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Zusammenfassung

Immunglobuline werden zunehmend als Arzneimittel eingesetzt. Diese werden in biotechno-
logischen Verfahren herstellt. Dabei stellen Downstreamprozesse haufig eine zeitliche Begren-
zung fir den Gesamtprozess dar. Chromatographiemembranen kénnen eingesetzt werden,
um Aufreinigungsprozesse zu optimieren und zeitlich zu verkirzen. Durch die netzartige Struk-
tur einer Membran sind die Bindungsstellen fiir groRe Molekile besser zuganglich als bei par-
tikuldaren Tragern. AuRerdem erlauben Chromatographiemembranen héhere FlieBgeschwin-
digkeiten, da innerhalb der Membran kaum Diffusion stattfindet. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde untersucht, ob eine Verdrangung der Antikérpermonomere durch Aggregate an Memb-
ran-lonenaustauschern stattfindet. Das Ziel war es, die Monomere von deren Aggregaten zu
trennen und dabei moglichst hohe Monomeranteile zu erzeugen. Dies wurde anhand der Auf-
reinigung von bovinem Gammaglobulin bewerkstelligt. In den Hauptversuchen dieser Arbeit
wurden zwei verschiedene Membran-Kationaustauscher, ein partikularer Kationaustauscher
und ein Membran-Anionaustauscher eingesetzt. Die Sdulen wurden im Frontalmodus betrie-
ben. Die Eluate der lonenaustauschchromatographie wurden hinsichtlich ihrer Monomer- und
Aggregatanteile analysiert. Daflir wurde die GroRenausschlusschromatographie eingesetzt. In
dieser Arbeit konnte ein Verdrangungseffekt an den Membran-lonenaustauschern beobachtet
werden. Dabei konnten Monomeranteile von 79 % bis 89 % erzielt werden. Der Monomeran-
teil des unbehandelten Gammaglobulins betrug 72 %. Der Monomeranteil lag dabei zu Beginn
des Durchbruchpeaks am hochsten und ist mit zunehmender Peakhdhe gesunken. Somit
konnte diese Arbeit demonstrieren, dass die Trennung von Antikérpermonomeren und Aggre-
gaten mit der Verdrangungschromatographie an Membranadsorbern moglich ist. Zudem
konnten dhnliche Verldufe hinsichtlich der Monomerausbeute an verschiedenen Chromato-
graphiemembranen beobachtet werden. Dies spricht fiir die Reproduzierbarkeit des Verdran-
gungseffektes an Chromatographiemembranen. Allerdings konnte bisher keine effektivere
Verdrangung an Membranen als an partikularen Tragern beziiglich der Monomerausbeute

festgestellt werden.
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Einleitung

1. Einleitung

Antikorper sind weit verbreitet in der pharmazeutischen Industrie. Unter anderem kommen
Antikorper in der Behandlung verschiedener Krebsarten und rheumatoider Arthritis zum Ein-
satz (Clark & Pazdernik, 2009). Unter den zehn umsatzstarksten Arzneimitteln im Jahr 2018

waren sechs monoklonale Antikorper (Statista, 2019).

Therapeutische Antikérper werden meistens biotechnologisch hergestellt (Clark & Pazdernik,
2009). Dabei lasst sich ein biotechnologisches Verfahren im Allgemeinen in drei wesentliche
Prozessschritte unterteilen. Es wird zwischen Up-, Mid-, und Downstream Prozessen unter-
schieden. Bei einem Upstream-Prozess findet die Vorbereitung der Wirtszellen statt. Oftmals
beinhaltet dies die genetische Veranderung der Zellen. In einem Midstream-Prozess werden
die Zellen oder der Organismus kultiviert. Der Downstream-Prozess beinhaltet die Isolierung
und die Aufreinigung des Zielprodukts. Die Prozesskosten steigen bei einem Up- und Mid-
stream-Prozess mit zunehmenden Produktkonzentrationen nur wenig. Dagegen verhalten sich
die Aufreinigungskosten proportional zu der Produktkonzentration. Dies stellt vor allem eine
Problematik dar, da die Produktmengen aus den Midstream-Prozessen in den vergangenen
Jahren gestiegen sind (Freitag, 2014). Dartber hinaus sind Downstream-Prozesse zeitaufwan-
dig, so dass dieser Schritt oftmals den gesamten Bioprozess zeitlich limitiert (Kelley, 2009).
Daher ist es von zunehmender Bedeutung, in der Aufreinigung von biotechnologischen Pro-
dukten Alternativen zu finden, die eine Kosten- und Zeitersparnis erwirken, ohne dass die Pro-

duktqualitat sinkt.

Einen vielversprechenden Ansatz liefern Chromatographiemembranen (Bramer, et al., 2019).
Diese kdnnen in chromatographischen Prozessen statt herkdmmlicher partikularer Trager ein-
gesetzt werden. Sie zeichnen sich besonders durch die bessere Zuganglichkeit an die Adsorber-
oberflache aus. Darliber hinaus kénnen Chromatographiemembranen kostenglinstig herge-
stellt und bei hohen FlieRgeschwindigkeiten betrieben werden. Chromatographiemembranen
kamen in der Vergangenheit weniger zum Einsatz, da pordse, partikuldare Trager eher zu Ver-
figung standen. Daher miissen Arbeitsschritte mit Membranen erforscht und optimiert wer-

den.



Einleitung

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin die Eignung der Verdrangungschromatographie mit Chro-
matographiemembranen als stationare Phase zu untersuchen. Dabei sollen Antikérpermono-
mere von deren Aggregaten verdrangt werden. Dieser Effekt konnte bereits an partikuldren
Tragern beobachtet werden. Dazu wird in dieser Arbeit bovines Gammaglobulin verwendet.
Ferner sollen moglichst hohe Monomerausbeuten mit niedrigen Aggregatanteilen erzeugt
werden. Dariber hinaus soll Gberprift werden, ob Chromatographiemembranen eine effekti-

vere Verdrangung als partikuldre Trager bezliglich der der Monomerausbeute erlauben.



Theoretischer Hintergrund

2. Theoretischer Hintergrund

2.1. Proteine und Immunglobuline

Proteine sind aufgebaut aus Aminosauren (Stryer, et al., 2015). Diese bestehen aus einem zent-
ralen Kohlenstoffatom, an dem eine Carboxylgruppe, eine Aminogruppe, ein Wasserstoffatom
und eine charakteristische Seitenkette gebunden sind. Die Carboxylgruppe einer Aminosaure
wird Uber eine Peptidbindung an die Aminogruppe der benachbarten Aminosaure gebunden.
Es werden mehrere hundert Aminosauren aneinandergeknipft (s. Abbildung 1). Die daraus
entstehende Kette wird Peptid genannt. Ein Peptid bildet die Primarstruktur eines Proteins.
Durch die verschiedenen Interaktionen der Aminosdureseitenketten untereinander bildet ein
planares Peptid Giber einer Sekundar- und Tertidrstruktur eine dreidimensionale Quartiarstruk-

tur. In diesem Fall wird von einem Protein gesprochen.

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Peptids. Abgebildet ist die chemische Struktur einer Aminosdure. R
steht fiir die charakteristische Seitenkette. Eine Aminosdure wird liber die Carboxylgruppe an die Aminogruppe
der nédchsten Aminosdure gebunden. Es entsteht eine lange Kette aus Aminosduren, die Peptid genannt wird. Die
Seitenkennen der Aminosduren interagieren ebenfalls miteinander, so dass aus der Peptidkette eine 3-dimensio-
nale Struktur entsteht. Die entstandene Struktur wird Protein genannt. Verdndert nach creative proteomics, 2020.
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Die Seitenketten der Aminosauren unterscheiden sich in GroRe, Form, Ladung, Fahigkeit zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen und Hydrophobizitat (Stryer, et al., 2015). Dar-
aus entstehen insgesamt 20 verschiedene Aminosduren. Jedes Protein hat in Abhangigkeit sei-
ner Aminosauren eine unterschiedliche Anzahl an positiven und negativen Ladungen aus de-
nen sich die Nettoladung eines Proteins ergibt. Der pH-Wert, an dem die Nettoladung eines
Proteins null betragt, wird isoelektrischer Punkt oder pl-Wert genannt. Liegt der pH-Wert der
Proteinlosung unter dessen pl-Wert, so liegen die Aminosauren zunehmend protoniert vor und
die Nettoladung des Proteins ist positiv. Befindet sich der pH-Wert der Losung oberhalb des
pl-Wertes, liegen die Aminosauren vermehrt deprotoniert vor und die Nettoladung des Pro-

teins ist negativ.

Immunglobuline (Ig), auch genannt Antikorper, sind globuldre Proteine, die im Blutserum von
Wirbeltieren vorkommen (Kaufmann, 2016). Sie sind Teil des adaptiven Immunsystems. Dabei
konnen sie sowohl Antigene erkennen als auch eine Immunantwort auslésen. Es wird unter-
schieden zwischen IgG, IgM, IgA, 1gD und IgE. Dabei macht IgG mit knapp 75% den groRten
Anteil im Blutserum aus (Clark & Pazdernik, 2009). Der Aufbau eines Antikorpers unterteilt sich
in zwei leichte und zwei schwere Ketten sowie in ein Fc- und Fab-Fragment. Die schwere Kette
variiert je nach Ig-Klasse. Immunglobuline der Ig-Klassen IgA und IgM lagern sich von Natur aus
zu Dimeren bzw. Pentameren zusammen. Sie erflllen biologische Funktionen wie beispiels-
weise die Verklumpung von Mikroorganismen. Die Strukturen der verschiedenen Antikorper-

klassen und den Polymeren werden in Abbildung 2 schematisch dargestellt.

Zur Bildung von Antikérperpolymeren kann es auch wahrend der Produktion und Aufreinigung
von Antikérpern kommen (Cromwell, et al., 2006). Diese werden auch Aggregate genannt. An-
tikdrperaggregate konnen bei diagnostischen Tests zu Fehlern fihren. Des Weiteren kénnen
sie bei Verabreichung therapeutischer Antikérper eine nicht beabsichtigte Immunantwort aus-

|6sen (Rosenberg, 2006).
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Abbildung 2: Schematische Abbildung der verschiedenen Antikérperklassen. Antikérper bestehen aus einer
schweren und einer leichten Kette. Die schwere Kette variiert je nach Ig-Klasse. Antikérper der Klassen IgM und
IgA lagern sich natiirlich zu Polymeren zusammen. Verdndert nach University of Parma, 2017.

Aggregate weisen wegen ihrer GroRe und Konformation eine héhere Nettoladung als ihre Mo-
nomere auf (Wan & Wang, 2001). Diese Eigenschaft kann bei der lonenaustauschchromato-

graphie genutzt werden, um unerwiinschte Aggregate von den Monomeren zu trennen.

Des Weiteren wird zwischen poly- und monoklonalen Antikérpern differenziert. Wahrend mo-
noklonale Antikorper ein Epitop eines Antigens erkennen, detektieren polyklonale Antikérper
mehrere Epitope eines Antigens. Der Unterschied entsteht durch die Herstellung. Monoklo-
nale Antikorper werden mit der Hybridomtechnik produziert (Clark & Pazdernik, 2009). Dabei
wird das Antigen beispielsweise in eine Maus injiziert. Diese bildet daraufhin antikérperprodu-
zierende B-Lymphozyten (B-Zellen), welche nachfolgend isoliert werden. Anschliefend kann
eine einzelne B-Zelle mit jeweils einer immortalen Myelomzelle fusioniert werden. Aus den
fusionierten Zellen wird eine Zellkultur erstellt. Aus dieser werden wiederum die Antikoérper
isoliert. Die produzierten Antikdrper sind identisch, da jede Zellkultur aus einem einzelnen Klon
entstanden ist. Bei der Herstellung polyklonaler Antikorper wird Tieren ebenfalls das Antigen

injiziert. Bei dieser Methode werden die Antikdrper direkt aus dem Blutserum isoliert und
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aufgereinigt (Thermo Scientific Pierce, 2020). Das in dieser Arbeit verwendete bovine
Gammaglobulin wird ebenso aus tierischem Blutserum gewonnen (Fey, et al., 1975). In diesem
Fall von Rindern. Dabei wird das Blutserum aus mehreren Tieren gepoolt. Die Tiere wurden
vorher nicht einem bestimmten Antigen ausgesetzt. Daher variiert die Zusammensetzung der

verschiedenen Immunglobulinen einer Charge dieses Produktes.

