplikate.
Aus der Kultivierung ohne Medienwechsel konnte nur ein biologisches Replikat untersucht werden. In
(A) ist der Anteil an besetzten Glykosylierungsstellen fur alle Wachstumsphasen gezeigt. In (B) sind die
Ergebnisse der Bewertung der Qualitatsattribute der identifizierten Glykosylierten Proteine gezeigt.

Das bedeutet, dass lber 80 % aller Glykane fucosyliert waren. Zum Ende der Kultivierung
sank der Wert um 39 % auf 0,51 (+0,00). Wurde das Produkt Uber die gesamte
Kultivierungsdauer analysiert, so zeigte sich eine core-Fucosylierung von 72 %. Der Anteil an
High Mannose Strukturen lag in allen Proben unter 40 %. Sowohl nach drei, als auch nach
sechs Tagen, waren 9 % * 2 %, bzw. 10 % *+ 4% der identifizierten Glykane High Mannose
Strukturen. Deren Anteil stieg bis zum 9. Tag der Kultivierung auf 31 % + 1 %. In der
Kontrollkultur lag der Anteil bei 9 %. Die Antennaritat unterschied sich zwischen den Proben
aus dem ersten und zweiten Medienwechsel nicht (1. MW: 1,98 = 0,00; 1,97 + 0,02). Am
neunten Tag der Kultivierung sank der Wert auf 1,94 + 0,00. In der Kultivierung ohne
Medienwechsel lag die Antennaritat der Glykane bei 1,84.

Fir die Auswertung der Intaktmasse-Daten waren Informationen tiber vorkommende Glykane
unerlasslich. Daftir wurden die Glykane mittels PNGaseF-Verdau vom Protein separiert und
aufgereinigt (vgl. Kapitel 4.2.2.5 und 4.2.2.6). Die Glykane wurden mit verschiedenen
Methoden analysiert. Zur Quantifizierung der unterschiedlichen Glykosylierungen dient eine

HILIC von Fluoreszenz-gelabelten Glykanen. Die aufgetrennten Glykane wurden zum einen
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mittels Glucose Units (GU) und zum anderen massenspektrometrisch identifiziert. Die
Glykane wurden dazu mit Schutzgruppen versehen (Permethylierung) und mittels MALDI-ToF
analysiert. Die Glykosylierungen wurden mit drei unterschiedlichen Verfahren analysiert.
Durch den Einsatz dieser drei Methoden konnten Informationen zusammengefiihrt werden,

um die unterschiedlichen Strukturen identifizieren und quantifizieren zu kénnen.
7.4.2.3. HILIC von 2-AB gelabelten Glykanen des mAb

Zur Derivatisierung mit 2-AB wurden Glykane von 200 pg Protein abgespalten
(vgl. Kapitel 4.2.2.5) und aufgereinigt (vgl. Kapitel 4.2.2.6). Nach dem Labeling der Glykane
(vgl. Kapitel 4.2.2.7) wurden diese mittels Gelfiltration gereinigt, getrocknet und in 100 pL
eines Laufmittelgemisches geldst. 5 uL der Probe wurden injiziert und Uber eine XBridge®
Glycan BEH Amide Saule in einem binaren Laufmittelgemisch aufgetrennt. Die
Fluoreszenz-gelabelten Glykane konnten mittels FL-Detektor detektiert werden
(vgl. Kapitel 4.2.2.8). Zur ldentifizierung der Peaks wurde unter gleichen Bedingungen eine
Dextran Leiter aufgetrennt und detektiert. Aus der Anzahl der Glukosen und der zugehdérigen
Retentionszeit wurde eine Kalibrierreihe der GU (Glukose Einheiten) berechnet. Anhand
dieser Kalibrierreihe konnten fir die unterschiedlichen Glykanpeaks GUs berechnet werden.
Mit Hilfe dieser Daten konnten Glykanstrukturen zu den Peaks zugeordnet werden. Als
Datenbank diente die EuroCarb DB
(http://relax.organ.su.se/eurocarb/search_glycobase.action; Stand 31.08.2017). In Abbildung
55 ist ein Beispiel-Chromatogramm der 2-AB gelabelten Glykane eines mAb zum Zeitpunkt
des ersten Medienwechsels gezeigt.
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Abbildung 55: Chromatogramm von 2-AB gelabelten Glykanen eines mAb aus dem ersten
Medienwechsel. Es sind die mittels GU und MS-Daten identifizierten Glykane gezeigt.

Den identifizierten Glykanstrukturen wurden folgende Qualitatsattribute zugeteilt: Antennaritat,

Galaktosylierungsgrad, core-Fucosylierungsgrad, antennare Fucosylierung, Sialylierungsgrad
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und den Anteil an High Mannose Strukturen. Die Berechnung istin Kapitel 4.2.2.8 beschrieben.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 56 gezeigt. Es wurden keine Hybrid-Strukturen identifiziert.
Der Anteil an trunkierten Strukturen war gering (0,03 und 0,08 pro identifiziertem Glykan) und
wird hier nicht gezeigt. Es wurden zum Grof3teil diantennére Glykane identifiziert. Dies
entspricht den Daten aus der Intaktmassen-Analytik. Der Galaktosylierungsgrad lag nach der
HILIC-FLD geringfugig héher (um 0,11 bis 0,15 pro identifiziertem Glykan), als mittels
Intaktmassen-Analytik ermittelt, jedoch ist der Verlauf bei beiden Analysen ahnlich. Nach drei
Tagen betrug der Galaktosylierungsgrad 0,57, zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels
0,48 und bei der Ernte mit Medienwechsel 0,16. Das Produkt aus den Kontrollkulturen wies
eine  Galaktosylierung von 46 % auf. Der mittels HILIC-FLD ermittelte
core-Fucosylierungsgrad lag nach drei und sechs Tagen Kultivierungsdauer bei 0,98. Zum
Ende der Kultivierung sank der Anteil an fucosylierten Glykanen auf 64 %. Dieser Verlauf

entspricht dem, der mittels Intaktmassen-Analytik ermittelt wurde.
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Abbildung 56: Ergebnisse der HILIC-FLD. Der Analytik der mAb aus dem ersten und zweiten
Medienwechsel, sowie aus der Ernte ohne Medienwechsel lagen Proben aus drei biologischen
Triplikaten zu Grunde, hier wird die Standardabweichung mit den Fehlerbalken (schwarz) angezeigt.
Fur die Analytik der mAb aus der Ernte mit Medienwechsel lagen zwei Proben zugrunde. Die
Fehlerbalken (grau) zeigen jeweils die Differenz der Ergebnisse der beiden Proben an. Es wurden keine
sialylierten Strukturen oder Strukturen mit antennéren Fucosen identifiziert.

84 % aller identifizierten Glykane des Produktes der Kontrollkultur wiesen eine
core-Fucosylierung auf. Ahnlich wie die Ergebnisse der Intaktmassen-Analytik zeigten die
Ergebnisse der HILIC-FLD, dass zu Beginn der Kultivierung (bis Tag sechs) kaum High
Mannose Strukturen detektiert werden konnten (1. MW und 2. MW: 1 %). Am Ende der
Kultivierung, als die Viabilitdt der Zellen sank, stieg ihr Anteil auf 32 %. In der Kontrollkultur

lag der Anteil an High Mannose Strukturen bei 14 %.
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7.4.2.4. Identifizierung und relative Quantifizierung von permethylierten Glykanen des
mADb

Um die mittels HILIC-FLD aufgetrennten und detektierten Glykanstrukturen sicher
identifizieren zu kénnen, wurde die Annotation mittels GU mit den Daten aus den Ergebnissen
der Massenspektrometrie Uberprtft. Die vom Protein abgespaltenen Glykane (vgl. Kapitel
4.2.2.5 und 4.2.2.6) wurden vor der Messung mittels MALDI-ToF permethyliert, sodass
maogliche terminale Sialinsduren bei der lonisierung nicht abgespalten wurden. In den
erhaltenen Spektren wurden Glykane annotiert. Dazu wurde eine Datenbank erstellt, die 174
Glykanstrukturen (High Mannose, Hybrid- und komplexe Strukturen) beinhaltet (vgl. Anhang:
Tabelle-A 3). Es handelt sich um Strukturen, die fur Sdugetiere bekannt sind. Zur Berechnung
der m/z der unterschiedlichen Strukturen wurden in der Software GlycoWorkBench (Ceroni,
A., et al.; 2008) folgende Parameter eingestellt: Derivatisierung: Permethyliert; Ende:
reduziertes Ende; Na"-Addukte.
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Abbildung 57: Massenspektrum der Glykane eines mAbs aus dem ersten Medienwechsel. Neben dem
m/z ist jeweils die identifizierte Glykanstruktur gezeigt.

In Abbildung 57 ist ein Massenspektrum permethylierter Glykane gezeigt. Die Glykane
stammen von einem mAb, der aus dem ersten Medienwechsel stammt. Deutlich zu erkennen
ist, dass die Struktur FA2 am Intensivsten detektiert wurde, gefolgt von FA2G1 und FA2G2.
Alle Spektren wurden nach den m/z der Glykanstrukturen durchsucht. Den identifizierten
Glykanen wurden analog zu der Auswertung der Intaktmassen-Analytik und der HILIC-FLD
Qualitatsattribute zugeordnet (vgl. Kapitel 4.2.2.8; Formel (2)). In Abbildung 58 sind die
Ergebnisse der Auswertung gezeigt. Die Ergebnisse stimmen weitestgehend mit denen der
Intaktmassen-Analytik (vgl. Kapitel 7.4.2.2) und der HILIC-FLD (vgl. Kapitel 7.4.2.3) tberein.
Die Antennaritat lag zu allen Zeitpunkten bei 2,0. Der Galaktosylierungsgrad sank zum Ende
der Kultivierung von 0,57 + 0,03 (1. MW), bzw. 0,46 £ 0,04 (2. MW), auf 0,14 £ 0,08.
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Abbildung 58: Ergebnisse der MALDI-ToF Messungen der permethylierten Glykane. Der Analytik der
mAb aus dem ersten und zweiten Medienwechsel sowie aus der Ernte ohne Medienwechsel lagen
Proben aus drei biologischen Triplikaten zu Grunde, hier wird die Standardabweichung mit den
Fehlerbalken (schwarz) angezeigt. Fur die Analytik der mAb aus der Ernte mit Medienwechsel lagen
zwei Proben Zugrunde. Die Fehlerbalken (grau) zeigen jeweils die Differenz der Ergebnisse der beiden
Proben an. Es wurden weder sialylierte Glykane noch Glykane mit antennaren Fucosen identifiziert.

Ohne Medienwechsel lag er bei 0,46 + 0,04. Ebenso war der core-Fucosylierungsgrad am
Ende der Kultivierung mit Medienwechsel mit 0,60 + 0,06 am Geringsten, wéhrend zum
Zeitpunkt des ersten und des zweiten Medienwechsels tber 90 % der Glykane fucosyliert
waren. Der Fucosylierungsgrad des mAb aus den Kontrollkultivierungen lag bei 0,81 + 0,02.
Die Daten der MALDI-Messungen zeigten, wie auch die Daten der Intaktmasse-Analytik und
der Analytik der gelabelten Glykane, einen deutlichen Anstieg von High Mannose Strukturen
zum Ende der Kultivierungen mit Medienwechsel (von 0,01 (1. MW), bzw. 0,00 (2. MW) auf
0,32). Der Anteil an High Mannose Strukturen in den Kontrollkultivierungen betrug 12 %.

7.4.2.5. Zusammenfassung der Analytik des mAb

Die Daten der unterschiedlichen Produktanalysen werden in diesem Kapitel zusammen mit
den Kultivierungsdaten diskutiert. Neben der Diskussion der Produktanalytik werden die
analytischen Methoden beurteilt und die Produktglykosylierung wird hinsichtlich

pharmazeutischer Gesichtspunkte bewertet.
1) Einschéatzung der Analytik

Zunachst sollen die Analytik-Strategien, mit denen intakte Glykane untersucht wurden,

verglichen werden.
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Tabelle 21: Zusammenfassung der Ergebnisse der Produktanalytik aus drei unterschiedlichen
Analysen (IM = Intaktmassen-Analytik des intakten Proteins; 2-AB = HILIC-FLD 2-AB gelabelter

Glykane; MALDI = MALDI-ToF Analyse permethylierter Glykane)

Qualitats- Analytik 1. MW 2. MW Ernte + MW  Ernte -MW
attribut Tag 0-3 Tag 4-6 Tag 7-9 Tag 0-9
IM 1,98+0,00 1,97+0,02 1,94+0,00 1,82
Antennaritat 2-AB 1,96 + 0,00 1,97 £0,00 1,93+£0,00 1,96+0,00
MALDI 2,00+£0,00 2,00+0,00 2,00+0,00 2,00 +0,00
IM 0,68+0,03 0,64+0,10 0,16 +0,07 0,57
Galaktosylierung 2-AB 0,57 £ 0,01 0,48 £ 0,00 0,16 £ 0,02 0,46 £ 0,04
MALDI 0,57+0,03 0,46 +0,04 0,14 +0,08 0,46 +0,04
core- IM 0,82+0,02 0,84+0,04 0,51+0,00 0,72
=ucasyliermg 2-AB 0,98+0,01 098+0,00 0,64+002 0,84+0,00
MALDI 091+002 095+0,01 060+0,06 0,81+0,02
IM 0,09+0,02 0,10+0,04 0,31+0,01 0,09
High Mannose 2-AB 0,01+0,00 0,01+000 0,32+0,01 0,14%0,00
MALDI 0,01+0,00 0,00+x0,00 0,32+0,11 0,12+0,00

Fur die Analytik kamen folgende Methoden zum Einsatz: Intaktmassen-Analytik, HILIC-FLD
2-AB gelabelter Glykane und MALDI-ToF Analytik permethylierter Glykane. Die Ergebnisse

der verschiedenen Methoden sind in Tabelle 21 und Abbildung 59 vergleichend dargestellit.
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Abbildung 59: Vergleichende Darstellung der drei Analysen zur N-Glykosylierung des mAb nach
wachstumsspezifischer Probenahme (IM = Intaktmassen-Analytik; 2-AB = HILIC-FLD 2-AB gelabelter
Glykane; MALDI = MALDI-ToF Analytik permethylierter Glykane).

Es wird deutlich, dass die Abweichungen unter den Analytik-Strategien gering sind. Dies zeigt
zum einen, dass weder PNGase F Verdau noch die anschlieende Aufreinigung der Glykane

selektiv waren und die Glykan-Analytik somit nicht einschranken. Trotz geringer Unterschiede

141



Ergebnisse und Diskussion

der absoluten Werte zeigen alle drei Analysen fir die unterschiedlichen Qualitéatsattribute
gleiche Trends, was ebenso gegen eine Selektivitat der Probenvorbereitung (PNGase F
Verdau, Glykan Aufreinigung, Labeling und Permethylierung) sowie der eigentlichen Analysen
(microTOF, HILIC-FLD und MALDI-ToF) spricht (vgl. Abbildung 59). Des Weiteren konnten
mit keiner der Analytik Methoden Sialinsduren nachgewiesen werden.

2) Ursachen fur die Unterschiede in der Glykosylierung

Mittels Intaktmassen-Analytik wurde zusétzlich zu den Qualitatsattributen, die die
Mikroheterogenitdt beschreiben, die Besetzung der Glykosylierungsstellen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Kultivierung analysiert. Zu allen Zeitpunkten lagen
97 % der Glykosylierungsstellen glykosyliert vor. In der Literatur wird mehrfach beschrieben,
dass sich sowohl eine Glukose-, als auch eine Glutaminlimitierung auf die Glykosylierung des
Produktes negativ auswirkt. Es wurde sowohl bei CHO-Zellen, als auch bei humanen Zellen
beobachtet, dass der Anteil an nicht glykosyliertem Produkt bei Glukosemangel zunimmt (Liu,
B., et al.; 2014; Hayter, P. M., et al.; 1992; Seo, J. S., et al.; 2014). Fir einen Glutaminmangel
konnte der gleiche Effekt bei BHK-Zellen gezeigt werden (Cruz, H. J., et al.; 2000). Im
Zeitraum zwischen Tag sieben und Tag neun (Ernte mit MW) waren sowohl Glukose, als auch
Glutamin limitierend. In diesem Zeitraum blieb der Anteil an glykosyliertem Produkt konstant.
Liu et al. berichteten hingegen von einer Zunahme von nicht glykosyliertem mAb bereits nach
24 h ohne Glukose, bzw. bei Glukosekonzentrationen von 12,5 mM. Ein vollstandig
glykosylierter mAb wurde bei einer Glukosekonzentration von 25 mM produziert. Der mAb
wurde in stabil transfizierten CHO.DUXB-Zellen produziert (Liu, B., et al.; 2014). Fur die hier
kultivierten Zellen, in dem hier verwendeten, chemisch definierten Medium konnte dieser
Effekt auch nach drei Tagen unter sowohl Glukose-, als auch Glutaminlimitierung nicht
bestatigt werden. Auswirkungen wie die Erhéhung des Anteils an High Mannose Strukturen
und Verringerung des Grades an Galaktosylierung bei Glukose- und Glutaminmangel fanden
sich in diesen Ergebnissen jedoch bestatigt (vgl. Tabelle 21 und Abbildung 59). Mit den vier
durchgefuihrten Analysen konnten Ubereinstimmend folgende Beobachtungen gemacht

werden:

1) Die Glykane des mAb waren nicht sialyliert.

2) Die Hauptformen der identifizierten Glykane waren GOF, G1F und mit geringerem
Anteil G2F.

3) Die Antennaritéat blieb annahernd konstant. Es lagen zu jedem Zeitpunkt fast

ausschliefdlich diantennare Strukturen vor.
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4) Der Galaktosylierungsgrad nahm im Verlauf der Kultivierung ab. Zu Beginn lagen
durchschnittlich ca. 50 % der Glykane galaktosyliert vor, wahrend zum Ende der
Kultivierung im Durchschnitt ca. 15 % galaktosyliert waren.

5) Der Anteil der core-fucosylierten Glykane nahm im Verlauf der Kultivierung ab. Zum
Zeitpunkt der ersten beiden Medienwechsel trugen 82-98 % der Glykane eine
core-Fucose. Die Glykane aus der Ernte mit Medienwechsel zeigten zu 51-64 %
core-Fucosen.

6) Der Anteil an High Mannose Strukturen war am Ende der Kultivierung am hoéchsten.
Wahrend der ersten sechs Tage lag der Anteil an High Mannose Strukturen bei 1-10 %.
Zum Ende der Kultivierung (Tag 7-9) stieg der Anteil auf 31-32 %.

In keiner der drei Analysen der intakten Glykane konnten Sialinsduren nachgewiesen werden.
Die Quantifizierung abgespaltener Sialinsauren (vgl. 7.4.2.1) bestatigte die Abwesenheit von
sowohl NANA und NGNA. Dies ist nicht weiter verwunderlich, da weder humane Antikorper
noch die meisten in CHO, NSO, SP2/0 oder PERC.6 produzierten Antikdrper sialyliert sind,
obwohl andere Glykoproteine, die in den gleichen Systemen produziert wurden,
Sialylierungen aufweisen (Beck, A.; Reichert, J. M.; 2012). Die Zellen, die mAbs mit sialylierten
Glykanen produzieren, sind genetisch optimiert. Solchen Antikdrpern konnte eine
entzindungshemmende Wirkung zugeschrieben werden (Nimmerjahn, F.; Ravetch, J. V.;
2008). Die ADCC wird jedoch verringert (Beck, A.; Reichert, J. M.; 2012). Je nach
Einsatzgebiet sind nicht sialylierte Glykane bei mAbs also erwiinscht oder unerwinscht.