Monoklonale Antikorper finden in der Medizin einige Anwendungsmoglichkeiten (Clark &
Pazdernik, 2009). Beispielsweise werden sie flr diagnostische Verfahren eingesetzt, wie im-
munbasierte Assays, aber auch fir therapeutische Behandlungen, wie die Bekampfung ver-
schiedener Krebserkrankungen. Der erste arzneimedizinisch eingesetzte Antikorper ist Rituxi-
mab. Er wurde im Jahr 1998 von der amerikanischen Lebensmittelliberwachungs- und Arznei-
mittelbehdrde (FDA) zugelassen. Rituximab wird vorwiegend bei der Behandlung von malignen
Lymphomen und rheumatoider Arthritis eingesetzt (U.S. Food and Drug Administration, 2015).
Sechs der zehn umsatzstarksten Arzneimittel aus dem Jahr 2018 waren therapeutische Anti-
korper (Statista, 2019). Den groRten Umsatz erzielte der monoklonale Antikérper Adalimumab
mit 20 Milliarden US-Dollar. Dieser ist gegen diverse Arthritis- und Darmerkrankungen zuge-
lassen (MedlinePlus, 2018). Da monoklonale Antikdrper so ein hohes Potential als Arzneimittel
haben, ist es somit von immer groRerer werdender Bedeutung, weitere Losungen fir die Pro-

duktion und Aufreinigung dieser zu finden.

2.2. Chromatographie

Die Chromatographie ist ein Verfahren, bei dem ein Stoffgemisch in seine Einzelbestandteile
aufgetrennt wird (aprentas, 2017). Die Bestandteile des Stoffgemisches verteilen sich dabei
zwischen einer stationdaren und mobilen Phase. Es wird zwischen der analytischen und der pra-
parativen Chromatographie unterschieden. Das Ziel der analytischen Chromatographie ist im
Allgemeinen, die Inhaltsstoffe eines Stoffgemisches zu identifizieren und zu quantifizieren. Bei
der praparativen Chromatographie steht die Isolierung oder Aufreinigung eines Zielprodukts

im Vordergrund. Diese kommt haufig in der Biotechnologie zum Einsatz.
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Chromatographische Verfahren lassen sich hinsichtlich des Aggregatszustands der mobilen
und stationaren Phase einteilen (aprentas, 2017). Dabei wird zwischen der Gas- und Flissig-
keitschromatographie unterschieden. Da die Fliissigkeitschromatographie in dieser Arbeit zum
Einsatz kam, wird sie im Folgenden naher beschrieben. Bei der Flissigkeitschromatographie ist
die mobile Phase, auch Eluent oder FlieBmittel genannt, flissig. Diese bewegt sich durch eine
feste stationdre Phase. Das aufzutrennende Stoffgemisch befindet sich in einer kontinuierlich
flieBenden mobilen Phase und bewegt sich mit ihr an der stationdren Phase entlang. Dabei
kénnen die Bestandteile des Stoffgemisches unterschiedlich starke Wechselwirkungen mit der
stationaren Phase haben. Folglich trennen sich die Bestandteile des Stoffgemisches auf. Dieser

Vorgang wird in Abbildung 3 dargestellt.

mobile Phase

a

Probeteilchen

stationare Phase
(tritt mit den Probeteilchen unterschiedlich stark in Wechselwirkung)

g A
c B Y

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Fliissigkeitschromatographie. Bei diesem chromato-

graphischen Verfahren bewegt sich eine fliissige mobile Phase (iber eine feste stationdre Phase (a). Die in der
mobilen Phase gelésten Probenbestandenteile treten mit der stationdren Phase unterschiedlich stark in Wechsel-
wirkung (b). Das FliefSmittel welches mit konstanter Geschwindigkeit weiter flief3t, schiebt die Probenbestandteile,
je nach Wechselwirkung, unterschiedlich schnell weiter. Folglich kommt es zur Auftrennung der Einzelbestandteile
der Probe (c). (aprentas, 2017)
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Als stationdre Phasen werden in der Praxis hauptsachlich partikuldre Trager eingesetzt (An-
spach, 2017). Dies sind kleine, pordse Kiigelchen mit einem Durchmesser von etwa 20 bis 100
um. Partikulare Trager bestehen haufig aus Agarose, Cellulose, Dextran oder Kieselgel (Silizi-
umoxid). Die Partikel werden meist in einem zylindrischen Behaltnis untergebracht, welches

auch als Saule bezeichnet wird.

Zwischen den Partikeln entsteht in der gepackten Saule ein sogenanntes Zwischenkornvolu-
men. Zusatzlich entsteht aufgrund der Porositat der Partikel ein weiteres Volumen, das als Po-
renvolumen bezeichnet wird. Die mobile Phase bewegt sich durch das Zwischenkorn- sowie
das Porenvolumen. Durch den Zwischenraum erfolgt der Massentransport durch die Stro-
mung, auch bekannt als Konvektion. Da die Poren deutlich kleiner sind als der Durchmesser
der Partikel, erfolgt der Massentransport in die Poren hauptsachlich durch Diffusion und Film-
diffusion. Der Massentransport durch Diffusion ist verhaltnismalRig langsam. Dem entspre-
chend werden in der Praxis generell geringe FlieBmittelgeschwindigkeiten gewahlt. Dies wie-

derum fihrt zu verlangerten Prozesszeiten.

2.2.1. Chromatographie in der Praxis

Es besteht die Moglichkeit ein chromatographisches Verfahren zu automatisieren. Dies hat den
Vorteil, dass die Versuche reproduzierbar sind und zum Teil unbeaufsichtigt ablaufen kénnen
(Madadlou, et al., 2011). Chromatographische Systeme zur Aufreinigung von Proteinen wer-
den als FPLC (engl. fast protein liquid chromatography) bezeichnet. Im Folgenden wird ein ty-
pischer Aufbau zur Durchfihrung einer Chromatographie beschrieben. Ein FPLC System be-
steht meist aus einer speicherprogrammierbaren Steuerung, zwei Hauptpumpen, einer Misch-
zelle, einem Injektionsventil, einer Chromatographiesaule, mehreren Detektoren, einem Frak-
tionierer und einem Abfallbehalter. Die Komponenten sind liber Schlduche und Kapillaren mit-
einander verbunden. Eine schematische Darstellung mit einem Detektor ist in Abbildung 4 ab-
gebildet. An die Pumpen werden die bendétigten Flielmittel, z.B. Puffersysteme angeschlossen.
Die Pumpen kénnen das FlieBmittel mit einer konstanten FlieRgeschwindigkeit durch das Sys-

tem befordern. Dabei konnen in der Mischzelle verschiedene FlieRmittel gemischt werden.
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Uber das Injektionsventil wird das Probengemisch in das System eingefiihrt. Von da aus pas-
siert das Probengemisch die Chromatographiesdule. Am Saulenausgang befinden sich Detek-
toren zur qualitativen oder quantitativen Analyse des Eluenten. Typische Detektoren sind etwa
ein UV-Detektor, ein Leitfahigkeitsmessgerat und eine pH-Sonde. AnschlieBend kann noch ein
Fraktioniergerat verwendet werden, um die aufgetrennten Probenbestandteile in Fraktionen
mit definierten Volumen aufzufangen (Bio-Rad, 2020). Die Messwerte der Detektoren kdnnen
in einem Chromatogramm dargestellt werden. In diesem werden die gemessenen Signalstar-

ken gegen die Zeit oder das Volumen des FlieBmittels aufgetragen (aprentas, 2017).

7-Port
valve

\

Sample loop

Column —

Waste

Acid/ Buffer Salt Water -
alkali Fraction

collector

Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines typischen FPLC Systems. Die Hauptkomponenten eines FPLC Systems
umfassen eine speicherprogrammierbare Steuerung, zwei Hauptpumpen, eine Mischzelle, ein Injektionsventil,
eine Chromatographieséule, mehrere Detektoren, ein Fraktionierer und ein Abfallbehdlter. (Madadlou, et al.,
2011)

Uber die Steuerung des Systems kdnnen verschiedene Verfahrensparameter eingestellt wer-
den. Dazu gehoren beispielweise die FlieBgeschwindigkeit oder die Ventilstellungen. Uber die
Steuerung kann auch eingestellt werden wie lange welches FlieBmittel durch das System be-
fordert werden soll. Eine haufig herangezogene Einheit ist dabei das column volume (CV). Diese
Einheit bezieht sich auf das Volumen der an das System angeschlossenen Chromatographie-

saule. (Bio-Rad, 2020)
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Der Probenauftrag Gber das Injektionsventil kann Uber unterschiedliche Techniken erfolgen
(Amersham Biosciences, 2003). Diese werden im weiteren Fortgang beschrieben. Anschlie-
Rend wird die allgemeine Funktionsweise des Injektionsventils erldutert. Zum einen kann an
das Injektionsventil eine Probenschleife angeschlossen werden. Diese eignet sich fiir kleine
Probenvolumina von etwa 50 pl bis 5 ml. Zum anderen kann statt einer Probenschleife eine
sogenannter Superloop angeschlossen werden. Damit ist die Probenaufgabe mit einem Volu-
men bis zu 150 ml moglich. Der Superloop wird im Anschluss hieran genauer erlautert. Sind
Probenvolumina héher als 150 ml vorhanden, werden in der Regel spezielle Probenpumpen
eingesetzt. Die Probenschleife oder der Superloop kdnnen manuell oder (iber eine Proben-
pumpe beflllt werden. Bei der manuellen Befilillung wird an das Injektionsventil eine Spritze
mit dem Probengemisch angeschlossen. Anschlieend wird diese manuell betatigt. Wird eine
Probenpumpe zur Beflillung eingesetzt, wird diese mit dem Injektionsventil und dem Behaltnis
des Probengemisches verbunden. Es besteht zudem die Moéglichkeit die Probenschleife oder
den Superloop mit mehreren Proben hintereinander zu befiillen. Dazu wird ein Probenventil
bendtigt. An dieses kénnen verschiedene Proben angeschlossen werden. In diesem Falle wird

das Probenventil mit dem Injektionsventil verbunden.

Im Folgenden wird die allgemeine Funktionsweise des Injektionsventils beschrieben
(amersham pharmacia biotech, 1998). Fiir die Erlduterung wird beispielhaft eine Proben-
schleife verwendet. Diese wird an die Positionen (2) und (6) des Injektionsventil angeschlossen.
Das Injektionsventil kann von der Steuerung in die Ventilstellungen LOAD, INJECT und WASTE
Uberfihrt werden. Die Ventilstellungen LOAD und INJECT werden in Abbildung 5 veranschau-
licht. In der Ventilstellung LOAD kann die Probenschleife befiillt werden. In dieser Ventilstel-
lung ist die Probenschleife nicht mit dem Rest des Systems verbunden. Das FlieBmittel wird
Uber Position (7) und (1) direkt zur Saule beférdert. Die Probenschleife wird tiber die Position
(3) des Injektionsventils befiillt. Uberschiissiges Probenvolumen gelangt iiber die Position (4)
in das Abfallbehéltnis. In der Ventilstellung INJECT wird die Probe auf die Sdule injiziert. Die
Ventilpositionen (1) und (7) werden mit den Positionen (2) und (6), an der die Probenschleife
hangt, verbunden. Gemeinsam mit dem FlieBmittel wird das Probengemisch zur Saule befor-

dert.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Ventilstellungen LOAD und INJECT des Injektionsventils. Die
Probenschleife wird an die Ventilposititionen (2) und (3) angeschlossen. In der Ventilstellung LOAD kann die
Probenschleife iiber die Position (3) befiillt werden. Uberschiissiges Volumen gelangt iiber die Position (4) in ein
Abfallbehdltnis. Uber die Position (7) und (1) wird das FliefSmittel von den Pumpen zur Siule beférdert. In der
Ventilstellung INJECT werden die Positionen (2) und (6) mit den Positiionen (1) und (7) verbunden. Somit kann das
Probengemisch gemeinsam mit dem FliefSmittel zur Sdule beférdert werden. Verdndert nach amersham
pharmacia biotech, 1998.