Die identifizierten diantenndren Glykanformen sind bekannt fiir die mAb-Glykosylierung und
sind essentiell fur die Bindung und Aktivierung von Fcy-Rezeptoren (Jefferis, R.; 2012; Beck,
A.; Reichert, J. M.; 2012). Die Galaktosylierung der Antennen war am Ende der Kultivierung
(Tag sieben bis neun) deutlich geringer (15 %) als im Zeitraum von Tag null bis Tag sechs
(50 %). Ein solcher Effekt wird wie auch die Zunahme der High Mannose Strukturen in der
Literatur in Zusammenhang mit geringen Glukose- und Glutaminkonzentrationen gebracht
(vgl. Kapitel 1.3.2) (Hayter, P. M., et al.; 1992; Chapman, A. E.; Calhoun, J. C.; 1988; Liu, B.,
etal.; 2014; Jayme, D., et al.; 1997; Seo, J. S., etal.; 2014; Chee Furng Wong, D., et al.; 2005;
Cruz, M. P.; 2015; Villacrés, C., et al.; 2015). Da sowohl die Glukose, als auch die
Glutaminkonzentration im Zeitraum vom siebten bis zum neunten Tag der Kultivierung
anndhernd 0 mM betrug, kann mit den hier gezeigten Ergebnissen sowohl die Abnahme der
Galaktosylierung, als auch die Zunahme an High Mannose Strukturen bestatigt werden. Die
Zunahme von High Mannose Strukturen bedingt eine Verringerung des Anteils an
core-Fucosylierungen, da High Mannose Strukturen nicht fucosyliert vorliegen (Zhou, Q., et

al.; 2008). Des Weiteren ist davon auszugehen, dass die Ammoniumkonzentration im
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genannten Zeitraum erhdht war, was ebenfalls eine Verringerung der Galaktosylierung zur
Folge haben kann (vgl. Kapitel 1.3.2) (McCracken, N. A, et al.; 2014; Gawlitzek, M., et al.;
1998; Gawlitzek, M., et al.; 2000; Yang, M.; Butler, M.; 2000a; Yang, M.; Butler, M.; 2002). Die
Ammoniumkonzentration wurde in diesen Kultivierungen nicht ermittelt. Es ist davon
auszugehen, dass sie zum Ende der Kultivierung zwischen 5 und 10 mM lag (Buntemeyer, H.,
et al.; 1992), da das Ammonium hauptsachlich durch die Verstoffwechselung des Glutamins
bzw. durch den chemischem Abbau des Glutamins entsteht. Dies ist jedoch hypothetisch, da
der Stoffwechsel sowohl Zelllinien, als auch Klon abhéngig ist. Glutamin wurde in diesen
Kultivierungen in einer Konzentration von 8 mM supplementiert. Diese Daten deuten darauf
hin, dass die Veranderung der Glykosylierung sowohl durch N&hrstoffmangel als auch durch
Akkumulation von Metaboliten im Kulturiberstand verursacht wird. Vermutlich wird zum Ende
der Kultivierung bereits anders glykosyliertes Produkt sekretiert als am Anfang. Es wird
vermutet, dass die Kultivierungsbedingungen den Produktionsprozess der Zelle beeinflussen,
was unabhangig von der Wachstumsphase, in der sich die Zellen befinden, wéare. Die
Antennaritat blieb Gber den Kultivierungszeitraum annahernd konstant.

Um einschatzen zu kénnen, ob die gefundenen Unterschiede in den Glykosylierungen
zellbezogen sind, oder durch chemische bzw. enzymatische Prozesse aul3erhalb der Zelle
verursacht werden, wurden die Ergebnisse der einzelnen Probenahmen unter
Berticksichtigung der Produktquantitét bei jeder Probenahme aufsummiert und mit den

Ergebnissen der Kontrollkultivierung verglichen. Die Berechnung ist in Formel (3) gezeigt.

(3) Xmitmw = Pli% X Xg(1.Mw) +Pzz':% X Xg(2.Mw) +13Erm§w X Xg(Ernte)

mit X,,;: yw = Durchschnitt des normalisierte Kenngrof3e des jeweiligen
Quialitatsattributs Uber die drei Probenahmen

Piyw = Produktmenge nach erstem Medienwechsel

»P= Summe der Produktmengen aus erstem, zweitem Medienwechsel und
Ernte mit Medienwechsel

Xk (1L.MW)= normalisierte Kenngré3e der jeweiligen Klasse (erster

Medienwechsel)

Der zugehdrige Fehler wurde mittels Gaul3scher Fehlerfortpflanzung berechnet (vgl. Formel

(4)).
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Wirden die summierten Ergebnisse der Qualitatsattribute der Kultivierung mit Medienwechsel,
denen der Ergebnisse ohne Medienwechsel entsprechen, so wirde dies einen Hinweis dafir
liefern, dass der Grund fur die unterschiedliche Glykosylierung auf die Produktion durch die
Zellen zuriickzufiihren ist. Das Produkt, welches am Ende der Kultivierung ohne
Medienwechsel geerntet wurde, setzt sich in diesem Fall aus den Produkten der einzelnen
Wachstumsphasen zusammen. Demnach héatte die Verweildauer des Produktes in der Kultur
keinen Einfluss auf die Glykosylierung. Unterschiede in den Ergebnissen hingegen wirden
auf eine Beeinflussung der Glykosylierung durch unterschiedliche Verweilzeiten in der Kultur
hinweisen.

In Abbildung 60 sind die mittels Formel (3) berechneten Werte im Vergleich zum Produkt der
Kontrollkultivierung gezeigt. Es wurden sowohl fur die Analytik mittels HILIC-FLD (Abbildung
60 (A)), als auch fur die massenspektrometrische Analytik (Abbildung 60 (B)) die Antennaritat,
der Galaktosylierungsgrad, der core-Fucosylierungsgrad sowie der Anteil an High Mannose
Strukturen berechnet. Antennéritat und Galaktosylierungsgrad zeigten innerhalb der Fehler
keine Unterschiede zwischen den Produkten, die aus der Kultivierung mit Medienwechsel
stammen, zu den Produkten, die tber die gesamte Kultivierungsdauer im Kulturtiberstand bei
37 °C verweilten. Bei der core-Fucosylierung und dem Anteil an High Mannose Strukturen
sind geringe Unterschiede zu erkennen. Die core-Fucosylierung der Summe der Produkte aus
den Kultivierungen mit Medienwechsel ist geringfiigig héher (HILIC-FLD: 90 % * 1 %; MALDI-
ToF: 86 % + 1 %), als die der Kontrollkultivierung (HILIC-FLD: 84 % + 0 %;
MALDI-ToF: 81 % * 2 %). Der mAb aus den Kontrollkultivierungen zeigte einen hoheren Anteil
an High Mannose Strukturen (HILIC-FLD: 14 % + 0 %; MALDI-ToF:12 % + 0 %), als die
Summe der Produkte aus den Kultivierungen mit Medienwechsel (HILIC-FLD: 8 % + 1 %;
MALDI-ToF: 8 % + 1 %). Wie bereits erwéahnt sind High Mannose Strukturen nicht fucosyliert,
was die Abnahme der core-Fucosylierungen bei Zunahme von High Mannose Strukturen
erklart. Es ist unwahrscheinlich, dass im Kulturiiberstand durch chemische oder enzymatische
Prozesse High Mannose Strukturen aus komplexen Glykanen entstehen. Bei Betrachtung
dieser Daten muss bertcksichtigt werden, dass die Viabilitat in den Kulturen mit
Medienwechsel schneller abfiel, als in den Kontrollkultivierungen (vgl. 7.1.2.1; mit

Medienwechsel: ab Tag sechs von 96 % auf 77 % (Tag acht) bzw. 46 % (Tag neun); ohne
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Medienwechsel: ab Tag sechs von 96 % auf 92 % (Tag acht) bzw. 58 % (Tag neun);
vgl. Tabelle 16; Tabelle 20).
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Abbildung 60: Vergleich der Glykosylierungen der Summe des mAbs aus den wachstumsspezifischen
Probenahmen und dem mAb aus der Kontrollkultivierung. (A) Analytik der 2-AB gelabelten Glykane
mittels HILIC-FLD. (B) Massenspektrometrische Analytik der permethylierten Glykane des mAbs.

Deswegen konnte nicht eindeutig festgestellt werden, ob die Unterschiede in der
Fucosylierung bzw. im Anteil der High Mannose Strukturen durch unterschiedliche Viabilitaten
zwischen Kontrollkulturen und Kulturen mit Medienwechsel begriindet waren, oder ob dies

durch eine langere Verweilzeit des Produktes im Kulturiberstand erklart werden kdnnten.
3) Bedeutung der identifizierten Glykane fir die pharmazeutische Wirkung

2013 machten die mAbs, die zur Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt werden 44 %
der mAbs aus, die den gré3ten Umsatz machten (neun mAbs: Humira, Enbrel, Remica,
Rituxan/MabThera, Avastin, Herceptin, Lucentis, Erbitux und Eylea: 58 Milliarden US $)
(Walsh, G.; 2014). Diese mAbs sollen eine mdglichst starke ADCC hervorrufen, um
Tumorzellen zu beka&mpfen. Der hier produzierte Antikbrper wirde zwar kaum
immunologische Reaktionen hervorrufen, da kein NGNA an den Glykanen zu finden war und
der High Mannose Anteil sehr gering war, jedoch kénnte die Wirkung des Antikorpers optimiert
werden, indem die core-Fucosylierung erniedrigt wiirde. Dass core-fucosylierte Glykane die
ADCC verringern, ist lange bekannt und Ansatzpunkt zur Optimierung von mADbs
(vgl. Kapitel 1.5.2.2) (Rothman, R. J., et al.; 1989; Shields, R. L., et al.; 2002; Yamane-Ohnuki,
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N., et al.; 2004; Satoh, M., et al.; 2006; Mori, K., et al.; 2007). Zum Ende der Kultivierung sank
der Anteil der core-fucosylierten Antikorper, jedoch lediglich, da mehr High Mannose
Strukturen gebildet wurden. MAbs mit High Mannose Strukturen werden schneller im
Blutkreislauf abgebaut (Goetze, A. M., et al.; 2011; Kanda, Y., et al.; 2007; Kanda, Y., et al.;
2006). Demnach verbessert sich die Produktqualitat zum Ende der Kultivierung hinsichtlich
der Pharmakokinetik und -dynamik nicht.

Um ein Therapeutikum, welches eine hohe ADCC ausl6st, zu produzieren, reicht es im Falle
der mAb-produzierenden CHO-XL99-Zellen vermutlich nicht aus, den Kultivierungsprozess zu
optimieren, da zu jedem Zeitpunkt mindestens 80 % der mAb fucosyliert vorlagen. Der
pH-Wert wahrend der Kultivierung kdnnte angepasst werden, da bereits mehrfach gezeigt
werden konnte, dass dadurch der Fucosylierungsgrad beeinflusst werden kann (Muthing, J.,
et al.; 2003; Trummer, E., et al.; 2006; Borys, M. C., et al.; 2010). Ebenso kann die Osmolaritat
des Mediums Auswirkungen auf die core-Fucosylierung haben, wie Konno et al. 2012 zeigten
(Konno, Y., et al.; 2012). Diese Parameter zeigen aber, wie auch der Einfluss der Temperatur
auf die Fucosylierung (Agarabi, C. D., et al.; 2015), keinen eindeutigen Trend (vgl. Kapitel
1.3.2). Daher ist eine Optimierung der Fucosylierung durch Kultivierungsparameter diffizil.
Einfacher ist der Einsatz von fluorierten Fucose-Analoga (Rillahan, C. D., et al.; 2012;
Kaminska, J., et al.; 1999), jedoch ware fir eine Produktion im industriellen Mafl3stab die

Optimierung der Produktionszelle durch molekularbiologische Methoden vorzuziehen.
7.4.3. Produktanalytik des C1-INHs

Um mogliche Unterschiede in der Qualitdt des C1-INHs aus den unterschiedlichen
Wachstumsphasen (die ersten funf Tage: 1. MW; die nachsten vier Tage: 2. MW; weitere drei
Tage: Ernte mit MW und die 12-tagige Kontrollkultivierung: Ernte ohne MW) zu identifizieren,
wurden drei Analysen zur Glykosylierung des Produktes durchgefiihrt. Die Sialinsauren
wurden mittels milder Hydrolyse vom Produkt abgespalten und quantifiziert (vgl. Kapitel
4.2.2.2). Des Weiteren wurden die N-Glykane spezifisch mittels PNGase F Verdau vom
Protein abgespalten (vgl. Kapitel 4.2.2.5 und 4.2.2.6). Ein Teil der Glykane wurde
Fluoreszenz-gelabelt, mittels HILIC-FLD aufgetrennt und detektiert (vgl. Kapitel 4.2.2.7 und
4.2.2.8). Der andere Teil wurde permethyliert, um die Glykane Uber ihre Masse zu
identifizieren und relativ zu quantifizieren (vgl. Kapitel 4.2.2.10). Hier werden die Ergebnisse
dargestellt und diskutiert. In Tabelle 22 sind einige fur die folgende Diskussion relevante

Kultivierungsparameter zusammengefasst.
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Tabelle 22: Zusammenfassung einiger Kultivierungsparameter, die sich auf die Produktglykosylierung
auswirken kénnen.

1. MW 2. MW Ernte + Ernte -
Kultivierungsparameter MW MW

Tag 0-5 Tag 6-9 Tag 10-12 Tag 0-12
Viabilitat 98 % 74-85 % 49-53 % 49-53 %
Glukosekonzentration 25 mM 1mM 0mMm 0mM
Glutaminkonzentration 3,5mM 0,4 mM 0,1 mM 0,0 mM

7.4.3.1. Sialinsaure-Bestimmung des C1-INHs

Fur die Sialinsdure-Bestimmung wurden je 50 ug des aufgereinigten C1-INH eingesetzt. Das
entspricht einer Stoffmenge von 907 pmol. Die abgespaltenen Sialinsduren wurden mittels
HPAEC-PAD aufgetrennt. In Abbildung 61 ist beispielhaft ein Chromatogramm einer Probe
und des Standards (100 uM) gezeigt. Es ist zu erkennen, dass NANA bei einer Retentionszeit
von 2,8 min detektiert wurde. In der Probe sind NANA und der interne Standard zu erkennen.
Es war lediglich fur die Probe des zweiten Medienwechsels ausreichend Material aus den drei
biologischen Replikaten vorhanden. Es konnte in keiner Probe NGNA detektiert werden. Die
ermittelten NANA-Konzentrationen wurden auf die Proteinmenge bezogen (vgl. Abbildung
62 (A)) und auf eine Glykosylierungsstelle (Summe aus sechs N- und neun
O-Glykosylierungsstellen) (vgl. Abbildung 62 (B)). Der Sialinsauregehalt lag zwischen 28 mol
und 40 mol NANA pro mol Protein, bzw. zwischen 1,8 und 2,6 NANA pro Glykosylierungsstelle
(N- und O-Glykane).

nC iStandard 100 uM
150 iC1-INH_4_1Mw
100 |

— NANA
NGNA

Signal
KDN

Retentionszeit

Abbildung 61: Chromatogramme des Sialinsdure Standards mit 100 pM NANA und NGNA (blau) und
von einer hydrolysierten C1-INH Probe (schwarz), jeweils mit dem internen Standard Kdn.

Aufgrund der hohen Standardabweichung der Probe vom zweiten Medienwechsel ist kein
signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten zu erkennen. Jedoch
sank der Sialylierungsgrad zum Ende der Kultivierung. Zum Zeitpunkt des ersten

Medienwechsels waren im Schnitt 2,5 £ 0,1 N-Acetylneuraminséuren an einem Glykan. Zum
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Ende der Kultivierung waren es 2,0 £ 0,3. Bei der Kontrollkultivierung lag die Sialylierung pro

Glykosylierungsstelle bei 1,8 £ 0,2.
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Abbildung 62: NANA bezogen auf (A) ein mol Protein, bzw. (B) auf alle Glykosylierungsstellen eines
Mols C1-INH. Fir den zweiten Medienwechsel konnte die Standardabweichung berechnet werden, da
es drei biologische Replikate gab (schwarze Fehlerbalken). Die grauen Fehlerbalken zeigen die
Differenzen der Duplikate.

Beim C1-INH ist zu beachten, dass neben den sechs N-Glykosylierungsstellen weitere neun
O-Glykosylierungsstellen vorhanden sind. Diese sind bei der Berechnung der Sialinsauren pro
Glykosylierungsstelle zu beriicksichtigen, da die Abspaltung der Sialinsauren unspezifisch
war und sowohl Sialinsauren von N-, als auch von O-Glykanen abgespalten wurden. Hier
wurde ein Durchschnittswert fiir alle 15 Glykosylierungsstellen berechnet.

Zur genaueren Betrachtung der N-Glykane wurden diese mittels PNGaseF vom Protein
abgespalten und zum einen mit 2-AB gelabelt (vgl. Kapitel 4.2.2.7) und mittels HILIC-FLD
aufgetrennt und detektiert (vgl. Kapitel 4.2.2.8). Zum anderen wurden sie mit Schutzgruppen
versehen (Permethylierung (vgl. Kapitel 4.2.2.10)) und mittels Massenspektrometrie wurde
ihre Masse ermittelt, Gber die sie identifiziert werden konnten. Zusatzlich war eine relative

Quantifizierung durch die Peakintensitaten moglich.
7.4.3.2. HILIC-FLD von 2-AB gelabelten Glykanen des C1-INHs

Die 2-AB gelabelten Glykane wurden tber einen 82-minitigen Gradienten (vgl. Kapitel 4.2.2.8,
Tabelle 9) aufgetrennt. In Abbildung 63 sind Chromatogramme der unterschiedlichen Proben
gezeigt. Zu erkennen ist, dass die Peaks nicht basisliniengetrennt werden konnten. Neben

einigen Hauptpeaks sind viele kleine Peaks zu erkennen.
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1. MW

2. MW

Ernte mit MW

FL-Signal

Ernte ohne MW

Retentionszeit [min]

Abbildung 63: Chromatogramme der 2-AB gelabelten Glykane des C1-INHs der unterschiedlichen
Wachstumsphasen.

Trotz ldentifizierung von Glykanen mittels MALDI-ToF-MS und der Berechnung von GUs
konnte keine eindeutige Annotation durchgefuhrt werden. Im Vergleich mit dem
Chromatogramm in Abbildung 63 der Glykane eines mAb zeigen diese Chromatogramme eine
hohe Komplexitat und Heterogenitdt der N-Glykosylierung des C1-INHs. Die
Chromatogramme der unterschiedlichen Proben unterschieden sich, was eine variierende
Glykosylierung in den diversen Wachstumsphasen vermuten lie3. Die gemessenen
biologischen Replikate zeigten jeweils ein analoges Laufverhalten (vgl. Anhang: Abbildung-A
6). In Kapitel 7.4.2.5 wurde gezeigt, dass sich die Ergebnisse der Analytik der Glykane mittels
HILIC-FLD und MALDI-ToF kaum unterschieden und die Methoden keine Selektivitaten
aufwiesen. Daher wurden zur naheren Betrachtung der Glykosylierung die Ergebnisse der

Massenbestimmung der permethylierten Glykane genutzt.

7.4.3.3. Identifizierung und relative Quantifizierung der permethylierten Glykane des
C1-INHs

Die abgespaltenen Glykane konnten Uber ihre Masse identifiziert werden. Um die Sialinsauren
vor einer Abspaltung in der MALDI-Quelle zu schutzen, wurden die Glykane permethyliert
(vgl. Kapitel 4.2.2.10). Die durch die Chromatogramme vermutete Komplexitdt und
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Heterogenitat der Glykosylierung des C1-INHs wurde in den Spektren bestétigt (vgl.
Abbildung 64).

—_
(&)}
[

Signal -104
=

o
(&)}
.

=
-

\‘ . || ” l“.' l /.
’I.MV[L\FWI.‘.i'.‘“‘)‘ﬂ'«ll|.I-N|J\\L’lmw'.wllw_‘,‘,‘ﬂupﬂiJ\\l NI VI‘ Lol 1 J

L i L"".wm.'\-‘ M [’1\11,;\’IJ1 L‘ i

1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
m/z

Abbildung 64: MS-Spektrum permethylierter Glykane des C1-INHs am flnften Tag der Kultivierung.
Einige der identifizierten Glykanstrukturen sind gezeigt. Rot umrandet: Sialyl-Lewis*.

Es wurden diantennare, triantennare und tetraantennare Glykane identifiziert. Neben einer
core-Fucosylierung wurden Strukturen mit antennaren Fucosen gefunden. Das bedeutet, dass
Lewis*, bzw. Sialyl-Lewis* Strukturen vorlagen (vgl. Abbildung 6). Die Glykane lagen asialo
bis hin zu tetrasialo vor. Alle Spektren wurden gegen die Glykandatenbank (vgl. Anhang:
Tabelle-A 3) durchsucht. Die Intensitdten der annotierten Peaks dienten zur relativen
Quantifizierung. Wie unter Kapitel 4.2.2.8 beschrieben wurden den identifizierten Glykanen
Qualitatsattribute zugeordnet. In Abbildung 65 sind die Ergebnisse gezeigt. Vom ersten
Medienwechsel und von der Ernte mit Medienwechsel wurden je zwei biologische Replikate
analysiert. Von den restlichen Zeitpunkten konnte die Analytik mit biologischen Triplikaten
durchgefuhrt werden. Der Anteil an High Mannose Strukturen betrug wahrend aller
Wachstumsphasen weniger als 1 % und ist hier nicht gezeigt. Die Antennaritat der Glykane
des C1-INHs lag nach funf Tagen der Kultivierung bei 2,65 + 0,06, nach weiteren vier Tagen
sank sie auf 2,61 + 0,03. Zum Erntezeitpunkt betrug die Antennaritdt der Proben mit
Medienwechsel 2,56 + 0,04, ohne Medienwechsel 2,50 + 0,07. Innerhalb der Fehler blieb die
Antennaritat annahernd gleich. Der Galaktosylierungsgrad verringerte sich im Laufe der
Kultivierung. Zu Beginn der Kultivierung betrug dieser 2,05 £ 0,05. Zum Zeitpunkt des zweiten
Medienwechsels, sowie zum Zeitpunkt der Ernte (mit und ohne Medienwechsel) lag der
Galaktosylierungsgrad bei 1,8. 96-97 % der Glykane wiesen zu jedem Zeitpunkt eine
core-Fucosylierung auf. Die antennére Fucosylierung betrug nach dem ersten Medienwechsel
0,35 £ 0,02 und sank im weiteren Kultivierungsverlauf auf 0,26 £ 0,04 am neunten Tag der
Kultivierung. Am Ende der Kultivierung betrug sie 0,14 + 0,00. Der Wert der antennéren
Fucosylierung betrug beim C1-INH aus den Kontrollkultivierungen 0,20 + 0,05. Mittels

massenspektrometrischer Analytik kann nicht zwischen core-Fucose und antennarer Fucose
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unterschieden werden. Dies ware Uber die HILIC-FLD mdoglich. Diese Daten lagen fur den C1-
INH nicht vor. Da der C1-INH ebenso wie das AAT in humanen Zellen produziert wurden,
wurde angenommen, dass sich core-Fucosylierung und antennare Fucosylierung im Verlauf
der Kultivierung &ahnlich verhalten. Fur das AAT konnten die Glykane mittels HILIC-FLD
identifiziert und quantifiziert werden. Mit Sicherheit kann jedoch lediglich die Anzahl an

Fucosen bestimmt werden.
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Abbildung 65: MALDI-ToF Ergebnisse der permethylierten Glykane des C1-INHs. Die grauen
Fehlerbalken zeigen die Differenz der Doppelbestimmung an, da nur zwei biologische Replikate zur
Verfiigung standen. Die schwarzen Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der biologischen
Triplikate.

Der Sialylierungsgrad war zu Beginn der Kultivierung mit 0,73 + 0,15 am Hochsten. Nach dem
zweiten Medienwechsel lag der Sialylierungsgrad bei 0,51 + 0,12 und bei Ernte mit
Medienwechsel bei 0,49 + 0,03. Der Sialylierungsgrad des C1-INHs aus den
Kontrollkultivierungen ohne Medienwechsel betrug 0,56 £ 0,05. Es fallt auf, dass nach dem
ersten Medienwechsel sowohl Galaktosylierung, als auch antennédre Fucosylierung und
Sialylierung sanken. Die Viabilitdt der Kulturen lag zu diesem Zeitpunkt bei 97 %, zum
Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels bei 83 %. Es liegt nahe, dass Enzyme, die durch
Zelllyse bei sinkender Viabilitdt freigesetzt werden, die Glykane nach Sekretion im
Kulturiiberstand modifizieren (Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1994). Der Einfluss von
Sialidasen, die durch Zelllyse zum Ende der Kultivierung im Kulturiiberstand akkumulieren
wird gesondert in Kapitel 7.2 naher betrachtet. Im folgenden Kapitel wird die
Produktglykosylierung zusammenfassend diskutiert.
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7.4.3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse der Produktanalytik des C1-INHs

Der in dieser Arbeit produzierte C1-INH wies eine hohe Heterogenitat in der Glykosylierung
auf. Es konnten diantennére bis tetraantennare fucosylierte Strukturen identifiziert werden,
welche sialyliert sein konnten und zum Teil eine Lewis* Struktur aufwiesen. Die Daten der
Sialinsaure-Analytik und der Analytik der permethylierten Glykane zeigten folgende
Ergebnisse:

1) Es konnten di- bis tetraantennére fucosylierte komplexe Glykane, die bis zu vier NANA
und zum Teil antennére Fucosen tragen, identifiziert werden (vgl. Anhang: Abbildung-
AT7).

2) Die Sialylierung sank nach dem ersten Medienwechsel und blieb im folgenden
Kultivierungsverlauf annahernd konstant.

3) Die Antennaritat bleibt innerhalb der Fehler konstant bei 2,5.

4) Der Galaktosylierungsgrad féllt nach den Tagen null bis finf von 2,1 auf 1,8 ab und
bleibt im restlichen Kultivierungsverlauf konstant.

5) Der Grad an core-Fucosylierung bleibt konstant bei 1,0.

6) Die antennare Fucosylierung sinkt im Verlauf der Kultivierung von 0,4 auf 0,1.

Im Folgenden werden sowohl die Analysetechniken, als auch mogliche Ursachen flr
unterschiedliche  Glykosylierungen diskutiert. Die Bedeutung der identifizierten
Glykanstrukturen werden zusammenfassend mit den Ergebnissen des AATSs diskutiert, da es

fur diese zwei Plasmaproteine &hnliche Anforderungen als Biopharmazeutikum gibt.
1) Einschatzung der Analytik

Eine Beurteilung der Analytik Methoden ist im Falle der C1-INH Analytik kritisch, da die beiden
auswertbaren Analysen nicht vergleichbar sind. Die Sialinsaure-Analytik ist nicht spezifisch
fur N-Glykane, wohingegen durch einen spezifischen PNGase F Verdau permethylierte
N-Glykane analysiert wurden, die O-Glykane aber nicht betrachtet wurden. Die Daten der
Sialinsaure-Analytik zeigten zum Ende der Kultivierung (Tag neun bis Tag 12) die geringste
Sialylierung. Die Analytik der N-Glykane zeigte eine Abnahme der Sialylierung nach dem
ersten Medienwechsel. Die Sialylierung der N-Glykane blieb im weiteren Kultivierungsverlauf
anndhernd konstant. Eine Intaktmassen-Analytik konnte aufgrund der Produktheterogenitéat
nicht durchgeftihrt werden. Daher konnten in diesem Fall keine orthogonalen Methoden zur

Uberpriifung der Ergebnisse durchgefiihrt werden.
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2) Ursachen fur die Unterschiede in der Glykosylierung

Eine Ursache fir die Abnahme der Sialylierung im Kaultivierungsverlauf kann die
Sialidase-Aktivitat im Uberstand sein. Die Aktivitat der Sialidasen betrug zum Ende der
Kultivierung, als die Viabilitat der Zellen bereits unter 80 % lag, 0,5 mU (mit Medienwechsel),
bzw. 0,4 mU (ohne Medienwechsel). Eine Degradation von sekretiertem Produkt durch
cytosolische Enzyme, die durch Zelllyse in den Kulturiiberstand gelangen, ist mehrfach fr
unterschiedliche Zelllinien der Literatur beschrieben (vgl. Kapitel 1.4) (Gramer, M. J.; Goochee,
C. F.; 1994; Gramer, M. J., et al.; 1995; Lao, M. S., et al.; 1996; Munzert, E., et al.; 1997;
Munzert, E., et al.; 1995). Ein weiterer Grund fir die Abnahme des Sialylierungsgrades konnte
die Zusammensetzung des Mediums bzw. des Kulturiiberstandes sein. Dies konnte in diesem
Versuch nicht zweifelsfrei geklart werden. Vermutlich resultiert die verringerte Sialylierung
sowohl aus einer Degradation nach der Sekretion und aus einer veranderten Prozessierung,
die durch den Glukose- und Glutaminmangel (Tag neun Glukose: < 1 mM; Glutamin: < 0,4
mM; vgl. Abbildung 37, Abbildung 38, Tabelle 20) sowie durch Akkumulation von Ammonium
(durch die Metabolisierung von Glutamin und der chemischen Degradation (Yang, M.; Butler,
M.; 2000a)) hervorgerufen wurde. Diese Effekte finden sich fir die Produktion von
Glykoproteinen in unterschiedlichsten Zelllinien bestatigt (vgl. Kapitel 1.3.2, Abbildung 7 und
Tabelle 1) (Yang, M.; Butler, M.; 2002; Chapman, A. E.; Calhoun, J. C.; 1988; Fan, Y., et al.;
2015; Hayter, P. M., et al.; 1992; Hayter, P. M., et al.; 1992; Hayter, P. M., et al.; 1992; Liu, B.,
et al.; 2014; Villacrés, C., et al.; 2015).

Die Antennaritat scheint sich im Kultivierungsverlauf innerhalb der Fehler nicht zu verandern.
Der Verlust von Galaktosylierungen zum Ende der Kultivierung (Tag neun bis 12) kann in der
Verstoffwechselung von Glutamin begriindet sein (vgl. Tabelle 22), da dadurch die
Ammoniumkonzentration im Kulturiberstand steigt. Durch akkumuliertes Ammonium steigt
der pH-Wert im trans-Golgi-Apparat, wodurch die SiaT und GalT weniger aktiv sind, was
wiederum zu einer geringeren Galaktosylierung fuhrt (Gawlitzek, M., et al.; 2000)(Gawlitzek,
M., et al.; 2000). Des Weiteren wird die Genexpression der GalT durch eine erhdhte
Ammoniumkonzentration verringert (Chen, P.; Harcum, S. W.; 2006) (vgl. Kapitel 1.3.2,
Abbildung 7 und Tabelle 1).

Die antennare Fucosylierung sank im Laufe der Kultivierung. Da die Temperatur wahrend der
Kultivierung konstant war, konnte eine Ansduerung des Kulturiberstandes zu einem Verlust
von Fucosen gefiihrt haben. Mithing und seine Mitarbeiter zeigten 2003, dass bei der
Kultivierung von Hybridoma Zellen (R24) unter unterschiedlichen Pufferbedingungen das
Produkt, ein monoklonaler 1IgG 3 Mausantikdrper, bei unterschiedlichem pH unterschiedlich

fucosylierte Glykane trug. Das diantennéare, galaktosylierte Glykan ohne Fucose machte bei
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einem pH-Wert von 7,4 8 % aller detektierten Glykane aus. Bei einem pH-Wert von 7,2 fiel
der Anteil auf 5 % und bei einem pH von 6,9 auf 4 % (Muthing, J., et al.; 2003).

Die Fucosylierung der core-Struktur und die antennére Fucosylierung wird durch
unterschiedliche Fucosyltransferasen bewerkstelligt. Die core-Fucose wird durch FUT8 an
das GIcNAc angehangen. Antennére Fucosen kdnnen durch FUT4 und FUT7 angehangen
werden. FUT7 hat eine Selektivitat auf sialylierte Antennen und fucosyliert somit lediglich ein
antennares GIcNAc, wenn die darauf folgende Galaktose eine Sialinsaure tragt (Wang, H., et
al.; 2013; Ma, B., et al.; 2006). Da hier der Sialylierungsgrad des C1-INHs im
Kultivierungsverlauf sinkt, konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass die antenndren Fucosen
in den CAP®-1D9-Zellen durch die FUT7 angehangen werden. Dadurch lieRe sich die
Abnahme der Fucosylierung der Antennen im Kultivierungsverlauf erklaren. Ob der Verlust
der Sialinsauren, oder die Anderung des pH-Wertes in der Kultur zum Verlust der antennaren

Fucosylierung flhrte, kann anhand der hier erhobenen Daten nicht bestimmt werden.

m Durchschnitt der Produkte aus Kultivierung mit MW = Kontrolle
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Abbildung 66: Vergleich der Produkte aus der Kultivierung mit und ohne Medienwechsel. Es wurde fir
die Kultivierung mit Medienwechsel der Durchschnitt der einzelnen Kenngrof3en berechnet (Formel (3)).
Mittels gauss’scher Fehlerverfolgung (Formel (4)) wurde der Fehler berechnet.

Neben den genannten Ursachen fir unterschiedliche Glykosylierungen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, konnte die Verweildauer des Produktes im Kulturiberstand ebenfalls
Einwirkungen auf diese zeigen. Um dieses zu Uberprifen, wurde der Durchschnitt der
Qualitatsattribute fur die Kultivierung mit Medienwechsel unter Bericksichtigung der
Produktquantitat zu den einzelnen Probenahme-Zeitpunkten berechnet (vgl. Formel (3)) und
mit den Werten der Kontrollkultivierung verglichen. Sind die Ergebnisse gleich, so ist dies ein
Indiz dafir, dass das Produkt, welches zum Ende der Kultivierung in der Kontrollkultivierung
vorhanden ist, sich aus den Produkten der einzelnen Probenahme-Zeitpunkte zusammensetzt.

Ein solches Ergebnis wiirde dafiirsprechen, dass Gréf3en wie die Verweilzeit des Produktes
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im Kulturiberstand keinen Einfluss auf die Glykosylierung haben. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 66 gezeigt. Es ist zu erkennen, dass der Fehler des Durchschnitts der Produkte
aus der Kultivierung mit Medienwechsel vergleichbar mit dem Fehler der Produkte aus der
Kontrollkultivierung ist. Innerhalb dieser Fehler sind Antennaritat, Galaktosylierungsgrad,
core-Fucosylierungsgrad, antennédre Fucosylierung und der Sialylierungsgrad der Produkte
der Kontrollkultivierung gleich dem Durchschnitt der Produkte aus der Kultivierung mit
Medienwechsel.

Dies deutet darauf hin, dass sich das Produkt, welches zu Beginn der Kultivierung gebildet
wurde, nicht durch die Verweilzeit im Kulturiiberstand bis zum Ende der Kultivierung &ndert,
sondern dass sich das Produkt am Ende der Kultivierung aus den Produkten der

unterschiedlichen Wachstumsphasen zusammensetzt.
7.4.4. Produktanalytik des AATs

Aus den Kultivierungen zur Produktion von AAT mit und ohne Medienwechsel wurde das
Produkt nach vier Tagen Kultivierung (1. MW), aus dem Zeitraum der Tage finf und sechs
(2. MW), sowie der Tage sieben bis 12 (Ernte + MW) und aus der Kontrollkultivierung fir die
Glykananalytik mittels Sialinsdure-Analytik, der HILIC-FLD gelabelten Glykane und der
massenspektrometrischem Identifizierung und Quantifizierung mittels MALDI-Analytik
eingesetzt. Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Analysen vorgestellt und
zusammenfassend diskutiert. Dabei werden die Methoden beurteilt und die Ursachen fur
Unterschiede in der Produktglykosylierung im Kultivierungsverlauf diskutiert. Die Qualitat in
Hinblick auf die pharmazeutische Wirkung des AATs wird zusammen mit der des hier
produzierten C1-INH eingeschatzt. In Tabelle 23 sind Ergebnisse der Kultivierung
zusammengefasst, die einen Einfluss auf die Produktglykosylierung haben kénnten.

Tabelle 23: Zusammenfassung einiger Kultivierungsparameter, die sich auf die Glykosylierung des AAT
auswirken kénnen.

1. MW 2. MW Ernte + Ernte -
Kultivierungsparameter MW MW

Tag 0-4 Tag 5-6 Tag 7-12 Tag 0-12
Viabilitat 94 % 95 % 55-60 % 55-60 %
Glukosekonzentration 23 mM 14 mM 0 mM 0mM
Glutaminkonzentration 1,8 mM 0,1 mM 0,1 mM 0,0 mM
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7.4.4.1. Sialinsaure-Bestimmung des AATs

Fir die Sialinsdure-Analytik von AAT wurden 50 pg Protein eingesetzt, was einer Stoffmenge
von 1070 pmol entspricht. Die durch milde Hydrolyse erhaltenen Sialinsduren wurden mittels
HPAEC-PAD (vgl. Kapitel 4.2.2.2) aufgetrennt und detektiert. Fir AAT resultierend aus dem
ersten Medienwechsel konnte lediglich eine Probe analysiert werden. Fir AAT aus dem
zweiten Medienwechsel und zum Zeitpunkt der Ernte war aus zwei biologischen Replikaten
der Kultivierung genigend Material fur diese Analytik vorhanden. Hier wird der Fehler durch
die Differenz der Einzelwerte angegeben. Lediglich von allen drei Kontrollkulturen war
genugend Material fur eine Dreifachbestimmung vorhanden. In Abbildung 67 (A) sind die
molaren Verhaltnisse der NANA- und NGNA-Mengen in Bezug auf das Protein gezeigt. In
Abbildung 67 (B) werden die Sialinsduren pro Glykosylierungsstelle gezeigt. Es ist zu
erkennen, dass keine N-Glykolylneuraminsaure vorhanden war. Im Gegensatz dazu konnten
2,7 £ 0,07 mol N-Acetylneuraminsédure pro mol Protein bis 4,1 mol pro mol Protein
nachgewiesen werden. Es ist zu erkennen, dass die Sialylierung des Proteins zu Beginn der

Kultivierung héher lag und im Kultivierungsverlauf abnahm.
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Abbildung 67: Sialinsdure Bestimmung fiir AAT. Die bestimmte Sialinsdurekonzentration (NANA, bzw.
NGNA) bezogen auf das Protein (A), bzw. auf eine Glykosylierungsstelle (B). Fur den Zeitpunkt des
1. MW konnte nur eine Probe analysiert werden. Fir den 2. MW und die Ernte mit MW wurden zwei
biologische Replikate analysiert. Die grauen Fehlerbalken zeigen die Differenzen der Duplikate an. Fir
die Ernte ohne Medienwechsel wurden drei biologische Replikate analysiert. Die Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung an.