Im Weiteren wird der Aufbau und die Funktionsweise eines Superloops erklart (GE Healthcare
Bio-Sciences AB, 2007). In Abbildung 6 ist ein schematischer Aufbau eines Superloops darge-
stellt. Ein Superloop besteht aus einer Glasrohre mit einem Volumen von bis zu 150 ml. An den
beiden Offnungen der Glasrohre wird jeweils ein Endstiick befestigt. In der Glasréhre befindet
sich ein Stopfen, der sich je nach FlieRrichtung auf oder ab bewegt. Dadurch entstehen inner-
halb der Rohre zwei Kammern. Am unteren Endstiick befindet sich eine Rille. Diese muss beim
Zusammenbau des Superloops mit einer Nut ausgerichtet werden, die sich am unteren Ende
der Glasrohre befindet. Daraus folgt, dass die Fllssigkeit in der oberen Kammer am Stopfen
vorbeiflieBt, wenn dieser am unteren Endstlick angekommen ist. Der Superloop wird an die
Positionen (2) und (6) des Injektionsventil angeschlossen. Befindet sich das Injektionsventil in
der Ventilstellung LOAD, kann der Superloop mit dem Probengemisch beladen werden. Dabei
wird die untere Kammer des Superloops beflllt. Der Stopfen bewegt sich in dieser Ventilstel-
lung nach oben. In der Ventilstellung INJECT wird das Probengemisch aus dem Superloop zur

Séule befordert. Dazu wird von den Hauptpumpen FlieBmittel in die obere Kammer gepumpt.
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Folglich bewegt sich der Stopfen nach unten und der Inhalt der unteren Kammer wird in das

System entleert.

Abbildung 6: Schematischer Aufbau eines Superloops. Dieser besteht aus einer Glasréhre mit einem Endsttick an
beiden Offnungen. Innerhalb des Superloops befindet sich ein Stopfen, der sich je nach FlieRrichtung auf oder ab
bewegt. Die Glasréhre kann von einer weiteren Schutzréhre umschlossen werden. Verédndert nach GE Healthcare
Bio-Sciences AB, 2007.

2.2.2. lonenaustauschchromatographie

Die lonenchromatographie gehort zu der Adsorptionschromatographie. Bei der Adsorptions-
chromatographie findet eine Grenzflaichenreaktion zwischen der stationaren Phase und den
gelosten Stoffen der mobilen Phase statt (Gauglitz & Reichert, 2016). Der Adsorptions-chro-
matographie werden noch die Affinitats-, Hydrophobe Interaktions-, und Reversed-Phase-
Chromatographie zugeteilt (Anspach, 2017). Die lonenchromatographie wiederum wird in die
lonenaustausch-, lonenauschluss-, und lonenpaarchromatographie unterteilt (Weiss, 2004). In
dieser Arbeit kam die Technik der lonenaustauschchromatographie zum Einsatz, weshalb sie

im Folgenden naher beschrieben wird. Mit dieser Chromatographietechnik kénnen geladene
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Molekile, wie Proteine, Nukleinsduren oder Salze aufgereinigt und aufkonzentriert werden.
An der Oberflache der stationdren Phase sind ladungstragende Liganden tber einen Abstands-
halter gebunden. Molekiile mit entgegengesetzter Ladung werden von den Liganden angezo-
gen und somit zurlickgehalten. Im Gegensatz dazu flieRen Molekiile mit schwacherer oder glei-
cher Ladung weiter und eluieren schneller. Ein Kationaustauscher verfiigt negativ geladene
Bindungsstellen und kann dadurch Kationen binden. Umgekehrt verfligen Anionaustauscher

positive geladene Bindungsstellen und wechselwirken dadurch mit Anionen.

Zur Charakterisierung eines lonenaustauschers wird haufig das MaR der Bindungskapazitat
herangezogen. Diese indiziert, wie viel Molekiilmasse pro Saulenvolumen gebunden werden
kann. Die Bindungskapazitat ist fur jedes Molekil und lonenaustauscher spezifisch. Zugleich
ist sie abhangig von den Umgebungsbedingungen. In den Produktspezifikationen der Chroma-
tographiesaulen ist die Bindungskapazitat generell in Bezug auf ein Modelprotein angegeben.
Die Bindungskapazitaten von lonenaustauschern liegen zwischen 100 — 200 mg/ml. Andere
Adsorptionstrager, wie z.B. bei der hydrophobe Interaktionschromatographie, verfligen Bin-
dungskapazitaten bis zu 60 mg/ml (Mdller, 2005). Entsprechend ist die Bindungskapazitat bei
lonenaustauschern vergleichsweise hoch. Daher kann das Probenvolumen ein Vielfaches des

Saulenvolumens betragen.

Im Folgenden wird das allgemeine Vorgehen zur Durchfiihrung einer lonenaustausch-chroma-
tographie erlautert (Anspach, 2017). In der lonenaustauschchromatographie besteht die mo-
bile Phase aus einer Pufferlosung. Ein Puffer ist ein Stoffgemisch aus einem konjugierten Saure-
Basen-Paar, bei dem sich bei der Zugabe einer Saure oder Base der pH-Wert nur minimal an-
dert (Dingeldein, et al., 2016). Bei Kationenaustauschern muss der pH-Wert des Puffers unter
dem pl-Wert des zu trennenden Proteins liegen, um eine Wechselwirkung zu erzielen. Bei An-
ionaustauschern hingegen, muss der pH-Wert des Puffers (iber dem pl-Wert des Proteins lie-
gen (Anspach, 2017). Zu Beginn wird die chromatographische Saule equilibriert. Dazu wird die
Saule mit einem definierten Volumen eines Equilibrierungspuffer gespiilt. Durch den Equilib-
rierungspuffer wird die stationdre Phase in ihre Ausgangslage versetzt, an der die entsprechen-
den Probenbestandteile binden sollen. Auf die Equilibrierungsphase folgt der Probenauftrag.

Daflir muss der Probenpuffer die gleiche Zusammensetzung wie der Equilibrierungspuffer
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haben. AnschlieRend wird durch Anderung der Zusammensetzung der mobilen Phase die Elu-
tion der gebundenen Probenbestandteile hervorgerufen. Gangige Methoden zur Elution wer-
den im Folgenden vorgestellt. Zum einen kann die Elution durch Erh6hung der Salzkonzentra-
tion der mobilen Phase hervorgerufen werden. Dabei kommt es zu einer Konkurrenz zwischen
den Salzionen und den Proteinen. Bei ausreichend hoher Salzkonzentration ersetzen die Salzi-
onen die gebundenen Molekiile, die dadurch ebenfalls eluieren. Die bendtigte Salzkonzentra-
tion hangt von der Bindungsstarke der Proteine mit der stationdaren Phase ab. Zum anderen
kann die Elution durch die Veranderung des pH-Wertes des Puffers hervorgerufen werden. Der
pH-Wert des Puffers bestimmt die Nettoladung des Proteins. Infolgedessen kann die Ladung
des Proteins umgekehrt werden, so dass es nicht mehr an die stationdre Phase gebunden wer-
den kann. Die Zusammensetzung der mobilen Phase kann linear verandert werden. Alternativ
kann ein Stufengradient gewahlt werden, bei dem sich die Zusammensetzung der mobilen

Phase nahezu sprunghaft andert.

2.2.3. Grolenausschlusschromatographie

Bei der GrofRenausschlusschromatographie erfolgt eine Trennung der Probenbestandteile an-
hand ihrer GrofRe bzw. Molekiilmasse (cytvia life sciences, 2018). Sie wird auch als Gelchroma-
tographie oder SEC (engl. size exclusion chromatography) bezeichnet. Bei dieser Technik wer-
den pordse Tragermaterialen verwendet. Molekiile, die eine bestimmte GréRe des Porensys-
tems unterschreiten, kbnnen das Porensystem passieren und legen daher innerhalb der Saule
eine langere Strecke zurlick. Sie eluieren spater als grofSere Molekiile. Die groBeren Molekiile

werden vom Porensystem ausgeschlossen und haben dadurch eine geringere Retentionszeit.

Ein haufig herangezogener Parameter der SEC-Saule ist der Trennbereich. Dieser gibt ein In-
tervall fiir die Molekiilmasse vor, die von der jeweiligen SEC-Sdule getrennt werden kann
(cytvia life sciences, 2018). Die Molekiilmasse steht im direkten Zusammenhang mit der GroRe
eines Proteins (Winiwarter, et al., 2007). Der Trennbereich einer SEC-Saule wird vom Hersteller

im Datenblatt der jeweiligen Saule angegeben.
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Um eine hinreichende Trennung der Probenbestandteile zu erreichen, wird bei der SEC gene-
rell mit einem geringen Probenvolumen gearbeitet (cytvia life sciences, 2018). Ausgehend von
empirischen Untersuchungen werden in der SEC ein Probenvolumen von 0,5 bis 4 % des Sau-
lenvolumens empfohlen. AuBerdem wird im Allgemeinen mit kleinen FlieBgeschwindigkeiten
gearbeitet, da die kleinen Molekiile sonst keine Moglichkeit haben, in das Porensystem zu dif-
fundieren. Diese Faktoren fiihren dazu, dass die SEC derzeit fiir einen groReren Malistab un-
geeignet ist (Vazquez-Rey & Lang, 2011). Daher wird sie in der Industrie fir die Aufreinigung
von Bioprodukten selten eingesetzt. In dieser Arbeit wurde die SEC als Offline-Analysemethode
verwendet. Die aufgereinigten Proben wurden dabei beziiglich ihrer Monomer- und Aggre-

gatanteile analysiert.

2.2.4. Zonenchromatographie

Die Zonenchromatographie zeichnet sich durch einzelne Peaks im Chromatogramm aus.

Dafiir werden zunachst kleine Probenvolumina auf eine Adsorptionssaule gegeben (Anspach,
2017). Die Probenmasse bleibt jedoch unterhalb der Bindungskapazitat der Sdule. Beim Pas-
sieren der Saule trennt sich das Probengemisch in seine Einzelbestandteile auf, die anschlie-
Rend nacheinander eluieren. Diese werden am Ausgang von Detektoren erfasst, die im Chro-
matogramm als sogenannte Peaks zu erkennen sind. Ein idealer Peak hat die Form einer Gaul3-
schen Normalverteilung. Bei der Adsorptionschromatographie werden die Probenbestandteile
mit Affinitat zur stationdren Phase zurlickgehalten, sobald die Probe aufgetragen wird. Be-
standteile ohne Bindung an die stationdre Phase werden mit der mobilen Phase von der Saule
gespllt. Sie gehdren zum Durchbruch. AnschlieBend werden gebundene Substanzen mit Hilfe
eines Elutionspuffers eluiert. In Abbildung 7 ist ein Beispiel eines Chromatogramms der Zonen-
chromatographie aufgefiihrt. In der englischsprachigen Literatur ist die Zonen-chromatogra-
phie auch bekannt als bind-elute-chromatography (Brown, et al., 2010). Daher wird im Rahmen
dieser Arbeit der Begriff ,Binden-Elution-Modus“ als Synonym fiir die Zonenchromatographie

verwendet.
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Eine bedeutende KenngroRe der Zonenchromatographie ist die Auflésung (Anspach, 2017).
Diese beschreibt wie gut zwei Komponenten voneinander getrennt sind. Die Aufldsung kann
guantifiziert werden, wird im Rahmen dieser Arbeit jedoch nur qualitativ beschrieben. Je h6-
her die Auflésung, desto besser sind zwei Stoffe voneinander getrennt. Von einer hohen Auf-

I6sung wird gesprochen, wenn die Peaks bis auf die Basislinie voneinander getrennt sind.

Abbildung 7: Theoretischer Verlauf eines Chromatogrammes einer Zonenchromatographie als Adsorptionschro-
matographie. Die blaue Linie bildet die UV-Absorption liber die Zeit ab. Die griine Linie zeigt den Anteil des Eluti-
onspuffers in der mobilen Phase (iber die Zeit. Der erste Peak tritt auf, bevor die Elution beginnt. Alle Substanzen,
die an dieser Stelle eluieren, wurden von der stationéren Phase nicht zuriickgehalten und gehéren somit zum
Durchbruch. Der zweite Peak tritt bei einem kleinen Anteil an Elutionspuffer auf. Hierbei handelt es sich um Kom-
ponenten, die nur schwach von der stationdren Phase gebunden wurden. Der dritte Peak tritt bei einem hohen
Anteil an Elutionspuffer auf. Es handelt sich hierbei um Substanzen mit hoher Affinitdt zur stationdren Phase.
Quelle: Eigene Darstellung.

2.2.5. Frontal- und Verdrangungschromatographie

Bei der Frontalchromatographie wird im Gegensatz zur Frontalchromatographie ein kontinu-
ierlicher Probenauftrag durchgefiihrt (Zhou & Tressel, 2006). In der englischsprachigen Litera-
tur wird dieses Verfahren daher oftmals als flow-through-chromatography oder overload-chro-
matography bezeichnet. Die Frontalchromatographie wird hauptsachlich bei der Adsorptions-
chromatographie angewendet. Das Volumen der Probe libersteigt das Sdulenvolumen deutlich
und die Probenmasse grenzt an oder libersteigt die Bindungskapazitat der stationdren Phase.

Es entsteht eine Durchbruchskurve mit einem sigmoidalen Verlauf (s. Abbildung 8). Am Plateau
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der Kurve entspricht die Ausgangskonzentration der Eingangskonzentration der Probe
(Anspach, 2017). Im Eluat der Plateauphase konnen auch Probenbestandteile enthalten sein,
die normalerweise an die Saule binden wiirden, dies wegen belegter Bindungsplatze jedoch

nicht kdnnen.

Dieses Verfahren wird haufig eingesetzt, um die Bindungskapazitat einer Saule zu bestimmen.
Darliber hinaus wird die Frontalchromatographie oftmals als letzter Reinigungsschritt in in-
dustriellen Downstreamprozessen eingesetzt, um verbliebende Verunreinigungen zu entfer-

nen (Zhou & Tressel, 2006).

Abbildung 8: Theoretischer Verlauf eines Chromatogrammes einer Frontalchromatographie mit einer Adsorpti-
onschromatographie. Die blaue Linie bildet die UV-Absorption (iber die Zeit ab. Die griine Linie zeigt den Anteil
des Elutionspuffers in der mobilen Phase (iber die Zeit. In der Frontalchromatographie erfolgt ein kontinuierlicher
Probenauftrag, bis die Probenmasse die Bindungskapazitdt libersteigt. Es entsteht eine Durchbruchskurve mit sig-
moidalen Verlauf. Am Plateau der Kurve entspricht die Probenkonzentration am Ausgang der am Eingang. Quelle:
Eigene Darstellung

Die Frontalchromatographie kann mit der Technik der Verdrangungschromatographie (engl.
displacement chromatography) kombiniert werden. Das Prinzip dieses Verfahrens wird im Fol-
genden beschrieben (Carta & Jungbauer, 2010). Im Anschluss daran werden einige Anwendun-
gen der Verdrangungschromatographie vorgestellt. Bei der Verdrangungschromatographie ist
die relative Bindungsaffinitdt der einzelnen Probenbestandteile mit der stationdren Phase

wichtig. In dem Probengemisch befindet sich eine hochmolekulare Substanz mit hoher
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Affinitat zur stationaren Phase, die wahrend des Probenauftrags bereits gebundene Molekiile
verdrangt. Wird in der Literatur von displacement chromatography gesprochen, handelt es sich
bei der hochmolekularen Substanz meistens um ein fremdzugesetztes Biopolymer. Es sind je-
doch zunehmend Applikationen erschienen, bei der probeneigene Substanzen fiir die Verdran-
gung genutzt werden koénnen. In der englischsprachigen Literatur ist dieses Verfahren als

sample displacement chromatography (SDC) bekannt (Gajdosik, et al., 2012).

Im Folgenden sind einige Anwendungen der SDC dargestellt. Das Verfahren wurde 1988 das
erste Mal von der Forschungsgruppe von Hodges et al. beschrieben und durchgefiihrt (Hodges,
et al., 1988). Dabei wurden Peptide mit der Reversed-Phase Chromatographie im Sample-Dis-
placement Modus aufgereinigt. Die Peptide wurden von Verunreinigungen mit unterschiedli-
cher Hydrophobizitdt getrennt. Eingesetzt wurde eine partikuldare Saule mit einem Partikel-
durchmesser von 11-12 um. Hodges et al. Ergebnisse lieRen den Riickschluss zu, dass ein kon-
tinuierlicher Probenauftrag mit unterschiedlichen Bindungsaffinitditen der Bestandteile zur
Auftrennung dieser flhrt. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass der Verdrangungseffekt mit

zunehmender FlieBgeschwindigkeit abnimmt.

Auf dieser Basis hat die Forschungsgruppe von Veeraragavan et al. diese Arbeitstechnik das
erste Mal auf lonenaustauschern lbertragen (Veeraragavan, et al., 1991). Dabei war der Vor-
teil, dass mit Proteinen gearbeitet werden konnte. Denn die Reversed-Phase Chromatographie
eignet sich nur bedingt zur Aufreinigung von Proteinen. Aufgrund der organischen Losungsmit-
tel in der Reversed-Phase Chromatographie werden die Proteine denaturiert. In der Arbeit von
Veeraragavan et al. wurde mit einem partikularen Anionaustauscher (Partikeldurchmesser 10
pum) bovines Serumalbumin (BSA) und Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (STI) aufgereinigt. Auch
an dieser Stelle konnten erste Anzeichnen eines Verdrangungseffektes sichtbar gemacht wer-
den. Eine gute Aufreinigung mehrerer Probenbestandteile konnte jedoch nur mit mehreren
Saulen in einer Reihenschaltung erzielt werden. Die Autoren geben zwei Situationen an, die
eine Aufreinigung in der Verdrangungschromatographie beglinstigen. In der ersten Situation
sollte dafiir das Zielprodukt eine niedrigere Bindungsaffinitat als die unerwiinschten Bestand-
teile vorweisen. Zusatzlich muss das Zielprodukt den groRten Bestandteil des Probengemi-

sches ausmachen. Als zweite Situation wird angefiihrt, dass das Zielprodukt die hochste
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Bindungsaffinitat des Probengemisches haben sollte und dementsprechend die Bindungska-

pazitat der stationaren Phase mengenmaRig nicht tGbersteigen darf.

Weitere Forschungsergebnisse bestatigten, dass sich die Verdrangungschromatographie fir
lonenaustausch-, Reversed-Phase-, Affinitats- und hydrophobe Interaktionschromatographie
eignet (Gajdosik, et al., 2012). Die Verdrangungschromatographie stellt somit ein groRes Po-

tential fir die Peptid- und Proteinaufreinigung dar.

In der Arbeit von Stone et al. wurde die Trennung von monoklonalen Antikdrpermonomeren
und den Aggregaten mit der Verdrangungstechnik untersucht (Stone, et al., 2019). Einer Hy-
pothese zufolge missten die Monomere von den starker bindenden Aggregaten verdrangt
werden. Stone et al. verglichen verschiedene partikulare Kationaustauscher hinsichtlich der
Bindungskapazitat und der lonendichte miteinander. AuBerdem wurde herausgearbeitet, ob
eine Abhangigkeit gegeniliber dem pH-Wert und Leitfahigkeit des Probenpuffers, der FlieRge-
schwindigkeit, der Probenkonzentration und dem Aggregatanteil besteht. Die Ergebnisse be-
statigten, dass eine niedrige FlieBgeschwindigkeit, lonendichte, pH-Wert, Probenkonzentra-
tion und Leitfahigkeit zu einer héheren Monomerausbeute fliihren. Die Bindungskapazitat der

Saulen hatte keinen Einfluss auf die Ausbeute.

Basierend auf dieser Publikation wurden von Steffens die partikularen Kationaustauscher
Eshmuno® CPX und GigaCap® S-650 M miteinander verglichen (Steffens, 2020). Zudem wurde
mit zwei verschiedenen pH-Werten und Puffersystem gearbeitet. Im Gegensatz zu der Arbeit
von Stone et al. wurde in der Arbeit von Steffens, bovines Gammaglobulin aufgereinigt. Hierbei
konnte ein Monomeranteil von 98 % erreicht werden. Der Monomeranteil vom unbehandelten

Gammaglobulin lag bei 91 %.

Moglicherweise tritt der Verdrangungseffekt an Chromatographiemembranen deutlicher her-
vor als bei partikuldaren Tragern. Die Hypothese wird gestellt, da Membranen einen besseren
Zugang zur Adsorberoberflache ermoglichen (vgl. Kapitel 2.2.6). Dies wurde im Rahmen dieser
Arbeit Gberprift. Die erzielten Ergebnisse wurden dabei mit den Ergebnissen von Steffens und

Stone et al. verglichen.
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2.2.6. Membranadsorber als stationare Phase

Als Alternative zu pordsen Partikeln konnen umfunktionierte Mikrofiltrationsmembranen ein-
gesetzt werden (Anspach, 2017). Die Struktur einer Membran dhnelt der eines Netzes. Ge-
wéhnlich werden Membranen zum Filtrieren verwendet. Ahnlich wie bei partikuldren Trigern,
kann eine Membran mit funktionellen Gruppen chemisch modifiziert werden. Damit kann
diese als stationare Phase in der Chromatographie eingesetzt werden. Im Rahmen dieser Ar-
beit bezeichnet der Begriff Membran, solche, die in der Chromatographie eingesetzt werden.
Daneben werden auch die Begriffe Membranadsorber und Chromatographiemembranen ver-

wendet.

Die meisten Chromatographiemembranen bestehen aus Cellulose (Zhong, et al., 2013). Dane-
ben werden auch Membranen aus Chitosan oder Polyethersulfon verwendet. Darliber hinaus
kommen Membranmodule fir chromatographische Zwecke in verschiedenen Bauweisen vor
(Haupt & Bueno, 2015). Zum einen kdnnen flache Membranscheiben innerhalb eines Moduls
gestapelt werden. Dabei entsteht ein Modul, welches ein kleines Verhaltnis von Héhe zu
Durchmesser hat. Die Membran wird in dieser Konstruktion axial durchstrémt. Zum anderen
kénnen die Membranscheiben um einen zylindrischen Kern gewickelt werden. Dabei findet
eine radiale Stromung von innen nach aullen statt. Letztere Bauform wird vermehrt in indust-
riellen Mal3stdben eingesetzt oder wenn der Zustrom sehr viele Verunreinigungen enthalt.
Wird in der Literatur von einer Séule gesprochen, ist meistens ein Chromatographiemodul mit
porosen Partikeln als stationdre Phase gemeint. Im Rahmen dieser Arbeit schlieRt der Begriff

Séule auch die Module mit Membranen als stationare Phase ein.