Die Kontrollkulturen wiesen 2,8+ 0,2 mol NANA pro mol Protein auf, was dem
Sialylierungsgrad des AATs zum Ende der Kultivierungen mit Medienwechsel entspricht.
Umgerechnet auf eine Glykosylierungsstelle bedeuten diese Ergebnisse, dass zu Beginn
jedes Glykan mit 1,4 NANA besetzt war, zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels mit 1,1
+ 0,0 und zum Ende der Kultivierung mit 0,9 + 0,0. Die Kontrollprobe zeigte eine Sialylierung

von 0,9 + 0,1 NANA pro Glykosylierungsstelle.
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Zu Anfang der Kultivierung bis zum Beginn der stationaren Phase (1. MW und 2. MW) war
jede Glykosylierungsstelle im Durchschnitt mindestens einfach sialyliert. Im letzten Abschnitt
der Kultivierung sank der Sialylierungsgrad auf weniger als eine Sialinsdure pro
Glykosylierungsstelle. In der Kontrollkultivierung fand sich ebenso Produkt, dass weniger als
eine N-Acetylneuraminséure pro Glykosylierungsstelle zeigte.

7.4.4.2. HILIC-FLD von Glykanen des AATs

Neben der Abspaltung von Sialinsduren wurden die vollstandigen Glykane mittels PNGaseF
Verdau vom Protein abgespalten und analysiert. Zur relativen Quantifizierung wurden die
Glykane mit einem fluoreszierenden Molekil versehen (vgl. Kapitel 4.2.2.8) und uber eine
HILIC-FLD aufgetrennt und detektiert. In Abbildung 68 sind die Ergebnisse fur die
Qualitatsattribute  Antennaritat, Galaktosylierungsgrad, core-Fucosylierung, antennére
Fucosylierung und Sialylierungsgrad gezeigt. Fir alle Wachstumsphasen wurden

hauptséachlich diantennare Glykane identifiziert.
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Abbildung 68: Ergebnisse der HILIC-FLD. Der Analytik des AATs aus dem 1. MW sowie aus der Ernte
mit Medienwechsel lagen Proben aus zwei biologischen Replikaten zu Grunde (graue Fehlerbalken:
Differenz der Doppelbestimmung). Fur die Analytik des AATs aus dem 2. MW und der Ernte ohne
Medienwechsel lagen biologische Triplikate zugrunde (schwarze Fehlerbalken: Standardabweichung).

Wahrend der ersten vier Tage der Kultivierung wiesen 85 % dieser zwei Antennen eine
Galaktosylierung auf (1,7 £ 0,1 pro identifiziertes Glykan). Der Galaktosylierungsgrad sank
innerhalb der nachsten zwei Tage auf 70 % (1,4 £ 0,1 pro identifiziertes Glykan). Bis zum
Ende der Kultivierung fiel er auf 60 % (1,2 + 0,2 pro identifiziertes Glykan). Verblieb das
Produkt Gber den gesamten Kultivierungszeitraum in der Kultur, betrug der
Galaktosylierungsgrad jeder Antenne 62,5 % (1,3 £ 0,1 pro identifiziertes Glykan). Die
core-Fucosylierung blieb wahrend aller Wachstumsphasen und der Kontrollkultivierung
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anndhernd konstant bei 95 % - 99 %. Die antennare Fucosylierung hingegen lag zum
Zeitpunkt des ersten Medienwechsels bei 1,4 + 0,1. Das bedeutet, dass 70 % der Antennen
eine Fucosylierung aufwiesen. Zum Zeitpunkt des 2. Medienwechsels lag der Anteil an
antennarer Fucosylierungen bei 1,0 + 0,3. Bis zum Ende der Kultivierung anderte sich dies
innerhalb der Fehler nicht (Ernte mit MW: 1,1 + 0,1). Das Produkt aus der Kultivierung ohne
Medienwechsel zeigte eine Fucosylierung von 50 % der Antennen (1,1 £ 0,1 pro identifiziertes
Glykan). Der Sialylierungsgrad der identifizierten Glykane anderte sich zwischen den
Produkten aus dem ersten und zweiten Medienwechsel nicht (1. MW: 0,27 + 0,02; 2. MW:
0,29 £ 0,13). Nach zwolftagiger Kultivierung wies das AAT aus der Kultivierung mit zwei
Medienwechseln einen Sialylierungsgrad von 0,11 = 0,02 auf, und das Produkt aus der
Kontrollkultivierung  zeigte einen Sialylierungsgrad von 0,16 * 0,03. Sowohl
Galaktosylierungsgrad, als auch antennare Fucosylierung und Sialylierungsgrad nahmen im
Kultivierungsverlauf ab. Besonders die Proben aus der letzten Wachstumsphase zeigten
weniger Galaktosylierungen und Sialylierungen. Zu diesem Zeitpunkt betrug die Viabilitat
55-60 %, wahrend sie zum Zeitpunkt des ersten und des zweiten Medienwechsels bei ca.
95 % lag.

Beim Vergleich der Daten der Sialinsdure-Analytik und der Daten der Analyse der
abgespaltenen Glykane mittels HILIC-FLD fallt auf, das die Anzahl an Sialinsauren pro
Glykosylierungsstelle nach Quantifizierung der mittels Hydrolyse abgespaltenen Sialinsaduren
weit hoher lag, als der Sialylierungsgrad der mittels HILIC-FLD identifizierten abgespaltenen
Glykane. Der Trend, dass die Glykane mit zunehmender Kultivierungsdauer weniger sialyliert

sind, findet sich jedoch wieder.

7.4.4.3. Identifizierung und relative Quantifizierung der permethylierten Glykane des
AATs

Zur ldentifizierung und relativen Quantifizierung wurden die abgespaltenen Glykane mit
Schutzgruppen versehen und mittels MALDI-ToF analysiert (vgl. Kapitel 4.2.2.10). Die
Antennaritéat der identifizierten Glykane war innerhalb der Fehler zu allen Probenahme
Zeitpunkten gleich und lag mit 2,1-2,2 tber dem Wert der mittels HILIC-FLD identifizierten
Glykane. Unterschiede zwischen diesen Methoden lassen sich durch eine weitaus hohere
Anzahl an identifizierten Glykanen mittels massenspektrometrischer Analytik erklaren. Der
Galaktosylierungsgrad der Glykane des AATs lag beim Produkt aus den ersten vier
Kultivierungstagen bei 1,8 + 0,3 und bei dem Produkt aus den Tagen vier und finf bei 1,3 + 0,3.
Aufgrund der Fehler schien kein Unterschied vorzuliegen. Ein Vergleich dieser Daten mit den
Daten der HILIC-FLD (vgl. Kapitel 7.4.4.2: 1.MW 1,7 £ 0,1; 2. MW: 1,4 £ 0,1) legt jedoch ein

Verlust von Galaktosylierungen nach dem ersten Medienwechsel nahe. Zum Ende der
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Kultivierung lag der Galaktosylierungsgrad sowohl bei der Kontrollkultivierung als auch bei der
Kultivierung mit Medienwechsel bei 1,2 + 0,1. Dieser Verlauf findet sich in den zuvor
besprochenen Daten der HILIC-FLD wieder. Die identifizierten Glykane sind zu 91-93 %
core-fucosyliert. Dies andert sich im Kultivierungsverlauf nicht. Die antennére Fucosylierung
andert sich tber den Kultivierungsverlauf und im Vergleich der Kultivierungen mit und ohne
Medienwechsel innerhalb der Fehler nicht. Der Sialylierungsgrad der mittels MALDI-ToF
analysierten Glykane, liegt wie schon bei der Analytik mittels HILIC-FLD deutlich unter dem
mittels Sialinséure-Analytik bestimmten Sialylierungsgrad (vgl. Kapitel 7.4.4.1: 1. MW:
1,4 NANA/Glykosylierungsstelle, 2. MW: 1,1 NANA/Glykosylierungsstelle; Ernte mit MW und
Ernte ohne MW: 0,9 NANA/Glykosylierungsstelle). Der Trend ist jedoch &hnlich. AAT, welches
in den ersten vier Tagen der Kultivierung produziert wurde, wies mit 0,25 + 0,04 den héchsten
Sialylierungsgrad in Bezug auf alle identifizierten Glykane auf. Im weiteren
Kultivierungsverlauf sank er auf 0,14 + 0,05 und lag am Ende der Kultivierungen mit und ohne

Medienwechsel bei 0,04 = 0,04 (mit MW), bzw. 0,05 £ 0,06 (Kontrollkultur).
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Abbildung 69: Ergebnisse der massenspektrometrischen Analytik der permethylierten Glykane des
AATs bezogen auf alle mittels dieser Methode identifizierten Glykane. Der Analytik des AATs aus dem
ersten Medienwechsel lagen Proben aus zwei biologischen Replikaten zugrunde (graue Fehlerbalken:
Differenz der Doppelbestimmung). Fir die Analytik des AATs der restlichen Zeitpunkte und der Ernte
ohne Medienwechsel lagen biologische Triplikate zugrunde (schwarze Fehlerbalken:
Standardabweichung).

Die deutlichsten Unterschiede zeigten der Galaktosylierungs- und Sialylierungsgrad. Beide
waren zu Beginn der Kultivierung am hdchsten und sanken im folgenden Verlauf. Das Uber
die gesamte Kultivierungszeit akkumulierte Produkt wies jeweils eine &hnliche
Galaktosylierung bzw. Sialylierung auf, wie das zum Erntezeitpunkt der Kultivierungen mit
Medienwechseln. Antennaritat, core-Fucosylierung und antennare Fucosylierung anderten

sich hingegen innerhalb des Fehlerbereiches nicht.
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7.4.4.4. Zusammenfassung der Ergebnisse der Produktanalytik des AATs

Die N-Glykane des wahrend der Kultivierung mit wachstumsspezifischer Probenahme
produziertem AAT wurden mittels drei unterschiedlicher Analysen untersucht. Diese Analysen
lieferten folgende Ergebnisse:

1) Es konnten di- bis tetraantennare fucosylierte komplexe Glykane, die bis zu zwei
NANA und zum Teil antennare Fucosen tragen, identifiziert werden (vgl. Anhang:
Abbildung-A 8).

2) Im Durchschnitt lagen hauptsachlich diantennére, einfach galaktosylierte Glykane mit
jeweils einer core- und einer antennéren Fucosylierung vor.

3) Nach den Ergebnissen der Sialinsaure-Analytik waren die Glykane einfach sialyliert.
Die Ergebnisse der Analytik der intakten Glykane lassen eine weitaus geringere
Sialylierung vermuten.

4) Im Verlauf der Kultivierung &nderten sich die Antenndritat und der Anteil an antennarer
Fucosylierung nicht (MALDI-ToF), bzw. kaum (HILIC-FLD).

5) Galaktosylierungsgrad und Sialylierungsgrad fielen im Lauf der Kultivierung mit
Medienwechsel.

6) In den Kontrollkultivierungen entsprachen Galaktosylierungsgrad, Sialylierungsgrad
und Anteil an antennarer Fucosylierung jeweils den Ergebnissen vom Ende der
Kultivierungen mit Medienwechsel.

7) Der Grad an core-Fucosylierung blieb konstant bei eins.

In einer Studie von 2011 wurden fiir AAT, welches in AGE1.hn-AAT Zellen produziert wurde,
zwei Hauptformen detektiert: Monosialo, diantennér, mit core- und antennarer Fucose, sowie
disialo, diantennar und core-fucosyliert (Blanchard, V., et al.; 2011). In dieser Arbeit wurden
ebenso fucosylierte diantennare Glykane identifiziert. Ebenso konnten Glykane mit antennarer
Fucosylierung nachgewiesen werden. Wie auch in der Studie von 2011 konnten hier di- bis
tetraantennare Glykane identifiziert werden (vgl. Anhang: Abbildung-A 8). AAT, welches aus
Plasma aufgereinigt wurde zeigt ahnliche N-Glykanstrukturen, jedoch ist der Anteil an
Glykanen mit antennarer Fucosylierung geringer als bei AAT, welches in AGE1.hn-Zellen

produziert wurde (Kolarich, D., et al.; 2006).
1) Vergleichbarkeit der Analytik

Die intakten N-Glykane wurden vom Protein abgespalten und mittels HILIC-FLD und
MALDI-ToF Analytik untersucht. Die Ergebnisse fir alle Qualitatsattribute deckten sich

innerhalb der berechneten Fehler. Eine deutliche Abweichung ist zwischen den Ergebnissen

161



Ergebnisse und Diskussion

der Sialinsaure-Analytik und der Analyse der intakten Glykane zu erkennen, wenngleich der
Trend, dass die Sialylierung mit der Zeit abnimmt in allen drei Analysen zu erkennen ist. Der
Unterschied zwischen der Analytik der abgespaltenen Sialinsauren (chemischer Prozess) und
der Analytik der intakten Glykane (enzymatischer Prozess) kdnnte auf die Art der Abspaltung
zurickzufuhren sein. Die Sialinsduren werden mittels saurer Hydrolyse vom nativen Protein
abgespalten. Die intakten N-Glykane werden nach der Denaturierung des Proteins
enzymatisch abgespalten, vom Protein abgetrennt und aufgereinigt. Hier sind viele einzelne
Schritte n6tig, um das intakte Glykan analysieren zu kdnnen. So wére es beispielsweise durch
eine unvollstandige Denaturierung des Proteins mdglich, dass es fur die PNGase F zu
sterischen Hinderungen kommt und zum Beispiel eins der drei Glykane nicht vom AAT

abgespalten werden kann.

Tabelle 24: Zusammenfassung der Ergebnisse der Produktanalytik aus drei unterschiedlichen
Analysen (2-AB= HILIC-FLD 2-AB gelabelter Glykane; MALDI= MALDI-ToF Messung permethylierter
Glykane)

Qualitatsattribut =~ Analytik 1. MW 2. MW Ernte + MW  Ernte -MW
Antennaritat 2-AB 2,1+0,0 2,1+0,0 2,1+0,1 2,0+0,0
MALDI 2,2+0,2 22+0,1 2,1+0,1 2,1+0,1
Eelslimayianig 2-AB 1,7+0,1 1,4+0,1 1,2+0,2 1,3+0,1
MALDI 1,8+0,3 1,3+0,3 1,2+0,1 1,2+0,1
core- 2-AB 1,0+0,0 1,0£0,0 1,0+0,0 1,0£0,0
Fucosylierung MALDI 0,9+0,1 0,9+0,0 0,9+0,0 09+0,1
Antennare 2-AB 1,4+0,1 1,0£0,3 1,1+0,2 1,0+£0,1
Fucosylierung MALDI 1,0+0,3 0,8+0,3 09+0,1 0,8+0,1
Sia-A 1,4 1,1+£0,0 0,9+0,0 09+0,1
Sialylierung 2-AB 0,3+0,0 0,3+0,1 0,1+0,0 0,2+0,0
MALDI 0,3+0,0 0,1+0,1 0,1+0,0 0,1+0,1

Es ist bekannt, dass eine Selektivitit der PNGase F nicht auf die Glykanstruktur
zurdckzufuhren ist. Jedoch konnte gezeigt werden, dass bei RNase B eine sterische
Hinderung vorliegt, bei RNase BS (RNase B nach Verdau mit Subtilisin) und RNase B®"
(carboxymethlyierte RNase B) aber nicht (Blanchard, V., et al.; 2008). Fur AAT aus humanem
Plasma ist bekannt, dass die Glykane an Asn 107 bis zu tetraantennadr sein kénnen,
wohingegen an Asn 70 nur wenige triantennare Glykane vorhanden sind und an Asn 271
lediglich diantennare Strukturen vorliegen. (Zhang, H., et al.; 2003; Bunkenborg, J., et al;
2004; Kristiansen, T. Z., et al.; 2004; Liu, T., et al.; 2005; Kolarich, D., et al.; 2006;
Lewandrowski, U., et al.; 2006; Nilsson, J., et al.; 2009; Halim, A., et al.; 2011). Wenn nun die
N-Glykosylierungsstelle bei Asn 107 nicht gut zuganglich ware, kénnte dies erklaren, warum

die Ergebnisse der intakten Daten geringere Sialylierungen zeigen, als die der chemisch
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abgespaltenen Sialinsauren. Da sich zum einen in allen drei Analysen der gleiche Verlauf
zeigt und zum anderen davon ausgegangen werden kann, dass sich die Einflisse der
Kultivierung (Substratmangel, Viabilitdt) gleichermafllen auf die Glykane an allen
Glykosylierungsstellen auswirken, konnen die Ergebnisse aller Analysen fir die folgenden

Diskussionen mit einbezogen werden.
2) Ursachen fur die Unterschiede in der Glykosylierung

Wahrend Antennaritat, core- und antennére Fucosylierung zu allen drei Zeitpunkten und in
der Kontrollkultivierung keine Unterschiede zeigten, verringerte sich sowohl der
Galaktosylierungsgrad, als auch der Sialylierungsgrad bereits zum Zeitpunkt des zweiten
Medienwechsels. Eine Sialidase Aktivitdit konnte nur in den Kontrollkultivierungen
nachgewiesen werden. Diese lag bei 0,03 mU. Wie in Kapitel 7.2 beschrieben, wiirde eine
solche geringe Aktivitat nur einen geringen Anteil an Sialinsduren vom Produkt abspalten.
Daher ist es wahrscheinlicher, dass die Zusammensetzung des Kulturiiberstandes zum
Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels und zum Ende der Kultivierung die Glykosylierung
beeintrachtigte. Der Galaktosylierungs- und Sialylierungsgrad verringerten sich vom ersten
Medienwechsel zum zweiten Medienwechsel von 1,7-1,8 auf 1,3-1,4 (Gal), bzw. 1,4 auf 1,1
(NANA) pro identifizierter Glykosylierungsstelle, bis zum Ende der Kultivierung auf 1,2 (Gal),
bzw. auf 0,9 (NANA). Aufgrund der sinkenden Glutaminkonzentration (vgl. Kapitel 7.1.4.1;
Tabelle 23) ist davon auszugehen, dass Ammonium akkumuliert (Butler, M.; Jenkins, H.; 1989;
Bintemeyer, H., et al.; 1992; Hayter, P. M., et al.; 1991) und ,dass dadurch der pH-Wert im
trans-Golgi-Apparat steigt. Dies kann sich auf die Enzymaktivitat der Galaktosyltransferase
(GalT) und der Sialyltransferase (SiaT) auswirken (Gawlitzek, M., et al.; 2000). Des Weiteren
wurde gezeigt, dass die Genexpression des Gens fur die GalT und die SiaT bei
Ammoniumkonzentrationen von = 10 mM sinkt (Chen, P.; Harcum, S. W.; 2006). Aus einer
verringerten Galaktosylierung folgt meist eine geringere Sialylierung. Dies ist hier fur das AAT
zu erkennen. Der Sialylierungsgrad sank im Kultivierungsverlauf zum einen durch die
verringerte Genaktivitdt durch die gestiegene Ammoniumkonzentration und zum anderen
durch die geringere Galaktosylierung. Begunstigt wurde dies vermutlich durch die sinkende
Glukosekonzentration (vgl. Abbildung 26; Tabelle 23) (Liu, B., et al.; 2013).