Durch die unpordse Netzstruktur einer Membran findet der Massentransport der mobilen
Phase durch die Membran hauptsachlich durch Konvektion statt (Ghosh, 2002). In kleinen An-
teilen tritt auch Filmdiffusion auf. In partikularen Tragern hingegen kommt hauptsachlich die
Porendiffusion vor (vgl. Kapitel 2.2.). Eine schematische Darstellung des Massentransports in
einer Membran und einem pordsen Teilchen wird in Abbildung 9 dargestellt. In einem partiku-
laren Trager ist die Zuganglichkeit an die Bindungsstellen im Porensystem begrenzt (Anspach,

2017). Zum einen ist die Porendiffusion verhaltnismaRig langsam. Somit haben einige
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Biomolekile nicht genligend Zeit in die Poren zu diffundieren. Zum anderen werden einige
Biomolekiile wegen ihrer Grofle vom Porensystem ausgeschlossen. Bei Membranen hingegen
besteht aufgrund der portdsen Netzstruktur ein besserer Zugang zu den Bindungsstellen
(Ghosh, 2002). Mikrofiltrationsmembranen besitzen eine PorengrofRe von 0,1 bis 3 um. Somit
erhalten auch grofRere Molekiile Zugang zu der Adsorberoberflache. Dazu zdhlen vor allem Im-
munglobuline, Plasmid-DNA und Viren (Chye Lim, et al., 2007). Zudem ermoglicht der Massen-
transport durch Konvektion bei Membranen, dass die Molekiile die Bindungsstellen ziigiger

erreichen (Ghosh, 2002).

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Massentransports aufler- und innerhalb eines porésen Partikels
(links) sowie in einer Membran (rechts). In partikuléren Trdgern findet der Massenstrom im Zwischenraum durch
Konvektion und in den Poren durch Diffusion und Filmdiffusion statt. In Membranen kommt hauptsdchlich Kon-
vektion vor, zu kleinen Anteilen auch Filmdiffusion. Verdndert nach Ghosh, 2002

Ein weiterer Vorteil von Membranmodulen ist, dass mit hoheren FlieRgeschwindigkeiten gear-
beitet werden kann, ohne dass es zu einer schlechteren chromatographischen Auflésung
kommt (Chye Lim, et al., 2007). Dadurch kénnen Prozesszeiten verkiirzt werden. Daruber hin-
aus kann durch den Einsatz von Membranen der Verbrauch an Puffer und Chemikalien gesenkt
werden. Da bei partikuldaren Tragern die FlieBgeschwindigkeit nicht erh6ht werden kann, wer-
den oftmals die Module vergroRRert, um trotzdem ein bestimmtes Volumen an Produkt in kur-
zer Zeit verarbeiten zu konnen. Dies fihrt zu einem deutlich héheren Pufferverbrauch beim
Einsatz von partikuldren Tragern. Des Weiteren gibt es Membranen auch als Einmalartikel und

somit konnen aufwendige Regenerationsschritte zur Reinigung weggelassen werden.
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Dennoch stehen Chromatographiemembranen vor Herausforderungen. Wegen der geringen
Oberflache einer Membran besitzen diese eine niedrige Bindungskapazitat. Um dieses Prob-
lem zu l6sen wird an das Hauptnetz der Membran ein zweites Polymernetz angebracht, an
dem sich ebenfalls Bindungsstellen befinden (Anspach, 2017). Dadurch wird die Bindungska-
pazitat von Membranen erhoht. Gangige lonaustauschermembranen besitzen eine Bindungs-
kapazitat von bis zu 50 mg/ml (Sartorius-Stedim, 2018). Damit erreichen kommerzielle Chro-
matographiemembranen trotz sekundarer Matrix bis heute nicht die gleiche Bindungskapazi-

tat wie partikuldre Trager (Lalli, et al., 2019).

Mehrere Studien haben bereits gezeigt, dass Membranen kombiniert mit der Frontalchroma-
tographie viele Vorteile bieten (Zhou & Tressel, 2006). In der Frontalchromatographie wird ein
grofReres Volumen an Produkt verarbeitet, daher ist es von Nutzen, wenn mit hoheren Fliege-
schwindigkeiten gearbeitet werden kann. Im Folgenden werden zwei Studien beschrieben, bei

denen die Frontalchromatographie an Membranen erfolgreich zum Einsatz kam.

In der Arbeit von Brown et al. wurden monoklonale Antikdrper aus dem Zelliberstand von
CHO-Zellen (engl. chinese hamster ovary) aufgereinigt (Brown, et al., 2010). Dabei wurden die
Antikorper zundchst mit einer Protein-A-Chromatographie isoliert und grobe Verunreinigun-
gen anschlieflend mit herkdmmlichen Kationaustauschern entfernt. Diese beiden Schritte sind
in der Industrie Ublich verwendete Verfahren zur Aufreinigung von Antikorpern. Protein-A ist
ein Oberflachenprotein aus Bakterien, welches von dem Fc-Fragment der Immunglobuline ge-
bunden werden kann. In der Chromatographie wird Protein-A an die stationdre Phase gehef-
tet, womit dann Immunglobuline isoliert werden. Dieser Schritt stellt den ersten Schritt von
mehreren Schritten in chromatographischen Verfahren dar. Verbliebene Verunreinigungen,
wie Wirtszellproteine wurden mit Membran-Kationaustauschern im Frontalmodus entfernt.
Die Arbeitsbedingungen wurden so gewahlt, dass die Wirtszellproteine binden konnten, wah-
rend das Zielprodukt eluiert ist. Dabei wurde eine Produktreinheit von =99 % erreicht. Brown
et al. heben hervor, dass sich die Membranchromatographie als letzter Aufreinigungsschritt
gut eignet. An dieser Stelle sind die meisten Verunreinigungen bereits entfernt, wodurch die

die geringe Bindungskapazitat der Membran irrelevant wird.

22



Theoretischer Hintergrund

Seit den Ergebnissen von Brown et al. konnten Bramer et al. zeigen, dass Membranen auch in
der Protein-A-Chromatographie eingesetzt werden kdnnen (Bramer, et al., 2019). In dieser Ar-
beit wurden monoklonale Antikorper aus dem Zelliiberstand von CHO-Zellen mit Protein-A-
Membranen isoliert. Es konnte eine Produktreinheit von tGber 95 %, mit einem Aggregatanteil
von 0,26 %, erreicht werden. Die Autoren beschreiben, dass trotz der geringeren Bindungska-
pazitat die verarbeitete Menge pro Zeiteinheit groBer war als mit herkémmlichen Protein-A-
Saulen. Es wurde jedoch nicht angegeben, mit welchen Werten bzw. Sdulen die Membranen

verglichen wurden.

Die Verdrangungschromatographie, ein Sonderfall der Frontalchromatographie, wurde an
Membranen bisher noch nicht beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die Eignung
von Chromatographiemembranen in der Verdrangungschromatograhpie untersucht. Dabei
liegt es nahe, dass Membranen als stationdre Phase eine effektivere Verdrangung als bei po-
rosen Partikeln ermdoglichen kdnnten. Wie bereits erwadhnt, erlauben Membranen einen bes-

seren Zugang an die Bindungsstellen. Dies konnte den Verdrangungseffekt beglinstigen.
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3. Material und Methoden

3.1. Gerate und Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete lonenaustausch- und Gréfienausschlussséulen. Die technischen Daten wurden den ent-

sprechenden Datenbldttern der Hersteller entnommen.

Bezeichnung

Hersteller und Katalog-
nummer

Beschreibung

Sartobind® S 75

Sartobind® Q 75

Mustang® S XT Acro-
disc® Unit

TOYOPEARL Gi-
gaCap® S-650M

Superdex® 200 HR
10/30

Sartorius
85030-520-84

Sartorius
921EXQ42BC-12

Pall Life Sciences
MSTGXT25S16

Tosoh Corporation

Cytiva (ehem. GE
Healthcare)

Typ: Kationaustauscher (Membran)
Volumen: 2,1 ml

Bindungskapazitat: 29 mg/ml (Lysozym)
Material: Quervernetzte Cellulose
Ligand: Sulfonsdure

Porengrofle: >3 um

Typ: Anionaustauscher (Membran)
Volumen: 2,1 ml

Bindungskapazitat: 60 mg (BSA)
Material: Quervernetzte Cellulose
Ligand: Quaternares Ammonium
Porengrofle: >3 um

Typ: Kationaustauscher (Membran)
Volumen: 0,86 ml

Bindungskapazitat: 30 mg/ml (Lysozym)
Material: -

Ligand: -

PorengrolRe: 0,65 um

Typ: Kationaustauscher (partikular)
Volumen: 1 ml

Bindungskapazitat: 156 mg/ml (I1gG)
Material: Methacrylpolymer

Ligand: Sulfonsdure

PorengrolRe der Partikel: 0,1 um

Typ: GroBenausschluss (partikular)
Volumen: 24 ml

Trennbereich: 10 — 600 kDa

Material: Zusammensetzung aus quer-
vernetzter Agarose und Dextran
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Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Verbrauchmaterialien

Bezeichnung Lieferant Artikelnummer CAS Verwendung
Salzsdure Carl Roth T134.1 7647-01-0 | pH-Wert einstellen
GmbH & Co.
KG
Natronlauge VWYV Chemi- 28244.295 1310-73-2 | pH-Wert einstellen,
cals Reinigung AKTA
Demineralisiertes  Labor-an- - - Ansetzen von Puf-
Wasser schluss fern und Losungen
Ethanol 96%, ver- - - - Reinigung Saulen
gallt und AKTA
Natriumacetat- Carl Roth 3856.1 6131-90-4 | Acetatpuffer
Trihydrat GmbH & Co.
KG
Natriumchlorid Carl Roth 9265.1 7647-14-5 | Puffer
GmbH & Co.
KG
TRIS (PUFFERAN®)  Carl Roth 4855.1 77-86-1 Trispuffer
GmbH & Co.
KG
Di-Natrium-hydro- Carl Roth 4984.1 10028-24-7 | Phosphatpuffer
genphosphat- GmbH & Co.
Dihydrat KG
Natrium-dihydro-  Carl Roth T879.2 13472-35-0 A Phosphatpuffer
gen-phosphat - GmbH & Co.
Dihydrat KG
y-Globulins from Sigma-Aldrich | G5009-G Probenmaterial
bovine blood (bo- Chemie GmbH

vines Gammag-
lobulin)
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Tabelle 3: Verwendete Gerdte

Gerat Bezeich- Hersteller Beschrei- Verwendung
nung bung
Chromatographiesys- AKTA® puri- | Cytiva (ehem. + Pumpe P- Durchfiihrung
tem fier GE 960 Chromatogra-
AKTA® ex- Healthcare) phie
plorer
Software (Chromatogra- Unicorn Cytiva (ehem. | Version: 5.31  Durchfiihrung
phiesystem) GE Chromatogra-
Healthcare) phie
Probenschleife (Kapilla- - - 250 ul & Probenaufgabe
ren) 100 pl Analyse
Probenschleife (Glas) Superloop® | Cytiva (ehem. max. 50 ml Probenaufgabe
GE Experimente
Healthcare)
pH-Meter 766 Calima- | Knick Einstellung pH-
tic® Wert Puffer
Vakuumpumpe Laboport® KNF Neuber- Entgasung Puffer
ger
Filterpapier Cellulose Sartorius 0,45 pum Entgasung Puffer
Acetate
Ultraschallbad Sonorex di- | Bandelin Entgasung Puffer
gitec
Prazisionswaage BP221S Sartorius Einwiegen Pro-
tein
Oberschalenwaage Entris 323i- | Sartorius Einwiegen Puf-
1S fersalz
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3.2. Puffer- und Probenvorbereitung

3.2.1. Puffervorbereitung

Flr die Versuche wurden als Flie3- und Elutionsmittel Puffersysteme verwendet. Die Puffer

wurden mit demineralisiertem Wasser angesetzt. Der pH-Wert wurde mit einem pH-Meter

gemessen und anschlieBend mit Salzsdure oder Natronlauge eingestellt.