Wie schon fir die Glykosylierung des mAbs und des C1-INHs, wurde der Durchschnitt der
Qualitatsattribute der Glykananalytik (sowohl MALDI-MS, als auch HILIC-FLD) fur die
Kultivierung mit Medienwechsel berechnet (vgl. Anhang: Abbildung-A 10). Die resultierenden
Fehler lassen jedoch keine aussagekréftigen Schlussfolgerungen tiber mégliche Ursachen fir

Unterschiede in der Glykosylierung zu.
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3) Bedeutung der identifizierten Glykane der hier produzierten Proteine C1-INH und AAT
fur ihre pharmazeutische Wirkung

Die Bedeutung der Glykane vom C1-INH und AAT fir die pharmazeutische Wirksamkeit
werden hier zusammen diskutiert, da die Anspriche an die Glykosylierung der beiden
Plasmaproteine gleich sind. Fir keins der beiden Proteine ist bekannt, dass eine Anderung
der N-Glykosylierung die Wirkungsweise verandert (vgl. Kapitel 1.5.3 und 1.5.4) (Reboul, A.,
et al.; 1987, Zahedi, R., et al.; 1996). Daher stehen hier die Halbwertszeit und die
Immunogenitat im Mittelpunkt. Asialylierte Glykane werden im Blutkreislauf durch den ASGRP
abgebaut. Dadurch erklart sich die langere Halbwertszeit sialylierter Proteine (Fukuda, M. N.,
et al.; 1989; Stockert, R. J.; 1995; Beck, A.; 2011; Schwab, I.; Nimmerjahn, F.; 2014; Bauer,
J.; Osborn, H. M. |.; 2015)(Fukuda, M. N., et al.; 1989; Stockert, R. J.; 1995; Beck, A.; 2011,
Schwab, I.; Nimmerjahn, F.; 2014; Bauer, J.; Osborn, H. M. |.; 2015). Dies wurde fir den
C1-INH bestatigt. Desialylierter C1-INH wurde nach Injektion in Hasen schneller abgebaut als
sialylierter (Minta, J. O.; 1981). Fur AAT konnte gezeigt werden, dass AAT mit High Mannose
Strukturen im ER proteolytisch abgebaut wird (Wu, Y., et al.; 2003; Hosokawa, N., et al.; 2003).
Sowohl der in dieser Arbeit produzierte C1-INH als auch das AAT zeigten bis zu zwei
Sialinsauren pro Glykosylierungsstelle, was die Halbwertszeit besonders fir den C1-INH, da
dieser sechs N-Glykosylierungsstellen besitzt und somit 12 Sialinsauren tragt (nur durch die
N-Glykane), im Gegensatz zu asialo Proteinen erhéhen kann. Beide hier produzierten
Proteine weisen eine humane Glykosylierung auf. Es konnte kein immunogenes NGNA
nachgewiesen werden. Dies war nicht weiter verwunderlich, da der C1-INH und das AAT in
humanen Zellen produziert wurden. Ein Unterschied zu den Proteinen, die aus Plasma
aufgereinigt wurden, ist der hohere Grad an antennarer Fucosylierung (Anteil der Glykane mit
antennarer Fucosylierung: C1-INH: 0,1-0,4; AAT: 0,8-1,4) und die daraus resultierenden Le*,
bzw. sLe* Strukturen. Es wird vermutet, dass die Le*-Fucosylierung typisch flr neuronale
Zelltypen, wie den AGE1.hn-Zellen, ist (Blanchard, V., et al.; 2011). In vitro konnte fir AAT,
welches in AGE1.hn-Zellen produziert wurde, eine ahnliche Bioaktivitdit wie AAT aus
Blutplasma nachgewiesen werden (Blanchard, V., et al.; 2011). Der in der Studie von 2011
hohere Anteil an core-fucosylierten Glykanen im Vergleich zu den Glykanen des AATs aus
humanem Plasma konnte hier bestétigt werden. Da der C1-INH wie auch das AAT
Serinproteasen sind, kann vermutet werden, dass weder core-Fucosylierung noch antennére
Fucosylierung die Bioaktivitat verringern.

Die Produktqualitat wurde im Falle des AATs wahrscheinlich durch die Verfligbarkeit von
Glukose und Glutamin beeinflusst, sowie durch eine steigende Ammoniumkonzentration.

Dementsprechend ware fur ein gleichbleibend galaktosyliertes und siayliertes Produkt eine
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Zufutterung von Glukose und Glutamin hilfreich, wobei die Ammoniumkonzentration
geringgehalten werden sollte. Fir die Produktion des C1-INHSs liegen Hinweise vor, dass eine
Viabilitat von unter 90% zu extrazellularer Degradation des Produktes fiihren konnte.

7.4.5. Produktanalytik des ATllls

Das ATIII aus den Kultivierungen zur wachstumsspezifischen Probenahme wurde hinsichtlich
seiner Glykosylierung mittels Sialinsdurebestimmung, HILIC-FLD von intakten gelabelten
Glykanen und MALDI-ToF-Analytik zur Identifizierung permethylierter Glykane analysiert. Es
werden zunachst die Ergebnisse der einzelnen Analysen besprochen. Im Anschluss werden
diese zusammenfassend sowohl in Hinblick auf die Analysetechniken als auch auf mogliche
Ursachen fir auftretende Unterschiede in der Produktglykosylierung diskutiert. Des Weiteren
wird eine Einschatzung zur Bedeutung der identifizierten Glykanstrukturen gegeben. In
Tabelle 25 sind einige Ergebnisse der Kultivierung zusammengefasst, die die Glykosylierung

beeinflussen konnten.

Tabelle 25: Zusammenfassung einiger Kultivierungsparameter, die sich auf die Produktglykosylierung
auswirken kénnen.

1. MW 2. MW Ernte + Ernte -
Kultivierungsparameter MW MW

Tag 0-3 Tag 4-6 Tag 7-11 Tag 0-11
Viabilitat 98 % 95 % 65-68 % 68-76 %
Glukosekonzentration 27 mM 17 mM 10 mM 11 mM
Glutaminkonzentration 3,2mM 0,0 mM 0,0 mM 0,0 mM

7.4.5.1. Sialinsaure Bestimmung des ATllIs

Fir die Sialinsdure Bestimmungen wurden exakte Proteinmengen (zwischen 20 und 50 pg)
eingesetzt und hydrolysiert. Die abgespaltenen Sialinsduren wurden mittels HPAEC-PAD
aufgetrennt und detektiert (vgl. Kapitel 4.2.2.2). Vom ersten Medienwechsel sowie von der
Ernte mit Medienwechseln und von den Kontrollkulturen konnten zwei biologische Replikate

analysiert werden. Vom zweiten Medienwechsel wurden drei biologische Replikate analysiert.
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Abbildung 70: Sialinsaure Bestimmung fur ATIIIl. Die bestimmten Sialinsdurekonzentrationen (NANA,
bzw. NGNA) bezogen auf das Protein (A), bzw. auf eine Glykosylierungsstelle (B). Fur den Zeitpunkt
des 1. MW, die Ernte mit MW und die Ernte ohne Medienwechsel wurden zwei biologische Replikate
analysiert. Die grauen Fehlerbalken zeigen Differenz der Replikate. Fur den 2. MW wurden drei
biologische Replikate analysiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.

In Abbildung 70 (A) wurden die erhaltenen Sialinsdurekonzentration auf die Proteinmenge
bezogen und in (B) auf die Glykosylierungsstellen. Es konnte kaum NGNA in den Proben
detektiert werden (0,1-0,2 mol pro mol ATIIl). Zu Beginn der Kultivierung waren
durchschnittlich 2,5 + 0,0 NANA pro Glykosylierungsstelle am ATIII. Die Sialylierung sank bis
zum zweiten Medienwechsel auf 1,7 + 0,3 NANA pro Glykosylierungsstelle und bis zum Ende
der Kultivierung war eine Glykosylierungsstelle mit 1,3 + 0,1 NANA besetzt. In den
Kultivierungen ohne Medienwechsel trug jede Glykosylierungsstelle 1,6 + 0,0 NANA. Es

konnte eine deutliche Verringerung des Sialylierungsgrades des ATllls beobachtet werden.
7.4.5.2. HILIC-FLD von Glykanen des ATllls

Neben den Sialinsauren wurden auch die N-Glykane mittels enzymatischem Verdau vom ATIII
abgespalten (vgl. Kapitel 4.2.2.5). Die Glykane wurden mit fluoreszierendem 2-AB gelabelt
(vgl. Kapitel 4.2.2.7) und mittels HILIC-FLD aufgetrennt und detektiert (vgl. Kapitel 4.2.2.8).
Die Retentionszeiten der Glykane wurden mit Hilfe einer Dextran Leiter auf GUs umgerechnet
und mit Hilfe der EurocarbDB Datenbank und den massenspektrometrischen Ergebnissen
(vgl. Kapitel 7.4.5.3) identifiziert. Den Glykanen wurden Qualittsattribute zugeteilt. Die
Ergebnisse der Berechnung nach Formal (2) sind in Abbildung 71 gezeigt. Zu erkennen ist,
dass zu allen Zeitpunkten diantennare Glykane, die an beiden Antennen eine Galaktose
tragen, vorhanden sind. Antennaritat und Galaktosylierungsgrad lagen im Kultivierungsverlauf
bei 2,1 Antennen pro identifiziertem Glykan und 2,0-2,1 Galaktosen pro identifiziertem Glykan.
Das Produkt der Kontrollkultivierung zeigte eine gleiche Antennaritdat und gleichen
Galaktosylierungsgrad. Die Fehler innerhalb der biologischen Replikate lagen bei unter 3 %.

Die core-Fucosylierung war innerhalb der Fehler bei allen Produkten konstant bei 0,7-0,8
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core-Fucosen pro identifiziertem Glykan. Antennare Fucosen konnten mittels HILIC-FLD nicht
identifiziert werden. Der Grad an Sialylierung nahm mit der Kultivierungsdauer geringftigig ab.
Beim ATIIl aus den ersten drei Tagen der Kultivierung waren 74 % der Antennen sialyliert
(Sialylierungsgrad 1,47 = 0,02). Das Produkt, dass an den Tagen vier bis sechs produziert
wurde, zeigte eine Sialylierung von 70 % der Antennen (1,40 £ 0,11) und das ATIII, welches
zum Ende der Kultivierung produziert wurde (Tag 7-11), wies eine Sialylierung von 65 % der
Antennen auf (1,30 £ 0,05). Akkumulierte das ATIII Gber den gesamten Kultivierungszeitraum,
waren 72 % der Antennen sialyliert (Sialylierungsgrad 1,43 + 0,08).
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Abbildung 71: Ergebnisse der HILIC-FLD bezogen auf alle mittels dieser Methode identifizierten
Glykane. Der Analytik des ATIlls aus der Kultivierung mit Medienwechsel lagen zu den drei
Probenahme-Zeitpunkten je Proben aus biologischen Triplikaten zu Grunde (schwarze Fehlerbalken:
Standardabweichung). Fur die Analytik des ATIlIs der Kultivierung ohne Medienwechsel lagen zwei
biologische Replikate zu Grunde (graue Fehlerbalken: Differenz der Duplikate).

Ahnlich wie bei den Ergebnissen des AATs wichen auch hier die Werte der Sialylierungen pro
identifiziertem Glykan (mittels HILIC-FLD) von den Sialinsauren pro Glykosylierungsstelle
(mittels Sialinsaure-Analytik) ab. Bis auf bei der Probe vom Ende der Kultivierung waren die
Werte der Sialinsauren pro Glykosylierungsstelle hoher, als die der mittels HILIC-FLD
identifizierten Glykane. Der Trend war jedoch gleich.

Die Glykanstruktur des ATIlls schien sich, ausgehend von diesen Daten, wahrend der

Kultivierung nur geringfugig zu verandern (vgl. Anhang: Abbildung-A 11).

7.4.5.3. Identifizierung und relative Quantifizierung der permethylierten Glykane des
ATllls

Die Identifizierung der Glykane mittels GU-Datenbank ist sehr komplex, da die Retentionszeit

nicht nur von Ladung und Gréf3e des Glykans abhangig ist, sondern auch von der Bindung
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der Zucker untereinander. Um die Glykane zu identifizieren wurden sie permethyliert, sodass
auch die geladenen Zucker wahrend der MALDI-ToF-Analytik stabil ionisiert werden konnten.
Es wurde das ATIII aus biologischen Triplikaten des ersten und zweiten Medienwechsels und
der Ernte mit Medienwechsel massenspektrometrisch analysiert. Das ATIIl aus den
Kontrollkulturen wurde in biologischen Duplikaten analysiert. Die in den Spektren tber ihre
Masse identifizierten Glykane wurden wie bereits erwahnt Qualitatsattributen zugeordnet. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 72 gezeigt. Die Antennéritat der Glykane lag bei allen Proben
zwischen 2,1 und 2,2 Antennen pro identifiziertem Glykan. Das Produkt welches am Ende der
Kultivierung (Tag 7-11) produziert wurde, zeigte mit 2,1 Antennen pro identifiziertem Glykan
die niedrigste Antennaritét. Nahezu alle Antennen der identifizierten Glykane lagen zu allen
Zeitpunkten galaktosyliert vor (Galaktosylierungsgrad: 2,0-2,1). Ahnlich wie bei der
Antennaritat war auch der Galaktosylierungsgrad des Produktes vom Ende der Kultivierung
am geringsten (2,0). 81 %-88 % der identifizierten Glykane wiesen eine core-Fucosylierung
auf (1. MW: 88 %; 2. MW: 87 %; Ernte mit MW: 81 %; Kontrolle: 87 %).
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Abbildung 72: Ergebnisse der massenspektrometrischen Analytik der permethylierten Glykane des
ATllIs bezogen auf alle mittels dieser Methode identifizierten Glykane. Der Analytik des ATllls aus der
Kultivierung mit Medienwechsel lagen zu den drei Probenahme-Zeitpunkten je Proben aus biologischen
Triplikaten zu Grunde (schwarze Fehlerbalken: Standardabweichung). Fir die Analytik des ATllIs der
Kultivierung ohne Medienwechsel lagen zwei biologische Replikate zu Grunde (graue Fehlerbalken:
Differenz der Duplikate).

Antennare Fucosen wiesen 21-24 % der Glykane auf. Der Sialylierungsgrad zeigte den
deutlichsten Unterschied zwischen Beginn und Ende der Kultivierung. Sowohl das Produkt,
welches an den ersten drei Tagen produziert wurde, als auch das, welches in den folgenden
drei Tagen produziert wurde, zeigte einen Sialylierungsgrad von 1,2 + 0,1. Dieser sank Uber
die letzten sechs Tage der Kultivierung auf 1,0. Der Sialylierungsgrad des ATllls aus der

Kontrollkultivierung lag mit 1,1 £ 0,1 zwischen dem Sialylierungsgrad des Produktes der
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frhen Kultivierungsphase und der zweiten Halfte der Kultivierung. Dieser Trend findet sich in
den Daten der mit 2-AB gelabelten Glykane wieder (vgl. Kapitel 7.4.5.2). Ab dem Tag des
zweiten Medienwechsels begann die Viabilitat aller Kulturen zu sinken (vgl. Kapitel 7.1.5.1;
Abbildung 44).

7.4.5.4. Zusammenfassung der Ergebnisse der Produktanalytik des ATlIlIs

ATIII, welches aus den wachstumsspezifischen Probenahmen stammt, wurde hinsichtlich der
Glykane analysiert. Die Glykosylierung des ATIlls zeigte wéahrend der Kultivierung nur
geringfiigige Anderungen. Dies zeigen sowohl die Daten der Analytik der 2-AB gelabelten
Glykane, als auch die Daten der massenspektrometrischen Untersuchung.

Die geringen Abweichungen der Glykanstrukturen innerhalb der biologischen Triplikate Iasst
eine geringe Heterogenitat des Produktes vermuten. Zusammenfassend kénnen folgende

Aussagen uber die N-Glykane, des in dieser Arbeit produzierten ATIII gemacht werden:

1) Es konnten di- und triantennére zum Teil fucosylierte komplexe Glykane, die bis zu
drei NANA tragen, identifiziert werden (vgl. Anhang: Abbildung-A 9).

2) Im Durchschnitt lagen hauptsachlich diantennare, zweifach galaktosylierte Glykane mit
jeweils ein bis zwei NANA vor, von denen 80-90 % fucosyliert waren.

3) Nach den Ergebnissen der Sialinsaure-Analytik waren die Glykane zum Zeitpunkt des
ersten Medienwechsels mehr als zweifach sialyliert. Der Sialylierungsgrad fallt mit der
Kultivierungsdauer. Die Ergebnisse der Analytik der intakten Glykane lassen eine
geringere Sialylierung vermuten, zeigen jedoch einen &hnlichen Trend.

4) Im Verlauf der Kultivierung, sowie in den Kontrollkultivierungen blieben Antennéritat,
Galaktosylierungsgrad sowie core- und antennare Fucosylierung innerhalb der Fehler

annahernd konstant.

1989 analysierten Zettimeissl et al. ATIlI, welches wie hier in CHO-Zellen produziert wurde.
Es wurden hauptsachlich diantennéare Strukturen gefunden, aber auch di- und tetraantennére
sowie trunkierte Glykane (Zettimeissl, G., et al.; 1989). In dieser Arbeit konnten kaum
trunkierte und keine tetraantennaren Glykane identifiziert werden. Jedoch machen

diantennéare Glykane bei dem in dieser Arbeit produziertem ATIII den Hauptteil aus.
1) Vergleichbarkeit der Analytik

Zunachst sollen die drei unterschiedlichen Analyse Methoden miteinander verglichen werden.
In Tabelle 26 sind die Werte der aus den unterschiedlichen Analysen berechneten

Qualitatsattribute zusammengefasst. Wurden die intakten Glykane mittels HILC-FLD bzw.
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MALDI-ToF analysiert, waren die Ergebnisse der Antenndaritat sowie der Galaktosylierung
nahezu identisch. Die core-Fucosylierung lag bei den Ergebnissen der MALDI-ToF Analytik
geringfugig hoher. Aufféllig ist, dass mittels HILIC-FLD keine antennaren Fucosylierungen
detektiert werden konnten. Die massenspektrometrische Analytik zeigte bei 20 % der
identifizierten Glykane eine antennére Fucosylierung.

Tabelle 26: Zusammenfassung der Ergebnisse der Produktanalytik aus drei unterschiedlichen
Analysen (Sia-A= Sialinsdure-Analytik; 2-AB= HILIC-FLD 2-Ab gelabelter Glykane; MALDI=
MALDI-ToF Messung permethylierter Glykane)

Qualitatsattribut  Analytik 1. MW 2. MW Ernte + MW  Ernte -MW
Antennaritat 2-AB 2,1+0,0 2,1+0,0 2,1+0,0 2,1+0,0
MALDI 2,2+0,0 2,2+0,0 2,1+0,0 2,2+£0,0
Galaktosylierung 2-AB 2,1+0,0 2,1+0,0 2,1+0,0 2,1+0,0
MALDI 2,1+0,0 2,1+0,0 2,00£0,0 2,1+0,0
core- 2-AB 0,8+0,0 0,7+£0,1 0,8+0,0 0,8+0,0
Fucosylierung MALDI 0,9+0,0 0,9+0,0 0,8+0,0 0,9+0,0
Antennéare 2-AB n.d. n.d. n.d. n.d.
Fucosylierung MALDI 0,2+0,1 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,1
Sia-A 25+0,0 1,7+0,3 1,3+0,1 1,6+0,0
Sialylierungsgrad 2-AB 1,5+£0,0 1,4+0,1 1,3£0,1 1,4+£0,1
MALDI 1,2+0,1 1,2+0,1 1,0+£0,0 1,1+0,1

Die Unterschiede in den Ergebnissen koénnen durch eine hohere Sensitivitat der
massenspektrometrischen Analysen begriindet werden. Mittels HILIC-FLD konnten nicht alle
identifizierten Peaks Glykanen zugeordnet werden. Des Weiteren wurden nicht alle Peaks
basisliniengetrennt, was die Integration erschwert (vgl. Anhang: Abbildung-A 9). Werden die
Ergebnisse der Sialinsdure-Analytik mit denen der Analysen der intakten Glykane verglichen,
so zeigt sich, dass der Sialylierungsgrad zum Zeitpunkt des ersten Medienwechsels bei der
Messung der abgespaltenen Sialinsauren deutlich héher ist, als bei der Messung der intakten
Glykane (2,5 pro Glykosylierungsstelle, bzw. 1,2-1,5 pro identifiziertem Glykan). Fiur die
restlichen Zeitpunkte zeigen sich bei allen drei analytischen Methoden &hnliche Werte. Die
Verlaufe, die die Ergebnisse der unterschiedlichen Methoden zeigen, &hneln sich. Daher sind

alle drei Methoden zur Beantwortung der in dieser Arbeit behandelten Fragestellung geeignet.
2) Ursachen fur die Unterschiede in der Glykosylierung

Die Sialylierung ist im Falle des ATllls das einzige Qualitatsattribut, welches sich im Verlauf
der Kultivierung veréndert. Besonders deutlich wurde dies bei den Ergebnissen der
Sialinsaure-Analytik (vgl. 7.4.5.1). In Kapitel 7.2 wurde bereits der Einfluss der Sialidasen im

Kulturiiberstand besprochen. Bereits zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels wurde eine
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Sialidase Aktivitat von 0,34 mU detektiert. Die Sialidasen degradierten demnach das
sekretierte Produkt. Zusatzlich war die Glutaminkonzentration bereits an Tag 6 (2. MW) bei
0 mM, was, wie bereits beschrieben, zu einer verringerten Sialylierung fuhren kann
(vgl. Kapitel 1.3.2) (Chee Furng Wong, D., et al.; 2005).

Die Unterschiede in der viablen Zelldichte und Viabilitdt zwischen den Kulturen mit und ohne
Medienwechsel zum Ende der Kultivierung (vgl. Tabelle 16; Abbildung 44) scheinen sich nicht
auf die Glykosylierung auszuwirken. Die Aktivitat der Sialidasen, welche durch Zelllyse in den
Kulturiberstand gelangten, betrug am Ende der Kultivierungen mit und ohne Medienwechsel
0,34 mU. Die Unterschiede in der Sialylierung zwischen den Produkten aus der Ernte mit, bzw.
ohne Medienwechsel lassen sich dadurch erklaren, dass es sich beim Produkt aus den
Kontrollkulturen um die Summe der Produkte aus den Kultivierungen mit Medienwechsel
handelt.

Obwohl beim ATIII nur geringe Unterschiede in der Glykosylierung der Produkte aus den
unterschiedlichen Wachstumsphasen auftraten, wurden aus den nach Qualitatsattributen
klassifizierten Ergebnissen der massenspektrometrischen sowie der chromatographischen
Analytik Durchschnittswerte fur das Produkt aus der Kultivierung mit Medienwechsel
berechnet (vgl. Anhang: Abbildung-A 11). Die aus Produktquantifizierung und Produktanalytik
resultierenden Fehler lieRen keine Aussage Uber moégliche Ursachen der Unterschiede zu.
Um die Degradation durch extrazellulare Prozesse weiter zu untersuchen, wurde ATIII in
Medium, und in Kulturen von Parentalzellen, die unterschiedliche Viabilititen aufwiesen,
inkubiert (vgl. Kapitel 2.7.2). So sollte besser unterschieden werden kdnnen, ob der Verlust
an Sialylierung eher durch extrazelluldare Prozesse bedingt wird, oder durch intrazellulare
Prozesse, die durch Substratmangel oder Akkumulation von Metaboliten hervorgerufen

werden. Die Ergebnisse sind in Kapitel 8.3 gezeigt.
3) Bedeutung der identifizierten Glykane fir die pharmazeutische Wirkung

Das in dieser Arbeit produzierte ATIIl zeigte im Durchschnitt hauptséachlich diantennére,
zweifach galaktosylierte Glykane mit jeweils ein bis zwei NANA. Die Glykane waren zu
80-90 % fucosyliert. Bereits 1998 konnte gezeigt werden, dass geringer sialyliertes und starker
fucosyliertes ATIII eine hohere Affinitat zu Heparin hat (Edmunds, T., et al.; 1998). Dies l&asst
vermuten, dass das hier produzierte ATIII eine hohe Affinitdt zu Heparin aufweisen wirde.
1993 wurden drei Isoformen von ATIII, welche in BHK-Zellen produziert wurden, untersucht.
Das ATIII mit Glykanen, die mehr als zwei Antennen aufwiesen, zeigte die geringste Affinitat
zu Heparin im Gegensatz zu ATIII, welches sowohl komplexe Glykane als auch High Mannose
Strukturen zeigte (Fan, B., et al.; 1993). Jedoch beobachteten Yamada et al., dass die Affinitat

des ATllls zu Heparin durch das Vorhandensein von High Mannose Glykanen erhéht werden
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kann. Die Proteine mit High Mannose Glykanen werden schneller abgebaut, als ATIII mit
komplexen und sialylierten Glykanen (Yamada, T., et al.; 2016). Demnach ist das in dieser
Arbeit in CHO-Zellen produzierte ATIII vermutlich ein Produkt, welches sowohl eine hohe
Halbwertszeit, als auch eine hohe Affinitat zu Heparin aufweisen wirde. Ein weiterer positiver
Aspekt ist, dass das ATIII aus drei biologischen Replikaten homogen zu sein scheint und im
Verlauf der Kultivierung, abgesehen von der Sialylierung, stabil war. Auf3erdem konnten kaum
immunogenen Strukturen identifiziert werden. Demnach wird vermutlich unter den folgenden

zwei Bedingungen hochwertiges und stabiles ATIII produziert:

o Die Viabilitat der Zellen sollte Gber 95 % bleiben, damit méglichst keine Sialidasen im
Kulturiberstand vorhanden sind.

e Glutamin und Glukose sollten zugefittert werden. Es ist zu Uberprifen, welchen
Einfluss die Ammoniumkonzentration auf die Glykosylierung hat. Dementsprechend
musste darauf geachtet werden, dass die Ammoniumkonzentration niedrig gehalten

wird.
7.5. Zusammenfassung der Hauptversuche

In den Hauptversuchen zur Produktglykosylierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten einer
Kultivierung wurden finf unterschiedliche Glykoproteine in funf verschiedenen Zelllinien
erfolgreich produziert und anschlieBend fir die Glykananalytik aufgearbeitet. Die
wachstumsspezifische Probenahme stellte eine solide Methode dar, um ein Produkt aus
einem definierten Kultivierungsabschnitt zu untersuchen. Die Unterschiede, die zum Teil
durch nicht parallel verlaufende Wachstumskurven von Parental- und Produktionszelllinien
auftraten (vgl. Tabelle 16), waren gering und wirkten sich lediglich auf die Viabilitaten der
Kultivierungen von den mAb-produzierenden CHO-XL99- und den CHO-ATIII-Zellen zum
Erntezeitpunkt aus. Die Viabilitdten der Kontrollkultivierungen und der Kulturen mit
Medienwechsel unterschieden sich. Daher konnte fir die Produktion des mAbs nicht
ausgeschlossen werden, dass Unterschiede in der Fucosylierung und im Anteil an
High Mannose Strukturen beim Vergleich zwischen den Produkten aus den Kultivierungen mit
bzw. ohne Medienwechsel (vgl. Abbildung 60) durch die variierenden Viabilitaéten der Kulturen
hervorgerufen wurden. Bei der Produktion des ATllIs gab es keine Hinweise fiir einen Einfluss
der unterschiedlichen Viabilitdten auf die Glykosylierung.

Fur die Produktanalytik des EPOs wurde die Produktqualitdt aufgrund unterschiedlicher
Ladungsformen des Proteins analysiert. Fiur die restlichen Produkte wurde die vom Protein
abgespaltenen Glykane identifiziert und quantifiziert. Den Glykanen, die mittels
unterschiedlicher Analysen (Intaktmassen-Analytik, HILIC-FLD, MALDI-ToF) identifiziert und
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guantifiziert wurden, wurden folgende Qualitatsattribute zugeteilt: Antennaritét,
core-Fucosylierungsgrad, Galaktosylierungsgrad, Grad der antenndren Fucosylierung,
Sialylierungsgrad und Anteil an High Mannosen. Die Antennéritt zeigte sich in allen hier
durchgefuhrten Kultivierungen konstant. Die core-Fucosylierung des mAbs sank mit der
Kultivierungsdauer. Bei den anderen Glykoproteinen blieb sie konstant. Die Galaktosylierung
anderte sich in drei von vier untersuchten Proteinen. Lediglich beim ATIII zeigte sich ein
gleichbleibender Galaktosylierungsgrad. Ein Verlust an Sialinsduren konnte bei allen
sialylierten Glykanen (bei allen Produkten auf3er dem mAb) verzeichnet werden. Der C1-INH
zeigte wahrend der Kultivierung einen Verlust an antennaren Fucosen.

Der im Verlauf der Kultivierung abnehmende Sialylierungsgrad ist vermutlich auf zwei
unterschiedliche Mechanismen zurtickzufihren. Der erste Mechanismus beruht auf
extrazellularen Prozessen. Es konnten Sialidase-Aktivitdten in den Kulturibersténden
nachgewiesen werden. Von einer moglichen extrazellularen Beeinflussung der Sialylierung
kann fur die Produktion des C1-INHs und des ATllls ausgegangen werden, da in diesen
Kulturiiberstanden die hochsten Sialidase-Aktivitaten gemessen wurden. Bei der Produktion
des AATs und des EPOs schien die Sialidase-Aktivitat von geringerer Bedeutung gewesen zu
sein (vgl. Kapitel 7.2, Abbildung 48). Durch den Sialidase-Aktivitatstest wurde zudem gezeigt,
dass die unterschiedlichen Zelllinien auch bei geringer Viabilitat unterschiedliche
Sialidase-Aktivitaten aufwiesen. Dies kann durch unterschiedliche pH-Optima der diversen
Sialidasen begrindet werden. Unterschiedliche pH-Optima von Sialidasen aus
unterschiedlichen Zelllinien wurden bereits 1994 von Gramer und Goochee beschrieben
(Gramer, M. J.; Goochee, C. F.; 1994). Der zweite verantwortliche Mechanismus beruht auf
intrazellularen Prozessen wahrend der Produktglykosylierung. Durch Glukose- und
Glutaminlimitierung als auch der moglichen Steigerung der Ammoniumkonzentration im
Kulturiiberstand kann der Sialylierungsgrad negativ beeinflusst werden (Yang, M.; Butler, M.;
2000a; Liu, B., et al.; 2014; Cruz, H. J., et al.; 2000). Diese Parameter beeinflussten bei der
Produktion des mAbs, des C1-INHs und des AATs vermutlich nicht nur die Sialylierung,
sondern auch den Galaktosylierungsgrad. Als Folge einer Glukoselimitierung wurde ein
steigender Anteil an nicht glykosyliertem Produkt beschrieben (Jayme, D., et al.; 1997, Seo,
J. S., et al.; 2014). Dies konnte fur den hier produzierten mAb nicht bestatigt werden. Der
Anteil an glykosyliertem Produkt blieb auch nach der Verstoffwechselung der Glukose und
des Glutamins bei 97-98 %.

Wahrend der Produktion des C1-INHs fiel auf, dass die antennare Fucosylierung im
Kultivierungsverlauf mit dem Sialylierungsgrad abnahm. Dies konnte ein Hinweis auf die
Fucosyltransferase sein, welche fur die antennare Fucosylierung bei der Produktion des
C1-INHs in den CAP®-1D9-Zellen verantwortlich ist. Die FUT7 hangt Fucosen lediglich an

173



Ergebnisse und Diskussion

sialylierte Antennen an (Ma, B., et al.; 2006; Wang, H., et al.; 2013). Da wahrend der
Kultivierung der Sialylierungsgrad abnahm, konnte dies der Grund fir eine ebenfalls
abnehmende Fucosylierung der Antennen sein.

Mit Hilfe der wachstumsspezifischen Probenahme konnten Produkte zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Kultivierung untereinander verglichen werden und zusatzlich mit dem Produkt,
welches von Anfang bis Ende einer Kultivierung in der Kultur akkumulierte. Dadurch war es
moglich, einen detaillierten Blick auf die Glykosylierung des Produktes bei unterschiedlichen
Bedingungen innerhalb einer Kultivierung zu werfen. Durch diese Art der Probenahme war es
moglich, auszuschlieen, dass es sich um ein Produkt aus mehreren Wachstumsphasen
handelte. Zudem war die Verweilzeit des Produktes im Kulturiiberstand kurz und somit wurde
ein maglicher extrazellularer Einfluss auf das Produkt minimiert. Beim Vergleich der Summe
der Produkte aus den Kultivierungen mit Medienwechsel mit den Produkten aus den
Kontrollkulturen lieRen sich erste Hinweise finden, dass die Verweilzeit des Produktes im
Medium bzw. im Kulturlberstand nur unter bestimmten Bedingungen (geringe Viabilitat) eine
Auswirkung auf die Glykosylierung hat. Um dies zu Uberprifen wurden diverse Versuche zur
Produktstabilitét durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden im folgenden Kapitel vorgestellt und

diskutiert.
8. Analytik zur Produktstabilitat

Um die Ursachen der unterschiedlichen Glykosylierungen im Kultivierungsverlauf gezielter
untersuchen zu kénnen, wurde aufgereinigtes Produkt sowohl in Medium und Kulturtiberstand,

als auch in Parentalzellkulturen mit unterschiedlicher Viabilitat inkubiert.

8.1. Inkubation von EPO in Kulturliberstand und die Auswirkungen auf die

Sialylierung

Fur die Untersuchung der Produktstabilitat in Kulturiiberstand wurde EPO vor und nach einer
sieben tagigen Inkubation in Kulturiiberstand bei 37 °C mittels CZE analysiert. Dieses EPO
wurde nicht von CHO-C4 Zellen produziert, da aus den Kultivierungen nicht ausreichend
Produkt vorhanden war. In Abbildung 73 sind die relativen Intensitaten der sieben detektierten
Peaks gezeigt. Das EPO nach Inkubation in Kulturiiberstand zeigte geringere Mengen an
hoch sialylierten Glykanen (je hoher die Peak Nummer, desto mehr Sialinsauren, vgl. Kapitel
4.2.2.4) (Peak 6: Ausgangsprobe: 9,8 % + 0,1 %; nach Inkubation: 8,3 % + 0,5 %; Peak 7:
Ausgangsprobe: 3,1 % + 0,1 %; nach Inkubation: 1,8 % + 0,4 %).
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Abbildung 73: Relative Intensitaten der detektierten Peaks. Verglichen wird EPO vor und nach der
Inkubation in Kulturtiberstand bei 37 °C. Die Fehlerbalken zeigen die Differenz zwischen Duplikaten.

Die Intensitaten der Peaks 3 und 4 blieben nach der Inkubation innerhalb der Fehler gleich
(Peak 3: Ausgangsprobe: 29,4 % + 0,0 %; nach Inkubation: 29,5 % + 1,0 %; Peak b5:
Ausgangsprobe: 18,8 % + 0,1 %; nach Inkubation: 19,2 % * 0,3 %). Die Intensitaten der Peaks
1 und 4 stiegen nach der Inkubation im Kulturiiberstand und die Intensitat des Peaks 2 sank.
Die Unterschiede zwischen dem Ausgangsprodukt und dem EPO nach Inkubation im

Kulturiiberstand waren gering und folgten keinem eindeutigen Trend.

Tabelle 27: Bewertung der EPO Proben nach der prozentualen Peakflachenverteilung (EuPh).

Isoform 1 2 3 4 5 6 7 8
Erlaubter Bereich der

relativen Peakflache 0-15 0-15 5-20 10-35 15-40 13-35 0-20 0-15

[%0]
Ausgangsprobe N N < N 7 v 7 -
Nach Inkubation in
Kulturtiberstand v v x v \ y J J

Der Kulturiiberstand stammte von einer Kultivierung, die nach Eintritt in die stationare Phase
beendet wurde. Dementsprechend lag die Viabilitat Gber 90 % (Daten nicht gezeigt) und es
ist davon auszugehen, dass wenig Proteine, wie Sialidasen aus lysierten Zellen im
Kulturiberstand waren. Demnach ist eine enzymatische Degradation des Proteins durch
Glykosidasen unwahrscheinlich. Dies wird durch die Daten zur Sialidase-Aktivitat in den
Kulturiiberstanden aus der wachstumsspezifischen Probenahme des EPOs untermauert
(vgl. Kapitel 7.2 und Tabelle 17). Mittels CZE kdnnen unterschiedliche Ladungsformen eines
Proteins aufgetrennt werden. Eine Desialylierung ist im Falle der Glykosylierungen die einzige

Maoglichkeit, dass das EPO im Vergleich zu vor der Inkubation andere Ladungsformen
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aufweist. Da eine enzymatische Desialylierung ausgeschlossen wurde, kdme eine chemische
Abspaltung der Sialinsauren in Frage. Dazu musste jedoch ein saurer pH vorliegen und die
Temperatur musste hoher als 37 °C sein (vgl. Kapitel 4.2.2.2) (Mulloy, B.; 2009). Somit lasst
sich erklaren, warum es kaum Unterschiede zwischen dem EPO vor und nach der Inkubation
im Kulturtiberstand zeigen.

8.2. Produktstabilitat des C1-INHs unter Kultivierungsbedingungen

Um den Einfluss von Medienbestandteilen und physikalischen Einflissen wie der Temperatur
auf die Produktstabilitdt zu untersuchen wurden die Glykane des C1-INHs vor und nach einer
sieben-tagigen Inkubation in Kulturmedium bei 37 °C vom Produkt abgespalten, permethyliert
und mittels MALDI-ToF analysiert (vgl. Kapitel 4.2.2.10). Die Auswertung der Spektren
erfolgte analog zu den vorherigen Auswertungen (vgl. Kapitel 4.2.2.8). Innerhalb der Fehler
sind keine Unterschiede in den hier gezeigten Qualitatsattributen der Glykosylierung zu sehen
(vgl. Abbildung 74).
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Abbildung 74: Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung der Glykane des C1-INHs vor
und nach der Inkubation in Kulturmedium bei 37 °C. Die Fehlerbalken zeigen die Differenzen der
Duplikate an.

Die Ergebnisse des C1-INHs bestatigen die Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchung des EPO.
Im Kulturmedium waren keine Enzyme enthalten und pH und Temperatur waren physiologisch.
Dementsprechend gab es keine Grinde fir eine Abspaltung der Sialinsauren. Um das
Verhéltnis von Monosacchariden zu untersuchen, werden Glykane einer harschen Hydrolyse
unter saurem pH bei 100 °C fir mehrere Stunden unterzogen (Mulloy, B.; 2009). Dies
verdeutlicht, dass eine Degradation unter physiologischen Bedingungen nicht sehr
wahrscheinlich ist. Dies wird durch die hier gezeigten Ergebnisse bestatigt. Einen Hinweis

darauf gab bereits der Vergleich der gemittelten Ergebnisse aus den Kulturen mit
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Medienwechsel im Vergleich zu den Kulturen ohne Medienwechsel (vgl. Abbildung 66). Es
konnte kein Hinweis auf eine Veranderung der Glykosylierung durch die Verweilzeit des
C1-INHs in der Kultur gefunden werden.