Das pH-Meter wurde vor Benutzung mit der Zweipunktkalibrierung kalibriert. Nach dem An-

setzen der Puffer wurden die Puffer mit einer Vakuumpumpe und einem Filter entgast. Die

Puffer wurden alle zwei bis drei Tage neu angesetzt und vor der jeweiligen Benutzung noch-

mal in einem Ultraschallbad entgast. Die verwendeten Puffersysteme mit den entsprechen-

den Konzentrationen und pH-Werten sind Tabelle 4 zu entnehmen.

Tabelle 4: Verwendete Puffersysteme fiir die Experimente und Analytik mit der entsprechenden Pufferkon-

zentration, der Salzkonzentration und dem pH-Wert

Puffer Konzentration Konzentration pH-Wert
Natriumchlorid
TRIS 20 mM - 9,0
TRIS 20 mM - 8,5
TRIS 20 mM 1M 9,0
Natrium-Phosphat 50 mM 150 mM 7,0
Natrium-Acetat 100 mM - 5,0
Natrium-Acetat 100 mM 1M 5,0
Natrium-Acetat 100 mM - 4,5
Natrium-Acetat 100 mM 1M 4,5
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3.2.2. Probenvorbereitung

Das bovine Gammaglobulin wurde bei 2 bis 8 °C im Kiihlschrank gelagert. Vor der Probenauf-
bereitung wurde das Behaltnis an der Luft auf Raumtemperatur erwdarmt, um Kondensation
zu vermeiden. Als Referenz flr die Analytik wurde jeweils 1 mg/ml und 2 mg/ml Protein in
einem Phosphatpuffer geldst. Fir die lonenaustauschchromatographie der Vorversuche
wurde das Gammaglobulin mit 1 mg/ml in dem jeweiligen Puffer des Versuches gelost. Fur
die Hauptversuche des Frontalmodus wurde das Gammaglobulin mit 2 mg/ml in dem jeweili-
gen Puffer des Versuches gel6st. Die gesammelten Fraktionen aus der lonenaustauschchro-
matographie wurden am selben Versuchstag und ohne weitere Vorbehandlung mit der SEC

analysiert.
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3.3. Trennung der Proteinaggregate und dem Monomer

3.3.1. Vorversuche

In den Vorversuchen wurden Trennvorgange mit den Saulen Sartobind S, Mustang S und Sar-

tobind Q und jeweils zwei verschiedenen Elutionspuffern durchgefihrt. Daflir wurden die Sau-

len zunachst mit einem Equilibrierungspuffer fir 5 CV (engl. column volume) equilibriert. An-

schlieBend wurde Uber eine Probenschleife 400 ul Gammaglobulin mit einer Konzentration

von 1 mg/mlinjiziert. Die Probenschleife wurde mit weiteren 4 ml Puffer gespiilt. Danach wur-

den die Saulen mit weiteren 2 CV gespiilt. Die Elutionspuffer, die Art des Gradienten und die

Elutions- sowie Waschdauer sind in Tabelle 5 angegeben.

Tabelle 5: Elutionsbedingungen der Vorversuche

Saule Sartobind S Mustang S Sartobind Q

Equilibrie- Natrium-Acetat, pH = | Natrium-Acetat, pH= | TRIS,pH=9

rungspuffer 4,5 4,5

Elutionspuffer  Natrium- TRIS, pH | Natrium- TRIS, pH | TRIS, pH=9 | Natrium-
Acetat& =9,0 Acetat& =9,0 & Natrium- Acetat, pH
Natrium- Natrium- chlorid =4,5
chlorid, pH chlorid, pH
=45 =45

Gradient Linear 1 Stufe Linear 1 Stufe Linear 1 Stufe

100% 100% 100 %

Ldnge Elution 15 5 15 5 15 5

in CV

Lange Wasch- 5 2 5 2 5 2

schritt in CV
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3.3.2. Hauptversuche

In den Hauptversuchen kamen vier verschiedene Saulen mit jeweils zwei verschiedenen pH-
Werten zum Einsatz. Verwendet wurden die Membranen Sartobind S, Sartobind Q und Mus-
tang S und der partikuldre Trager GigaCap. Im Folgenden ist das generelle Vorgehen der acht

Versuche beschrieben. Die Unterschiede der einzelnen Versuche sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

Fiir die Hauptversuche wurde das Chromatographiesystem AKTA purifier eingesetzt. Die Pro-
benaufgabe fand liber einen Superloop statt. Das Befillen der unteren Kammer des Super-
loops wurde mit der Probenpumpe P-960 durchgefiihrt. Dazu wurde der Pumpenausgang mit
der Position (3) des Injektionsventils verbunden. Die Kapillare am Pumpeneingang wurde in
das ProbengefaR gehangt. Da die Flussigkeit in der oberen Kammer des Superloops ab einem
bestimmten Punkt am Stopfen vorbeiflieBen kann, musste in diese Kammer der Equilibrie-
rungspuffer eingefiillt werden. Daher wurde vor jedem pH- oder Pufferwechsel die Flissigkeit
in der oberen Kammer des Superloops ausgetauscht. Um dies zu bewerkstelligen wurde mit
der Probenpumpe P-960 demineralisiertes Wasser mit einer FlieBgeschwindigkeit von 4
ml/min in die untere Kammer gepumpt, bis der Stopfen am oberen Ende angekommen ist und
der Puffer Gber die Position (4) des Injektionsventils in den Abfallbehalter befordert wurde.
AnschlieRend wurde das Injektionsventil in die Position INJECT Uberfiihrt und der Equilibrie-
rungspuffer in die obere Kammer des Superloops gepumpt. Danach wurde die entsprechende

Saule an das Chromatographiesystem angeschlossen.

Pro Versuch wurden drei Chromatographievorgange durchgefiihrt. Zuerst wurde eine Zonen-
chromatographie, anschlieRend ein Versuch im Frontalmodus und zum Schluss ein Wasch-
schritt ohne Probeninjektion durchgefiihrt. Diese sind im Anschluss hieran ausfihrlicher be-
schrieben. Die Versuche wurden jeweils direkt hintereinander ausgefiihrt. Daher wurde fiir
jeden Vorgang eine Methode mit der Software Unicorn erstellt, die lGber ein Programmskript

miteinander verkniipft und nacheinander durchgefihrt wurden.

Fiir die Zonenchromatographie wurde die Sdule mit 5 CV equilibriert. Die FlieRgeschwindigkeit
richtete sich dabei nach den verschiedenen Saulen und sind der Tabelle 6 zu entnehmen. Da-

nach wurde der Superloop mit einer FlieRgeschwindigkeit von 3 ml/min mit dem gesamten
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Probenvolumen beladen (s. Tabelle 6). AnschlieBend wurde 1 ml Probe injiziert und mit 2 CV
Equilibrierungspuffer nachgespiilt. Die Elution wurde mit Umschalten auf einen Elutionspuffer
eingeleitet. Bei der Elution basierend auf einem pH-Wechsel wurde 6 CV lang mit 100 % Eluti-
onspuffer eluiert. Elutionspuffer mit hoher Salzkonzentration wurden 5 CV lang mit 70 % Elu-

tionspuffer und 5 CV mit 100 % Elutionspuffer eingesetzt.

Fir den Versuch im Frontalmodus wurde die Saule ebenfalls mit 5 CV equilibriert. Danach
wurde die restliche Probe aus dem Superloop auf die Sdule gepumpt. Nach dem Probenauftrag
wurde mit Equilibrierungspuffer fir 2 bis 5 CV gesplilt. AnschlieBend wurde mit 100 % Eluti-
onspuffer fiir 6 CV eluiert. Wahrend des Probenauftrages wurde das Eluat mit einem Fraktio-
nierer in Glasrohrchen aufgefangen und zur spateren Analyse bereitgestellt. Pro Versuch wur-
den drei bis sechs Fraktionen ausgewahlt. Die Auswahl der Fraktionen fand in Bezug auf die
Hohe der Durchbruchkurve statt. Es wurden Fraktionen bei ungefahr 10 %, 50 % und 80 % der
Plateauhdhe ausgesucht. Das Plateau des Durchbruchs galt dabei als 100 % und die UV-Ab-
sorption 0 mAU als 0 %. Da innerhalb einer Fraktion ein weiterer Anstieg erfolgt ist, wurde die
Hohe flr den Beginn und das Ende einer Fraktion bestimmt. Zur Ermittlung der Hohe wurden
die Chromatogramme in die Software Microsoft Powerpoint eingefligt und die Héhen nach

Augenmal’ abgeschatzt.

Als letzter Vorgang wurde ein Reinigungsschritt durchgefiihrt. Dabei wurde keine Probe inji-
ziert, jedoch mit 100 % Elutionspuffer fiir 6 CV gespult, um verbliebene Probe von der Saule zu

entfernen.
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Tabelle 6: Verschiedene Parameter der Hauptversuche mit vier verschiedenen Sdulen

Mustang S Sartobind S GigaCap S - Sartobind Q
650 M

FlieBmittelgeschwindig- 3 ml/min 3 ml/min 1 ml/min 3 ml/min
keit
Probenvolumen 37 ml 47 ml 47 ml 47 ml
Equilibrierungspuffer Natrium-Ace- | Natrium-Ace- | Natrium-Ace- TRIS

tat tat tat
pH-Wert 4,5 5,0 4,5 5,0 4,5 5,0 8,5 9,0
FraktionsgroBe dml ' 1ml | 4ml Iml (4ml (4ml 1ml | 1ml
Elutionspuffer Natrium-Ace- | TRIS; pH=9,0 | Natrium-Ace- | Natrium-Ace-

tat + NaCl tat + NaCl tat; pH=4,5
Spiilen nach dem Proben- 5 CV 5¢CV 5¢CV 2CV

auftrag
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3.4. Analytik mit GroRenausschlusschromatographie

Die gesammelten Fraktionen der Versuche wurden mit Hilfe der GroBenausschlusschromato-
graphie hinsichtlich ihrer Monomer- und Aggregatanteile analysiert. Als Referenz wurde der
Monomer- und Aggregatanteil des unbehandelten Gammaglobulins in einer Doppelbestim-

mung gemessen.

Die Sdule Superdex 200 HR 10/30 wurde an die Chromatographieanlage AKTA explorer ange-
schlossen. Die Anlage besitzt ein Probenventil mit acht verschiedenen Ventilstellungen. Damit
kénnen bis zu sieben Proben angeschlossen werden, die nacheinander automatisch injiziert
werden, (Amersham Biosciences, 2003). Fiir jeden Probenauftrag wurde eine Methode er-
stellt, die tiber eine Programmskript miteinander verknipft wurden. Somit konnten die Veru-
sche Uber Nacht unbeaufsichtigt ablaufen. Da ein SEC-Vorgang bis zu zwei Stunden dauern

kann, konnte so Zeit eingespart werden.

Es wurde eine Probenschleife an die Position (2) und (6) des Injektionsventils angeschlossen.
Zunachst wurde ein Schleifenvolumen von 100 pl eingesetzt, welches im spateren Verlauf
durch ein Volumen von 250 pl ersetzt wurde. Der Eingang der Probenpumpe P-960 wurde an
die Position (4) des Injektionsventils angeschlossen. Der Pumpenausgang wurde in ein Abfall-
behaltnis gehdngt. (s. Abbildung 10) Durch diesen Aufbau wurde die Probe Uber das Proben-
ventil und die Probenschleife von der Pumpe angesaugt, statt zuerst durch die Pumpe zu flie-
Ren. Somit ist das Totvolumen weggefallen, welches durch die Pumpe entstanden ware. Dabei
war wichtig zu beachten, dass der Ausgang der Probenpumpe nicht niedriger als die Proben
positioniert wurde. Ansonsten kénnte es aufgrund des hydrostatischen Drucks zu einem Si-
phon-Effekt kommen, so dass vor Beginn des Versuchs die Probe bereits angesaugt werden
wirde. Der Ausgang des Probenventils wurde mit einer Kapillare an Position (3) des Injektions-
ventils verbunden. An Position (8) des Probenventils wurde der Equilibrierungspuffer ange-
schlossen. Damit wurde die Probenschleife zwischen den einzelnen Probenauftragungen mit 2
ml Puffer gespult. Die Probenpumpe wurde mit einer FlieBgeschwindigkeit von 0,5 ml/min be-

trieben. Eine hohere FlieRgeschwindigkeit wiirde zu Kavitationen in den Kapillaren fiihren.
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Als Equilibrierungspuffer wurde ein Phosphatpuffer verwendet (s. Tabelle 4). Vor jedem Pro-
benauftrag wurde die Saule mit 1 CV Equilibrierungspuffer equilibriert. AnschlieBend wurde
die Probe injiziert und erneut mit 1 CV Equilibrierungspuffer gespult. Die Hauptpumpen wur-

den mit einer FlieRgeschwindigkeit von 0,5 ml/min betrieben.

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Ventilstellungen des Injektionsventils mit angeschlossenem Pro-
benventil und Probenpumpe an der Chromatographieanlage AKTA explorer. Eine Probenschleife wurde an die
Position (2) und (6) des Injektionsventils angeschlossen. Der Ausgang der Probenpumpe wurde an die Position (4)
des Injektionsventils angeschlossen und der Ausgang in ein Abfallbehdltnis gehdngt. An das Probenventil wurden
an den Positionen (1) bis (7) die Proben und an Position (8) Equilibrierungspuffer zum Spiilen der Probenschleife
angeschlossen. Das Probenventil wurde mit Position (3) des Injektionsventils verbunden. In der Ventilstellung
LOAD des Injektionsventils kann die Probenschleife iiber die Probenpumpe beladen werden. In der Ventilstellung
INJECT des Injektionsventils wird der Inhalt der Probenschleife zur Sdule hin beférdert. Verdndert nach dem Hand-
buch von Amersham Biosciences (Amersham Biosciences, 2019).

34



Material und Methoden

3.5. Auswertung

Um die Monomeranteile zu bestimmen, wurden die gesammelten Fraktionen mit Hilfe der SEC
analysiert. Die daraus entstandenen Peaks im Chromatogramm wurden mit der Software
Unicorn integriert. Daflir wurde mit der Software in die Chromatogramme eine Nulllinie (zero
base line) gelegt, auf die sich die Integration bezog. Die Peakanfange wurden von der Software
zunachst vorgegeben und danach manuell verschoben. Dabei wurden die Peakanfange auf die
Nulllinie gelegt. Anschlieend wurden die ermittelten Peakflaichen addiert und die Ge-
samtpeakflache mit den einzelnen Peakflachen ins Verhaltnis gesetzt. Das Verhaltnis zwischen
dem Integral des Monomerpeaks und dem Integral der gesamten Peaks gibt den Monomeran-

teil an.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Vorversuche

In den Vorversuchen wurde zunachst Gberprift, ob das Gammaglobulin an die Membranen

bindet. AnschlieBend wurden Optimierungen der Trennvorgange durchgefiihrt.

In Abbildung 11 ist das Chromatogramm der Sdule Sartobind S im Binden-Elution-Modus mit
einer Salzelution dargestellt. Dabei wurden die UV-Absorption und Leitfahigkeit tGber das Vo-
lumen der mobilen Phase aufgetragen. Mit steigendem Elutionspuffer erhéht sich die Leitfa-
higkeit. Es ist zu erkennen, dass bereits bei einem niedrigen Anteil an Elutionspuffer ein GroR-
teil des Proteins eluiert ist. AuRerdem ist deutlich zu erkennen, dass weiteres Protein eluierte,
nachdem die Leitfahigkeit ihr Maximum bei ca. 75 mS/cm erreicht hatte. Dieser Verlauf ist
ungewohnlich. Die gebundenen Substanzen missten spatestens beim Erreichen der maxima-
len Elutionspufferkonzentration eluieren, oder gar nicht, wenn die maximale Konzentration

nicht ausreicht um stark gebundene Substanzen zu eluieren.
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Abbildung 11: Chromatogramm der Séiule Sartobind S im Binden-Elution-Modus mit einer Salzelution. Es wurde
Gammaglobulin mit einer Konzentration von 1 mg/ml aufgereinigt. Als Equilibrierungspuffer wurde ein Natrium-
Acetatpuffer mit einer Konzentration von 100 mM und einem pH-Wert von 4,5 verwendet. Zum eluieren wurde
der Equilibrierungspuffer mit 1 M Natriumchlorid verwendet. Eluiert wurden mit einem, linearen Gradienten iber
15 CV. UV-Absorption — blau; Leitféhigkeit - braun.

Eine Hypothese zur Ursache fiir dieses Phanomen wird im Folgenden anhand der sekundaren
Matrix der Membran begriindet (Anspach, 2020). Die Polymere der sekunddren Matrix ragen
in den Porenraum hinein. An dieser sind die Liganden gebunden, die die Proteine binden sol-
len, die im Falle eines Kationaustauschers negativ geladen sind. Liegt eine niedrige lonenstarke
vor, stoRRen sich die Polymere wegen der gleichen Ladung voneinander ab und richten sich
gerade in den Porenraum. Steigt die lonenstarke der mobilen Phase, zum Beispiel durch einen
Elutionspuffer mit hoher Salzkonzentration, so fallen die Ketten ineinander zusammen. Dabei
kann es passieren, dass gebundenes Protein im Netz hangen bleibt wird. Erst wenn die lonen-

starke wieder sinkt, kann das Protein eluieren.
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Um dieser Hypothese nachzugehen wurde mit der Saule Sartobind S eine pH-Elution durchge-
flhrt. Dabei wird fir den Elutionspuffer ein Puffer mit einem anderen pH-Wert als der Equilib-
rierungspuffer gewahlt, bei dem sich die Ladungen der Proteine umkehren und somit nicht
mehr an die stationare Phase binden kdnnen (s. Kapitel 2.1.). In dem Falle des Kationaustau-
schers Sartobind S wurde als Elutionspuffer ein TRIS-Puffer mit einem pH-Wert von 9,0 einge-

setzt. Das Chromatogramm zu diesem Versuch ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Chromatogramm der Séule Sartobind S im Binden-Elution-Modus mit einer pH-Elution. Es wurde
Gammaglobulin mit einer Konzentration von 1 mg/ml aufgereinigt. Als Equilibrierungspuffer wurde ein Natrium-
Acetatpuffer mit einer Konzentration von 100 mM und einem pH-Wert von 4,5 verwendet. Zum eluieren wurde
ein 20 mM TRIS-Puffer verwendet. Eluiert wurden mit einem Stufengradienten tiber 7 CV. UV-Absorption — blau;
Leitfédhigkeit - braun.

In Abbildung 12 ist das Chromatogramm mit der Saule Sartobind S im Binden-Elution-Modus
mit einer pH-Elution dargestellt. Die Leitfahigkeit sinkt mit steigendem Anteil an Elutionspuffer
deshalb, weil der Elutionspuffer mit 20 mM geringer konzentriert ist als der Equilibrierungs-
puffer mit 100 mM. Zu erkennen ist, dass ausschlieRlich bei etwa 50 % des Elutionspuffers

Protein eluiert ist. Daraus kann geschlossen werden, dass bei der pH-Elution kein Protein
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zuriickgehalten wurde. Da die Leitfahigkeit wahrend der pH-Elution niedrig gehalten wurde,
war somit auch die lonenstarke gering. Somit konnte die sekundare Matrix der Membran kein
Protein zuriickhalten. Daher wurde angenommen, dass sich die pH-Elution im Rahmen dieser

Arbeit fur die Saule Sartobind S besser eignet.

Darauffolgend wurden Versuche unter gleichen Versuchsbedingungen mit der Sdule Mustang
S durchgefiihrt. Das oben diskutierte Phanomen konnte bei dieser Membran nicht beobachtet
werden (s. Anhang A). Daher wurde bei der Sdule Mustang S die Salzelution beibehalten. Bei
der Saule Sartobind Q konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen der pH- und der Salzelution
festgestellt werden (nicht in dieser Arbeit dargestellt). Dennoch wurde sich hier fiur die pH-
Elution entschieden, da es sich bei den Membranen Sartobind S und Sartobind Q um Module
des gleichen Herstellers handelt. Dazu muss erwahnt werden, dass die in dieser Arbeit verwen-
dete Saule Sartobind S bereits seit ungefahr 20 Jahren im Besitz der Hochschule ist. Méglich-
erweise wurden seitdem die Eigenschaften der sekundaren Matrix an der Membran von dem

Hersteller optimiert.
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4.2. Hauptversuche

In den Hauptversuchen wurden Chromatographien im Frontalmodus mit vier verschiedenen
Saulen und jeweils zwei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Die Chromatogramme der
Versuche mit gleichem pH-Wert wurden jeweils in einem Diagramm zusammengefiihrt. Diese
sind im Folgenden in den Abbildungen 13 bis 16 dargestellt. Vor jeder Frontalchromatographie
wurde eine Zonenchromatographie mit gleichen Pufferbedingungen durchgefiihrt. Die Chro-

matogramme sind im Anhang dieser Arbeit dargestellt.

In Abbildung 13 sind die Chromatogramme der Kationaustauscher GigaCap, Sartobind S und
Mustang S bei einem pH-Wert von 4,5 dargestellt. Zu erkennen ist, dass bei der Sdule GigaCap
kein Durchbruch stattgefunden hat. Das bedeutet, dass die ganze Probenmasse von der Saule
gebunden wurde. Dies ist zunachst nicht tGberraschend, denn die Bindungskapazitat dieser
Saule liegt bei 156 mg flr IgG. Eingesetzt wurde 94 mg Probe, daher lag die Probenmasse unter
dem der Bindungskapazitat, trotz des Frontalmodus. Der Versuch wurde dennoch mit dem ge-
ringen Volumen durchgefiihrt, da oftmals nicht die volle Bindungskapazitat einer partikularen

Saule ausgenutzt werden kann.

Bei den Sdulen Mustang S und Sartobind S ist jeweils ein Durchbruch zu erkennen. Dabei fallt
auf, dass bei der Saule Mustang S der Anstieg auf das Plateau steiler ist als bei der Saule Sar-
tobind S. Da die Probenkonzentration und die FlieBgeschwindigkeit bei beiden Sdulen gleich
war, liegt es nahe, dass die Bindungsstellen bei der Sdule Mustang S besser zuganglich sind als

bei der Saule Sartobind S.

40



Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 13: Chromatogramme der Kationaustauscher GigaCap, Sartobind S und Mustang S im Frontalmodus,
beim pH-Wert 4,5. Es wurde Gammaglobulin mit einer Konzentration von 2 mg/ml aufgereinigt. Aufgezeichnet
wurde die UV-Absorption iiber dem Volumen des FlieBmittels. Als Equilibrierungspuffer wurde ein Natrium-Ace-
tatpuffer mit einer Konzentration von 100 mM und einem pH-Wert von 4,5 verwendet. Der Elutionspuffer wurde
bei der Séule GigaCap ab 52 ml, bei Sartobind S ab 57 ml und bei Mustang S ab 42 ml, dazugeschaltet. GigaCap —
orange; Sartobind S — blau; Mustang S — griin.