8.3. Produktstabilitat des ATIllIs unter Kultivierungsbedingungen

Ein weiteres Produkt, ATIII, wurde sowohl durch Inkubation in Kulturmedium, als auch durch
Inkubation in zwei unterschiedlichen Zellkulturen auf die Produktqualitét hin untersucht. Bei
den zwei Zellkulturen handelte es sich um CHO-K1. Die Inkubation in Medium und in
Zellkultur | dauerte vier Tage, wobei die Viabilitat der Zellen 89 % betrug. In Zellkultur I
wurden das ATIII sieben Tage inkubiert. Die Viabilitat sank in dieser Zeit auf 31 % (Daten nicht
gezeigt). Die abgespaltenen Glykane wurden 2-AB gelabelt (vgl. Kapitel 4.2.2.7) und tber
einen Anionentauscher aufgrund ihrer negativen Ladungen aufgetrennt (vgl. Kapitel 4.2.2.9).
In Abbildung 75 ist ein Chromatogramm der IEX des ATllls vor der Inkubation gezeigt.
Ungeladene Glykane eluierten nach 2,5 min. Die geladenen Glykane wurden nach ihrer
Anzahl an negativen Ladungen, also nach Anzahl ihrer Sialinsduren aufgetrennt. Beim ATIII

liegt ein Grofteil der Glykane einfach und zweifach sialyliert vor.
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Abbildung 75: IEX-HPLC-Chromatogramm des ATIlIs vor Inkubation. Die Glykane wurden aufgrund
ihrer Ladungen aufgetrennt.

Aber auch asialo Glykane, sowie geringe Mengen von tri- und tetrasialo Glykanen konnten
nachgewiesen werden. Dies stimmt mit den Daten aus der wachstumsspezifischen
Probenahme Uberein (vgl. Kapitel 7.4.5.2 und 7.4.5.3). Die Peakflachen wurden integriert und
relativ quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 76 gezeigt. Die Unterschiede zwischen
der Ausgangsprobe und dem ATIII nach Inkubation in Medium sind gering. Werden jedoch die
Glykane der Ausgangsprobe mit denen aus den Inkubationen in Zellkulturen I und Il verglichen
so wird deutlich, dass der Anteil der Glykane mit keiner, bzw. einer Ladung steigt, wohingegen

der Anteil der Glykane mit zwei Ladungen abnimmt. Der Anteil an dreifach geladenen
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Glykanen andert sich marginal (vor Inkubation 4,5 %; nach Inkubation: Zellkultur I: 3,0 %);
Zellkultur 1I: 3,5 %) und der Anteil von vierfach geladenen Glykanen bleibt gleich bei 0,4 %.
Die Unterschiede zwischen den Glykanen vor Inkubation und nach der sieben-tdgigen
Inkubation in Zellkultur Il sind besonders deutlich. So steigt der Anteil der ungeladenen
Glykane von 9,6 % auf 18, 3 %. Der Anteil der einfach geladenen Glykane steigt von 28,3 %
auf 36,7 %. Diese Anstiege lassen sich durch die Abnahme der zweifach geladenen Glykane
von 57,2 % auf 41,0 % erklaren. Nach der sieben-tagigen Inkubation lag die Viabilitat bei
lediglich 31 %. Das bedeutet, dass nicht sekretierte Enzyme durch Zelllyse im Uberstand
vorhanden waren. Dies war vermutlich auch bei Zellkultur | der Fall, jedoch lag die Viabilitat
mit 89 % weit hoher. Dementsprechend gelangten durch Zelllyse weniger Enzyme in das
Kulturmedium, als es bei Zellkultur Il der Fall war.
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Abbildung 76: Ergebnisse der IEX-HPLC-FLD der 2-AB gelabelten Glykane des ATllls. Gezeigt sind
die relativen Quantitdten der detektierten Peaks die jeweils 0-4 negativen Ladungen am Molekiil
entsprechen.

Im Sialidase-Assay konnte in den Uberstanden der Kultivierung der CHO-ATIII-Zellen bereits
zum Zeitpunkt des zweiten Medienwechsels eine Sialidase-Aktivitat von 0,3 mU detektiert
werden. Zu diesem Zeitpunkt lag die Viabilitdt bei 95 % (vgl. Tabelle 17). Es ist davon
auszugehen, dass diese Aktivitat mit abnehmender Viabilitat steigt, da Sialidasen durch
Zelllyse in den Kulturiberstand gelangen. Diese Daten unterstiitzen die Vermutung, dass der
Verlust an Sialinsduren durch extrazellulare Sialinsauren hervorgerufen wird. Zwar ist es
wahrscheinlich, dass sich die Glykosylierung durch die Produktionszellen durch

Substratlimitierung und Akkumulation von Ammonium andert, jedoch wird deutlich, wie stark
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sekretiertes Produkt in einem Kulturlberstand mit lysierten Zellen degradiert. Durch die
beiden vorausgegangenen Versuche mit EPO und dem C1-INH ist eine chemische
Degradation auszuschlief3en.

8.4. Zusammenfassung zur Produktstabilitat

Mit Hilfe der Stabilitatsversuche sollte die Produktstabilitat unter verschiedenen
physiologischen Parametern getestet werden. Unterschiedliche Produkte (EPO, C1-INH und
ATII) wurden im Kulturiberstand der Parentalzelllinie, in Medium und in Parentalzellkulturen
fur unterschiedliche Zeiten bei 37 °C inkubiert. Weder nach Inkubation im Medium noch nach
Inkubation im Kulturiiberstand, bei dem die Zellen eine Viabilitdt von Uber 90 % zeigten,
wurden Unterschiede zwischen dem Produkt vor und nach der Inkubation detektiert. Dies
spricht daflr, dass keine chemischen Prozesse stattfinden, die sich auf die Glykane des
Produktes auswirken. Somit ist die Verweilzeit in einer Zellkultur mit hoher Viabilitat fur die
Produktqualitat vernachlassigbar. Erst sinkende Viabilitdit und die damit einhergehende
Akkumulation von Enzymen durch lysierte Zellen tragt zur Degradation der Glykane bei. Dies
wurde durch den Stabilitatstest mit ATIII deutlich gezeigt. ATl wurde sowohl in Medium, als
auch in Parentalzellkulturen inkubiert. Wahrend das Ausgangsprodukt und das Produkt nach
Inkubation in Medium eine anndhernd gleiche Ladungsverteilung aufwiesen, zeigten die
Produkte, die in den Zellkulturen inkubiert wurden, mit abnehmender Viabilitat der Kulturen
eine Abnahme der héher geladenen Formen bei Zunahme der nicht bzw. einfach geladenen
Strukturen.

Somit haben sich Vermutungen aus den Versuchen zur wachstumsspezifischen Probenahme,
namlich dass sich die Verweilzeit des Produktes im Kulturiberstand nicht auf die
Produktglykosylierung auswirkt, bestatigt. Erst durch Glykosidasen, die durch die sinkende
Viabilitdt der Kulturen in den Kulturiiberstand freigesetzt werden, kann die
Produktglykosylierung beeintrachtigt werden. Je nach pH-Optimum der Enzyme, welches von
der produzierenden Zelllinie abhangt, sind die Glykosidasen unter Kultivierungsbedingungen
aktiv und konnen die Glykanstrukturen beeintrachtigen (vgl. Kapitel 7.2.; (Gramer, M. J.;
Goochee, C. F.; 1994). Um eine Kultivierung auf die Anforderungen, die an das zu
produzierende Glykoprotein gestellt werden, zu optimieren, sollten demnach auch die
Aktivitdten von Glykosidasen im Kulturiiberstand bekannt sein und das Ende der Kultivierung

abhangig von einer zuvor fur die Glykosidase-Aktivitat kritischen Viabilitat gewahlt werden.
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Auf die am Anfang dieser Arbeit stehenden Fragen nach dem Ursprung von
Produktheterogenitaten am Ende einer Kultivierung konnten mittels wachstumsspezifischer
Probenahme und diverser Versuche zur Produktstabilitdt mehrere Antworten gefunden
werden. Aufgrund der hier gesammelten Daten sind die Hauptparameter, die auf die
Glykosylierung des Produktes im Kultivierungsverlauf einwirken, zum einen extrazellulare
enzymatische Prozesse, die durch lysierte Zellen ausgelést werden, und zum anderen
intrazellulare  Prozesse wahrend der Glykosylierung, die von Substrat- und
Metabolitkonzentrationen beeinflusst werden. In dieser Arbeit wurden funf unterschiedliche
Glykoproteine, die in unterschiedlichen Zellen produziert wurden, analysiert. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass die Produktheterogenitat vom Produkt selber oder von der
produzierenden Zelle abhangig sein kann. So zeigte ATIII, produziert in CHO-Zellen, kaum
eine Veranderung wahrend der Batch-Kultivierung, wohingegen beispielsweise die
Glykosylierung des mAbs, ebenfalls in CHO-Zellen produziert, wesentliche Unterschiede im
Kultivierungsverlauf zeigte. In dieser Arbeit konnte aufgezeigt werden, wie unterschiedlich
sich Produktglykosylierungen innerhalb eines Prozesses verandern konnen. Dies verdeutlicht
die Notwendigkeit solcher grundlegenden Versuche zum einen fir das Verstandnis der
Glykosylierung im Kaultivierungsprozess, und zum anderen fir die Entwicklung von
Produktionszellen und -prozessen. Durch die hier verhaltnismaiig unkomplizierte
Versuchsdurchflihrung der wachstumsspezifischen Probenahme konnten mégliche Engpasse
und auftretende Probleme fir die Produktglykosylierung innerhalb des Batch-Prozesses
identifiziert werden. Durch das Wissen Uber die Ursachen der Produktheterogenitat kann
diese durch eine angepasste Prozessfiihrung verringert werden.

Sowohl fur die Zelllinien- als auch fir die Prozessentwicklung kénnen Ergebnisse aus einer
wachstumsspezifischen Probenanalytik von grof3em Interesse sein, denn in der Optimierung
des Mediums oder des Feeds kann beriicksichtigt werden, welche Substrate wichtig fur eine
gewinschte Glykosylierung sind und welche Metabolite stéren kénnten. Die zusétzliche
Messung der Ammoniumkonzentration sollte dabei berticksichtigt werden. Ein weiterer Vorteil
in der Prozessoptimierung kann das Wissen Uber die Glykosidase-Aktivitaten im Uberstand
sein. Sind auch bei hohen Viabilitdten hohe Aktivitdten messbar, ware ein optimierter
Perfusionsprozess fir ein moéglichst hoch sialyliertes Produkt eventuell wirtschaftlicher als
eine komplexe Aufarbeitung, die dieses Produkt aus einem heterogenen Pool, welcher durch
langere Verweilzeit im Kulturiberstand entsteht, anreichert. Bei der Optimierung solcher
Prozesse mussen die Anspriiche an das Produkt beriicksichtigt werden. Soll ein mAb fir die

Krebstherapie eingesetzt werden, so ist die Sialylierung vernachlassigbar. In diesem Fall
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spielt die Fucosylierung eine grofRe Rolle, da nicht fucosylierte Glykane an einem mAb eine
Erhohung der ADCC zur Folge haben. Ist jedoch eine entziindungshemmende Wirkung das
Ziel, ist die Sialylierung des mAbs von Relevanz. Die Kombination aus den variierenden
Anspriichen an die unterschiedlichen Pharmazeutika und der von Zellen und Produkt
abhangigen Glykosylierung macht eine individuelle Prozessentwicklung fiir die Produktion von
Biopharmazeutika unabdingbar.

In dieser Arbeit wurden nicht-gesteuerte Batch-Kultivierungen durchgefiihrt. Ein nachster
Schritt, um die Ursachen der Unterschiede in der Produktglykosylierung weiter einzugrenzen,
sind gesteuerte Batch- und Fed-Batch-Prozesse mit wachstumsspezifischer Probenahme. So
kann der pH-Wert des Kulturiberstandes konstant gehalten werden und Glukose- und
Glutaminlimitierungen sowie erh6hte Ammoniumkonzentrationen vermieden werden. Daraus
lieRen sich Schlisse dartiber ziehen, welche Parameter bei welchen Zellen, bzw. bei welchem
Produkt, den groR3ten Einfluss auf die Produktglykosylierung haben. Des Weiteren waére die
Prifung von Glykosidase-Aktivitaten im Uberstand bei dem pH-Wert der Kultivierung sinnvoll.
Hier konnten fir die diversen Zellen bei unterschiedlichen Viabilititen Sialidase-Aktivitaten
nachgewiesen werden. Darum ist die Kenntnis dartber, ab welcher Viabilitat einer Kultur
Glykosidasen im Kulturiiberstand die Produktqualitdt im Kultivierungsprozess beeinflussen
kénnen fur den Produktionsprozess von enormer Bedeutung. Bei all diesen Stellschrauben
fur die Optimierung der Produktglykosylierung darf jedoch die Produktivitdit und das
Zellwachstum nicht vernachlassigt werden. Mit dieser Arbeit wurden weitere Erkenntnisse
Uber die Produktglykosylierung gewonnen, die helfen kdnnen die Glykosylierung gezielt zu
beeinflussen. Es ist ein Schritt weiter in Richtung einer gezielt gesteuerten und konstanten
Produktglykosylierung, denn wie Johann Sebastian Bach einst sagte: ,Alles, was man tun

muss, ist, die richtige Taste zum richtigen Zeitpunkt zu treffen.” (Johann Sebastian Bach).
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4. Tabellen

Um die Bedeutung der N-Glykosylierung zu verdeutlichen, werden hier Krankheiten aufgelistet,

die auf Gendefekte in der Glykosylierung zurlickzuftihren sind.

Tabelle-A 1: Krankheiten, die auf genetische Defekte in der N-Glykansynthese zuriickzuftihren sind

(Freeze, H. H.; 2006).

Krankheit Gen Enzym Hauptsymptom
Entwicklungsverzdgerung, Hypotonie,
PMM  Phosphomannomutase Esotropie, Lipodystrophie, Cerebellar
CDG-la . L .
2 Il Hypoplasie, Apoplexie &hnliche Vorfalle,
Krampfe
Hepatische Fibrose, Protein-verlierende
CDG-Ib MPI Phosphomannose- Enteropathie, Koagulopathie,
isomerase .
Hypoglycaemie
Mane-GIcNAC,-P-P-Dol  Moderate Entwicklungsverzégerung,
CDG-Ic ALG6 . : ; :
Glucosyltransferase Hypotonie, Esotropie, Epilepsie
Schwere psychomotorische
Mans-GIcNAc:-P-P-Dol  Entwicklungsstdrung, Optikusatrophie,
CDG-Ild ALG3 . S
Mannosyltransferase erworbene Mikrozephalie, Iris Coloboma,
Hypsarrhythmie
Dol-P-Man-synthase | Ernste Entwicklungsverzdgerungen,
CDG-le DPM1 GDP-Man: Dol-P- Epilepsie, Hypotonie, milder
Mannosyltransferase Dysmorphismus, Koagulopathie
o Kleinwuchs, Icthyose, psychomotorische
MPD  Man-P-Dol utilization . T LA
CDG-If U1 1/Lec3s E_ntwmklungsstorung, Retinitis
pigmentosa
= . i Hypotonie, fazialer Dysmorphismus,
ALG1 DI EENA ELT psychomotorische Entwicklungsstérung,
GDEA 2 Silelllaza = el erworbene Mikrozephalie, haufige
Mannosyltransferase : P ' 9
Infektionen
Sl,lf?s_sélg-agféeﬁza Il Hepatomegalie, Protein-verlierende
CDG-lh ALGS8 2 o Enteropathie, Hypoalbuminaemie,
GIcNAC,-P-P-Dol .
Oedeme, Ascites
Glucosyltransferase
Gesund bei der Gebuirt;
Mannosyltransferase Il . )
GDP-Man: Man- Entwicklungsverzdgerung,
CDG-li ALG2 . ! Hypomyelination, hartnackige Krampfe,
GIcNACc,-P-P-Dol : .
Iris Coloboma, Hepatomegalie,
Mannosyltransferase .
Koagulopathie
Ernste Entwicklungsverzégerungen,
. DPAG UDP-GIcNAc: Dol-P- . N . .
CDG-lj T1 GlcNAC-P Transferase Hypotome, Krampfe, Mikrozephalie,
Exotropie
Ernste psychomotorische
Mannosyltransferase | o] ) :
GDP-Man: GIcNAC,-P- Entwic ungsverzogerungen, Hypot_onle,
CDG-lk ALG1 P-Dol ' erworbene Mikrozephalie, hartnackige
Mannosvitransferase Krampfe, Fieber, Koagulopathie,
y Nephrotisches Syndrom, friiher Tod
Mane- and Mans- . . :
CDG-Il ALGY  GIcNAC,-P-P-DOI Ernste Mikrozephalie, Hypotonie,

Mannosyltransferase

Krampfe Hepatomegalie


http://dict.leo.org/ende?lp=ende&lang=de&searchLoc=0&searchLocRelinked=1&search=Optikusatrophie&trestr=0x2001

Krankheit Gen Enzym

Tabellen

Hauptsymptom

CDG-lla

CDG-lIb

CDG-lIc

CDG-lId

CDG-lle

CDG-IIf

CDG-
[1/COG1

'IMZG g GIcNAc Transferase 2
GLS1 Glucosidase |

ECL:EIBF GDP-Fucose

UCT1 Transporter

B4GA (1,4

LT1 Galactosyltransferase

COG7

Conserved oligomeric
Golgi complex subunit 7

SLC3 CMP-Sialinsaure
5A1 Transporter

COG1

Conserved oligomeric
Golgi complex subunit 1

Entwicklungsverzdgerung,
Dysmorphismus, Stereotypie, Krampfe
Dysmorphismus, Hypotonie, Krampfe
Hepatomegalie, hepatische Fibrose;Tod
mit 2,5 Monaten

Rezidive Infektionen, Neutrophilie,
Entwicklungsverzdgerung, Mikrozephalie,
Hypotonie

Hypotonie (myopathisch), spontane
Haemorrhagie, Dandy—Walker
Fehlbildung

Todlich im Sauglingsalter;
Dysmorphismus, Hypotonie, hartnackige
Krampfe, Hepatomegalie, progressive
Gelbsucht, rezidive Infektionen,
Herzfehler

Thrombocytopaenie, keine
neurologischen Symptome

Hypotonie, Wachstumshemmung,
progressive Mikrozephalie,
Hepatosplenomegalie, milde
Entwicklungsstorung

Der mAb wurde mittels Affinitatschromatographie an Protein A aufgereinigt. In Tabelle-A 2

sind die Produktmengen in Kulturiiberstand sowie im Eluat aufgelistet, ebenso wie die

berechneten Ausbeuten.

Tabelle-A 2: Produktmenge in aufgearbeiteten Uberstdnden und den zugehorigen Eluaten der
Aufreinigung, sowie die Produktausbeute der Aufreinigung des mAbs.

Produktmenge [mg]

Ausbeute [%]

Uberstand im Uberstand im Eluat
Kultur 1, Tag 0-3 3,4 1,6 47
Kultur 2, Tag 0-3 3,5 1,7 48
Kultur 3, Tag 0-3 3,4 1,4 41
Kultur 1, Tag 4-6 11,9 11,8 99
Kultur 2, Tag 4-6 11,8 7,9 67
Kultur 3, Tag 4-6 12,0 6,1 51
Kultur 1, Tag 7-9 4.7 0,8 17
Kultur 2, Tag 7-9 4.6 2,6 57
Kultur 3, Tag 7-9 4.6 - 0
Kontrollkultur 1 334 14,9 45
Kontrollkultur 2 33,0 10,6 32
Kontrollkultur 3 32,8 17,0 52
mittlere Ausbeute 51

Xi



Anhang

Fur die Auswertung der MS-Spektren wurde eine Liste erstellt, die das Glykan mit zugehdriger
berechneter m/z zeigt. Dem Glykan wurden KenngréBen fur die Qualitatsattribute
(Antennaritat, Galaktosylierungsgrad, core-Fucosylierung, antenndrer Fucosylierung,
Sialylierungsgrad, Anteil an High mAnnose Strukturen, Anteil an Hybrid Strukturen und Anteil
an Vorlaufern) zugewiesen. Diese sind ebenfalls in Tabelle-A 3 aufgelistet.

Tabelle-A 3: Glykanstrukturen mit ihrem m/z Verhaltnis nach Permethylierung. Es sind die Werte die
jeweiligen Werte der entsprechenden Qualitatsattribute angegeben.

8

g 2 o

. gf 8@
g 5 & 3 .5 & 2 % 2
£ 2 3 o o5 £ §H o 2
o = o ° =2 - 2 > o
S I3y c S Lf S > O I I >
£ > § % ¢ 5S> T T T
= Q'& T © c ©35 ¢« c & ¢
n £ = < O O <o 0O < << <
FGlcNac2Man2 1157,60 O 0 1 0 0 0 0 1
GIcNAc2Man3 1187,61 O 0 0 0 0 0 0 1
FGIcNac2Man3 1361,70 O 0 1 0 0 0 0 1
Man4 1391,71 0 0 0 0 0 1 0 0
Al 1432,74 0 0 0 0 0 0 0 1
Man4F 1565,80 0 0 1 0 0 1 0 0
Man5 159581 0 0 0 0 0 1 0 0
FA1 1606,83 0 0 1 0 0 0 0 1
A2 1677,87 2 0 0 0 0 0 0 0
Man5F 176990 0 0 1 0 0 1 0 0
Man6 179991 o0 0 0 0 0 1 0 0
FA2 185196 2 0 1 0 0 0 0 0
A2G1 1881,97 2 1 0 0 0 0 0 0
A3 192293 3 0 0 0 0 0 0 0
Man6F 1974,00 O 0 1 0 0 1 0 0
Man7 2004,01 o0 0 0 0 0 1 0 0
FA2G1 2056,06 2 1 1 0 0 0 0 0
A2G2 2086,07 2 2 0 0 0 0 0 0
FA3 2097,02 3 0 1 0 0 0 0 0
A2G1+GlcNAcl 2127,09 3 1 0 0 0 0 0 0
Man7F 2178,10 0 0 1 0 0 1 0 0
FA2F2 2200,13 2 0 1 2 0 0 0 0
Man8 2208,11 0 0 0 0 0 1 0 0
FA2G1F1 2230,15 2 1 1 1 0 0 0 0
A2G1S1 224314 2 1 0 0 1 0 0 0
Man7GIcNAc1 2249,14 2 0 0 0 0 0 1 0
FA2G2 2260,16 2 2 1 0 0 0 0 0
FA2BF 2271,11 3 0 1 1 0 0 0 0
FA3G1 2301,18 3 1 1 0 0 0 0 0



Struktur

A2G2+GIcNAcl
A4G1

Man8F
FA2G1F2

Man9

FA2G1S1
Man7GIcNAcC1F
FA2G2F1
FA2B1F2
A2G2S1
Man7GIcNAc1G1
FA3G2F1
FA2G1BF
FA3G2

A3G3

FA4G1

A4G2

Man9F
FA2G2F2
FA2G2S1
Man7GIcNACG1F
FA2G1BF2
FA3G2F2
A3G2S1

FA3G3
FA4AG1F1
FA4G2

A4G3
FA2G2F1S1
Man7GlcNacG1F2
A2G2S2
Man7GIcNAcG1S1
FA3G2F2
FA3G2S1
FA3G3F1
A3G3S
FA4G2F1
FA4G3

PerMe; Red; Na")

N
EL
2331,19
2372,22
2382,20
2404,23
2412,21
2417,23
2423,23
2434,24
2445,20
244724
2453,24
2475,27
2475,27
2505,28
2535,29
2546,31
2576,32
2586,30
2608,33
2621,33
2627,33
2649,36
2679,37
2692,37
2709,38
2720,40
2750,41
2780,42
2795,42
2801,42
2808,41
2814,13
2853,46
2866,46
2883,47
2896,47
2924,50
2954,51

AR WWWWNNONAMDIMDRNWWWWONNORDRDMWWWWNNWNODNONO M wANtenndaritat

WNWWNNREPNRPNONRPONNRPPNNONRPWOWNRERERPNONOLROLPR O R NGalaktosylierungsgrad

PRPORRPRPOORRPRORRPRRPRORRPRPREPRPRPORPRORRRELROORERERLEROERPR O OCore-Fucosylierungsgrad

Fucosylierungsgrad

Antennéarer

OFRPOFRPONOORPRPFPOORFRPROOFRPNOOMNOODOOOR,RP,POONPOOOMNMOODO

OCOFrPRORPRORNOROOOOROOOROOOOOOOOORr OO0OLRr OO o o oSialylierungsgrad
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cNeNoNeoNoNeoNeNoNeNoNeoNoNeoNeoNoNeoNoNeoNoNeoNeoNoNeNoNeNoNoNeoNoNeoNoNeoNolNoNeNoNeNolW. N [ (- 11RV/e 1§ {51{:1s]

Tabellen

Xiii



Anhang

Struktur

FA2G2F2S1
FA2G2S2
A4G4

Man7GIcNacG1S1F

FA2G2BF1S1
A3G2S2
FA3G3F2
FA3G3S1
FA4G2F2
FAAG3F
A3G3S1
FA2G2F1S2
FA4G4

Man7GlcNacG1SF2

FA2G2BF2S1
FA3G2S2
A4G4B
FA3G3F3
FA3G3F1S1
A3G3S2
FA4G3F2
FA4G3S1
FA2G2F2S2
FA2G4F
A4G4S1
FA2G2BF1S2
FA4G4B
FA3G3F2S1
FA3G3S2
FA4G3F3
FA3G3BF1S1
A3G3S2
FA4G4F2
FA4G4S1
FA2G2BF2S2
FA4G3F1
A4G4BS1
FA3G3F3S1
FA3G3F1S2

PerMe; Red; Na")

N
EQ
2969,51
2982,50
2984,52
2988,22
3040,54
3053,54
3057,56
3070,56
3098,59
3128,60
3141,59
3156,59
3158,61
3162,31
3214,63
3227,63
3229,65
3231,65
3244,64
3257,64
3302,69
3315,68
3330,68
3332,70
3345,69
3401,72
3403,73
3418,73
3431,73
3476,78
3489,77
3502,77
3506,79
3519,78
3575,81
3577,82
3590,82
3592,82
3605,82

WWAPMOWOAMADMPEREADNWWOPRNMNOWARARNAEADNWWWDNWWORARNPAEDIAMDWWWWODNMDNDNANtennaritat

WWARNAPLOVWWWWANREAENWOWWWWWANNEANDW®N®®WNN PR AN N Galaktosylierungsgrad

PRPORRPRPRPORRPRPRPRPRPORPRPRPLPRPORPRPORRPRERRELROREEREREOLREROERRCore-Fucosylierungsgrad

Fucosylierungsgrad

Antennéarer

P WORFRPNOMNMORFRPRWOMNOPRFRPRORFRPNOMNORPWOONRPOPRPOERPNONOPRPLPOOONDN

NFPFRPONRONRFRONRFRONRFRONRFPONRFPOONRKRERLONROORONLERERON P Sjalylierungsgrad
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Struktur

A3G3S3
FA3G3BF2S1
FA4G3S2
FAAG3F3
FA2G4FS1
A4G4S2
FA4G4BF2
FA4G4BS1
FA3G3F2S2
FA3G3S3
FA4G3BF3S1
FA3G3BF1S2
FA4G4F4
A3G3S3
FA4G4F2S1
FA4G4S2
FA4AG4BF3
FA4G3F1S1
A4G4BS2
FA3G3F3S2
FA3G3F1S3
FA3G3BF2S2
FA4G3S3
FA4G4F3S1
FA2G4FS2
A4G4S3
FA4G4BF4
FA4G4BF2S1
FA4G4BS2
FA3G3F2S3
FA4G3BF3S2
FA3G3BF1S3
FA4G4F4S1
FA4GAF2S2
FA4G4S3
FA4G4BF3S1
FA4G3F1S2
A4G4BS3

PerMe; Red; Na")

N
EQ
3618,81
3663,86
3676,86
3680,88
3693,87
3706,87
3751,91
3764,91
3779,91
3792,90
3837,95
3850,94
3854,96
3863,94
3867,96
3880,96
3926,00
3939,00
3951,99
3954,00
3966,99
4025,03
4038,03
4042,05
4055,04
4068,04
4100,09
4113,09
4126,08
4141,08
4199,12
4212,12
4216,14
4229,13
4242,13
4287,18
4300,17
4313,17

ARMNBMAAADMNDMNWAADMNDMNAAADMNWWAADMDMDAAEADMNDNWWASNADMDLALPSDNS wANtennaritat

ARAPRPRPRPOOWAPRAEREARADWWOWWOWWARAREDERA®DWW®WWAEDSISDPLW® WCGalaktosylierungsgrad

ORRPRPRPPRPRPRPPPPORPRRPRPRPRPRPORRPRLPRRPORRERREREEREREREOLREREPRR OCore-Fucosylierungsgrad

Fucosylierungsgrad

Antennéarer

OFRP WONRAMPWNODMNMPOPRPWONPWORLRWONORRPWONONMNOPEL,WONDO

WNRPWONRFPONWONRPOWNRPWOWNWNNRPONRWONR®WNREONRON K wSialylierungsgrad

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOAnteilHighMannose
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Struktur

FA3G3F3S3
FA3G3BF2S3
FA4G4F3S2
FA2G4FS3
A4G4S4
FA4G4BF4S1
FA4AG4BF2S2
FA4G4BS3
FA4G3BF3S3
FAAGAF4S2
FA4G4F2S3
FA4GAS4
FA4G4BF3S2
FA4G3F1S3
A4G4BS4
FA4G4F3S3
FA2G4FS4
FA4G4BF4S2
FA4G4BF2S3
FA4G4BS4
FA4G4F4S3
FA4G4F254
FA4G4BF3S3
FA4G3F1S4
FA4G4F3S4
FA4G4BF4S3
FA4G4BF254
FA4GAF4S4
FA4G4BF3S4
FA4G4BF454

PerMe; Red; Na")

N
EQ
4315,17
4386,21
4403,22
4416,22
4429,21
4461,26
4474,26
4487,26
4560,30
4577,31
4590,31
4603,30
4648,35
4661,34
4674,34
4764,40
4777,39
4822,44
4835,43
4848,43
4938,49
4951,48
5009,52
5022,52
5125,57
5183,61
5196,61
5299,66
5370,70
5544,79
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PRrPPRPPPPRPPRPPPPPOPRPRPRPRPRPPRPPRPPPRPOLPRPPFFCoreFucosylierungsgrad

Fucosylierungsgrad

Antennéarer
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Abbildungen
5. Abbildungen
Nachdem die CHO- ATIlI-Zellen an das Wachstum in CDM 4 adaptiert wurden, wurde eine

Wachstumskurve aufgenommen. Dabei wurden Glukose- und Laktatkonzentration gemessen
(vgl. Abbildung-A 1).

Substratkonzentration

Kultivierungsdauer [d]

Abbildung-A 1: Glukose und Laktatkonzentration wahrend der Kultivierung der CHO-ATIII-Zelllinie in
CDM 4.

Uberstande der Kultivierung zur wachstumsspezifischen Produktanalytik des EPOs wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Das EPO konnte mittels SDS-PAGE nicht detektiert werden
(vgl. Abbildung-A 2).

A CHO-K1-C4 mit MW B cHO-K1-C4 Kontrolle
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Abbildung-A 2. SDS-PAGE nach kolloidaler Coomassie-Farbung. Aufgetragen wurden
Kulturiberstande (KU) aus den Kultivierungen zur wachstumsspezifischnen Probenahme der
Produktionszelllinie CHO-K1-C4. Es sind jeweils die Kultivierungstage tber der zugehorigen Spur
angegeben. A) KU im Verlauf der Kultivierung, bei der an zwei Zeitpunkten (Tag 3 und Tag 6) ein
Medienwechsel stattfand. B) KU im Verlauf der Kontroll-Kultivierung. M: Protein GréRenstandard
(PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas, USA).
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Anhang

Uberstande der Kultivierung zur wachstumsspezifischen Produktanalytik des mAbs wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Der denaturierte mAb konnte mittels SDS-PAGE detektiert
werden. In den Kulturtiberstanden nach dem Medienwechsel (Tag 4 und 7) sind jeweils zwei
schwachere Banden auf Hohe der schweren Kette (ca. 55 kDa) und der leichten Kette (ca.
25 kDa) des mADbs zu erkennen (vgl. Abbildung-A 3).

A mAb-Produzent XL99 mit MW B mAb-Produzent XL99 Kontrolle
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Abbildung-A 3: SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen nach kolloidaler Coomassie-Farbung.
Aufgetragen wurden Kulturiiberstande (KU) aus der den Kultivierungen mit wachstumsspezifischer
Probenahme der mAb produzierenden Zelle CHO-XL99. Es sind jeweils die Kultivierungstage tber der
zugehorigen Spur angegeben. A) KU im Verlauf der Kultivierung, bei der an zwei Zeitpunkten (Tag 3
und Tag 6) ein Medienwechsel stattfand. B) KU im Verlauf der Kontroll-Kultivierung. M: Protein
GroRenstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas, USA). Rot markiert sind die
Banden der schweren Kette (auf Héhe von ca. 55 kDa) und der leichten Kette (auf H6he von ca. 20
kDa) des produzierten Antikorpers.

Uberstande der Kultivierung zur wachstumsspezifischen Produktanalytik des C1-INHs wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Der C1-INH konnte mittels SDS-PAGE detektiert werden. In
den Kulturiberstdnden nach dem Medienwechsel (Tag 6 und 10) ist jeweils eine schwéachere
Bande auf Hohe des C1-INHs (100-130 kDa) zu erkennen (vgl. Abbildung-A 4).
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Abbildung-A 4: SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen nach kolloidaler Coomassie-Farbung.
Aufgetragen wurden Kulturiiberstande (KU) aus der den Kultivierungen mit wachstumsspezifischer
Probenahme der Produktionszelllinie CAP®-1D9. Es sind jeweils die Kultivierungstage uber der
zugehorigen Spur angegeben. A) KU im Verlauf der Kultivierung, bei der an zwei Zeitpunkten (Tag 5
und Tag 9) ein Medienwechsel stattfand. B) KU im Verlauf der Kontroll-Kultivierung. M: Protein
GrolRenstandard (PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas, USA). Rot markiert ist die Banden
des produzierten C1-INH (ca. 110 kDa).

Der Aufreinigungserfolg des AAT an ConA wurde mittels SDS-PAGE uberpruft. Es wurden der
eingesetzte Kulturiberstand, die Waschfraktion, der Durchlauf, sowie das Eluat aufgetragen. Im Eluat
war zwischen 55 kDa und 70 kDa eine distinkte Bande zu erkennen (vgl. Abbildung-A 5). Es handelt
sich um AAT.
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Abbildung-A 5: SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen nach kolloidalen Coomassie Farbung.
Proben der AAT-Aufarbeitung (Kontrollkultur 1) wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden je
20 uL des Uberstandes, des Durchlaufes, der Waschfraktion und des Eluates aufgetragen. Als
ProteingrofRenstandard wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas, USA)
aufgetragen
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Anhang

Die Glykane des C1-INHs wurden fluoreszierend gelabelt und mittels HILIC-FL detektiert. Die

Chromatogramme konnten aufgrund ihrer Komplexitat nicht ausgewertet werden. Es sollte

jedoch gezeigt werden, dass Chromatogramme der biologischen Triplikate &hnlich verliefen

und dass unter den Proben aus unterschiedlichen Kultivierungsabschnitten Unterschiede

vorlagen vgl. Abbildung-A 6).

1. MW

FL-Signal

Ernte mit MW

Ernte ohne MW

Retentionszeit

Abbildung-A 6: Chromatographische Trennung der 2-AB gelabelten Glykane des C1-INHs. Gezeigt sind

die biologischen Replikate der unterschiedlichen Wachstumsphasen

Die permethylierten Glykane wurden massenspektrometrisch analysiert. In der Arbeit werden

die berechneten KenngréRen der Qualitatsattribute gezeigt. In Abbildung-A 7 und Abbildung-

A 8 sind die Spektren des C1-INHs bzw. des AATs gezeigt, um die identifizierten Glykane zu

veranschaulichen.
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Abbildung-A 7: Spektrum der permethylierten Glykane des C1-INHs, welcher aus dem ersten

Medienwechsel stammt. Gezeigt sind die annotierten Glykane
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Abbildung-A 8: Spektrum der permethylierten Glykane von AAT, welches aus dem ersten
Medienwechsel stammt. Gezeigt sind die annotierten Glykane

Um die identifizierten Glykane des ATIII zu zeigen, sind diese im Chromatogramm der
Fluoreszenz-gelabelten Glykane gezeigt. Des Weiteren sind Chromatogramme der Proben
aus den unterschiedlichen Kultivierungsabschnitten gezeigt. Die Abbildung-A 9 verdeutlicht,

dass sich die Glykosylierung des ATllIs wahrend der Kultivierung kaum verandert.
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Abbildung-A 9: Chromatogramme der HILIC-FLD des ATllls aus erstem und zweiten Medienwechsel,
sowie aus dem dritten Kultivierungsabschnitt und aus der Kontrollkultivierung.

Um erste Hinweise auf die Ursachen der Unterschiede der Glykosylierung im
Kultivierungsverlauf zu erhalten, wurden Durchschnittswerte der Qualitatsattribute der
Kultivierung mit Medienwechsel mit den Ergebnissen der Kontrollkultivierung verglichen. In
Abbildung-A 10 sind die berechneten Werte der chromatografischen (A) sowie
massenspektrometrischen (B) Analysen des AATs gezeigt. In Abbildung-A 11 werden die

Ergebnisse des ATllIs gezeigt.

XXi



A 25 - _ B 254 = Kontrolle
m Durchschnitt der Produkte
aus Kultivierung mit MW -
c 2,0 . ‘XU 2,0 T
IS >
< 0]
o 151 S 15 -
g o
) N
‘N =
©= i c 1,0 ~
g 10 g
S he)
=] o
o Q 0,5 4
5 05 -
0,0 -
IECCAT SS & (&
RO MRS \\e“)(\ =)
(\\3(\ . (\)0g . ‘\)(\Q R ‘\)(\0“'
P ol e aN
\aV:\O ¢ O %@ G
c? e

Abbildung-A  10: Vergleich der Glykosylierungen der Summe des AATs aus den
wachstumsspezifischen Probenahmen und dem AAT aus der Kontrollkultivierung. (A) Analytik der
2-AB-gelabelten Glykane mittels HILIC-FLD. (B) Massenspektrometrische Analytik der permethylierten
Glykane des AATSs.
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Abbildung-A 11. Vergleich der Glykosylierungen der Summe des ATIlls aus den

wachstumsspezifischen Probenahmen und dem ATIIl aus der Kontrollkultivierung. (A) Analytik der
2-AB-gelabelten Glykane mittels HILIC-FLD. (B) Massenspektrometrische Analytik der permethylierten
Glykane des ATllls.
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