In Abbildung 14 sind die Chromatogramme der Kationaustauscher GigaCap, Sartobind S und
Mustang S bei einem pH-Wert von 5,0 zu sehen. Diesmal ist zu erkennen, dass bei der Saule
GigaCap ein Durchbruch stattgefunden hat, obwohl die Proteinmasse unter der Bindungska-
pazitat liegt. Da dies bei dem pH-Wert von 4,5 nicht aufgetreten ist, kann davon ausgegangen
werden, dass es an dem héheren pH-Wert liegt. Beim bovinen Gammaglobulin handelt es sich
um eine Mischung aus verschieden Antikdrperklassen, deren mengenmallige Zusammenset-
zung je nach Charge variieren kdnnen. Daher ist der tatsdchliche pl-Wert nicht bekannt. Die
Antikorperklasse IgG hat den grofSten Anteil im Blutserum, dessen theoretischer pl-Wert laut

Literatur zwischen 6,6 und 8,2 liegt (Yang, et al., 2019). Es konnte also sein, dass bei einem pH-
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Wert von 5,0 einige Komponenten des Immunglobulins nicht an einen Kationaustauscher bin-

den.

Dieser Effekt wurde ebenfalls in dem Chromatogramm der Sdule GigaCap im Binden-Elution-
Modus beobachtet (s. Anhang A). Dies lasst vermuten, dass die Monomere, die im Durchbruch
eluiert sind, nicht durch Aggregate verdrangt wurden. Es ist wahrscheinlicher, dass die Mono-
mere bei dem hdheren pH-Wert gar nicht erst von der stationdren Phase gebunden wurden.
In so einem Fall wird von einem negativen chromatographischen Modus gesprochen. In diesem
Modus werden die Verunreinigungen gebunden, wahrend mit dem Produkt keine Wechselwir-

kung stattfindet (Anspach, 2017).

Die Chromatogramme der Saulen Mustang S und Sartobind S im Frontalmodus bei dem pH-
Wert 5,0 verhalten sich dhnlich wie bei dem pH-Wert von 4,5. Jedoch hat bei den Chromato-
grammen im Binden-Elution-Modus ein Durchbruch stattgefunden (s. Anhang A). Dies spricht
ebenfalls dafiir, dass bei den Membranen bei einem pH-Wert von 5,0 die Verdrangung nicht
mehr als starkster Effekt auftritt. Daraus lasst sich schlieSen, dass fiir einen optimalen Ver-
drangungseffekt, die Wechselwirkungen mit der stationaren Phase moglichst hoch sein mis-
sen. Dies wird erreicht, indem der pH-Wert des Puffers moglichst weit vom pl-Wert des Ziel-
proteins entfernt ist. Allerdings wird die Entfernung zum pl-Wert dadurch begrenzt, dass die
Proteine bei einem zu hohen oder zu niedrigen vermehrt aggregieren (Vazquez-Rey & Lang,

2011).
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Abbildung 14: Chromatogramme der Kationaustauscher GigaCap, Sartobind S und Mustang S im Frontalmodus,
beim pH-Wert 5,0. Es wurde Gammaglobulin mit einer Konzentration von 2 mg/ml aufgereinigt. Aufgezeichnet
wurde die UV-Absorption liber dem Volumen des FlieSmittels. Als Equilibrierungspuffer wurde ein Natrium-Ace-
tatpuffer mit einer Konzentration von 100 mM und einem pH-Wert von 5,0 verwendet. Der Elutionspuffer wurde

bei der Séule GigaCap ab 52 ml, bei Sartobind S ab 57 ml und bei Mustang S ab 42 ml, dazugeschaltet. GigaCap —
orange; Sartobind S — blau; Mustang S — griin.

43



Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 15 und Abbildung 16 sind die Chromatogramme der Sdule Sartobind Q bei den
pH-Werten 8,5 und 9,0 dargestellt. In beiden Chromatogrammen ist ein Durchbruch zu erken-
nen. Auch sind die Verlaufe hinsichtlich der Retentionszeiten und der Steigung der Kurve sehr
dhnlich. Daher scheint bei den pH-Werten 8,5 und 9,0 kein groRBer Unterschied vorzuliegen.
Das Chromatogramm der Zonenchromatographie von dem pH-Wert 8,5 zeigt nur einen mini-
malen Durchbruch (s. Anhang B). Somit liegt die obere Grenze des pl-Werts des vorliegenden

Gammaglobulins vermutlich niedriger als 8,5.

Die Durchbruchskurve des Anionaustauschers Sartobind Q weist eine dhnlich flache Steigung
wie der Kationaustauscher Sartobind S auf. Somit sind die Anstiege der Durchbruchskurven der
Saulen Sartobind Q und S flacher als die Durchbruchskurve des Kationaustauschers Mustang
S. Die Membranen Sartobind Q und S stammen vom gleichen Hersteller. Daher scheint der

Unterschied zum Kationaustauscher Mustang S herstellerbedingt vorzuliegen.

Abbildung 15: Chromatogramm des Anionaustauschers Sartobind Q im Frontalmodus, beim pH-Wert 8,5. Es
wurde Gammaglobulin mit einer Konzentration von 2 mg/ml aufgereinigt. Aufgezeichnet wurde die UV-Absorp-
tion liber dem Volumen des FliefSmittels. Als Equilibrierungspuffer wurde ein TRIS-Puffer mit einer Konzentration
von 20 mM und einem pH-Wert von 8,5 verwendet. Der Elutionspuffer wurde ab 51 ml dazugeschaltet.
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Abbildung 16: Chromatogramm des Anionaustauschers Sartobind Q im Frontalmodus, beim pH-Wert 8,5. Es
wurde Gammaglobulin mit einer Konzentration von 2 mg/ml aufgereinigt. Aufgezeichnet wurde die UV-Absorp-
tion liber dem Volumen des FliefSmittels. Als Equilibrierungspuffer wurde ein TRIS-Puffer mit einer Konzentration
von 20 mM und einem pH-Wert von 9,0 verwendet. Der Elutionspuffer wurde ab 51 ml dazugeschaltet.
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4.3. Analytik

Die Proben aus den lonenaustauschchromatographien der Hauptversuche wurden mit Hilfe
der SEC analysiert. Dabei wurden die Monomer- und Aggregatanteile der gesammelten Frak-
tionen aus den Frontalchromatographien ermittelt. Zum Vergleich wurde der Monomer- und
Aggregatanteil des unbehandelten Gammaglobulins bestimmt. Dieser Versuch ist im Folgen-
den als Beispielergebnis der SEC in Abbildung 17 dargestellt. Im Anschluss sind die gemessenen

Monomeranteile von sechs der acht Hauptversuche in Abbildung 18 abgebildet.

Als Referenzwert wurde zundchst der Monomer- und Aggregatanteil des unbehandelten
Gammaglobulins mit der SEC bestimmt. Von diesem Versuch wurde eine Doppelbestimmung
durchgeflhrt. In Abbildung 17 ist eine der Bestimmungen als Beispielergebnis abgebildet. Zu
erkennen sind drei unterschiedlich hohe Peaks. Der héchste Peak befindet sich ganz rechts.
Bei diesem Peak wird es sich hochstwahrscheinlich um die Monomere handeln, da diese als
kleinste Molekiile der Probe am spatesten eluieren. Die Peaks links davon stellen vermutlich
die Aggregate dar. Dabei kdnnte es sich bei dem mittleren Peak um Dimere handeln, da die
beiden rechten Peaks dicht beieinander liegen. Weiter links ist ein weiterer kleiner Peak zu
erkennen, bei dem es sich um hdhere Polymere handeln kdnnte, da diese am friihsten eluiert

sind.

Aus den ermittelten Monomeranteilen der Doppelbestimmung des unbehandelten Gammag-
lobulins wurde der Mittelwert gebildet. In dem unbehandelten Gammaglobulin wurde ein Mo-

nomeranteil von 72,3 % (o = 0,5 %) ermittelt.
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Abbildung 17: Chromatogramm einer SEC vom unbehandelten Gammaglobulin zur Bestimmung des Monomer-
und Aggregatanteils. Abgebildet ist die UV-Absorption in mAU (iber dem Volumen der mobilen Phase in ml. Der
Versuch wurde mit 2 mg/ml Gammaglobulin und einer 250 ul Probenschleife, bei einer FliefSgeschwindigkeit von
0,5 mi/min durchgefiihrt. Als Puffer wurde ein 50 mM Phosphatpuffer mit 150 mM Natriumchlorid eingesetzt.
Zum Ermitteln der Monomer- und Aggregatanteile wurden die Peaks integriert. Die Integration wurde auf eine
Nulllinie bezogen. UV-Absorption — blau.
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In Abbildung 18 sind die ermittelten Monomeranteile gegeniiber der Peakh6he des Durch-
bruchs abgebildet. Dargestellt sind die Monomeranteile der Saulen Sartobind S und Mustang
S bei den pH-Werten 4,5 und 5,0, sowie der Sdule GigaCap beim pH-Wert 5,0 und der Saule
Sartobind Q beim pH-Wert 8,5. Als Referenz dient der ermittelte Monomeranteil des unbe-
handelten Gammaglobulins. Zu erkennen ist, dass die Verlaufe der einzelnen Sdulen teilweise
unterschiedlich aussehen. Dies liegt unter anderem daran, dass die Volumina der gesammel-
ten Fraktionen unterschiedlich grofd waren. Zu Beginn des Durchbruchs liegt der Monomeran-
teil der aufgereinigten Proben etwa 7 % bis 17 % hdher als beim unbehandelten Gammaglo-
bulin. Somit ist es im Anfangsbereich des Durchbruchs zu einer Aufkonzentrierung der Mono-

mere gekommen.

Dazu muss erganzt werden, dass bei den ermittelten Monomeranteilen eine gewisse Unsicher-
heit besteht. Die Ursache hierfir liegt in der Integration der Peaks, mit der die Monomeranteile
bestimmt wurden. Die Integration wurde mit Hilfe einer Software durchgefiihrt. Diese hat die
Peakanfange fiir die Integration zunachst vorgegeben. Die Peakanfange wurden anschlieRend
manuell verschoben, damit sich diese moglichst nah an der Nulllinie befinden (vgl. Kapitel 3.5).
Dies geschah jedoch nur nach Augenmal. Zum Beispiel ergibt eine Monomerpeakflache von
58 mAU und eine Gesamtpeakflache von 79 mAU ein Monomeranteil von 73 %. Bei einer Mo-
nomerpeakflache von 65 mAU und einer Gesamtpeakflache von 86 mAU betragt der Mono-
meranteil gleich 76 %. So eine Anderung kann bereits durch die minimale Verschiebung der
Peakanfdange erreicht werden. Dies erklart auch, warum beispielsweise bei dem Verlauf der
Saule Sartobind S bei einem pH-Wert 5,0 in Abbildung 18 der Monomeranteil bei einer Durch-
bruchshéhe von 100 % leicht steigt. Dennoch ist bei allen Verlaufen ein allgemeiner Trend zu
erkennen: Die Monomeranteile liegen zu Beginn des Durchbruchs hoher als bei der unbehan-
delten Probe und sinken mit zunehmender Durchbruchshéhe ab. Da sich dies mit den Erwar-
tungen deckt und auch auf alle Versuche zutrifft, kann dieses Ergebnis als vertrauenswiirdig

angesehen werden.
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der ermittelten Monomeranteile gegeniiber der Peakhéhe des Durch-
bruchs in Prozent. Dargestellt sind die Monomeranteile von sechs der acht Frontalchromatographien. Der Mono-
meranteil wurde mit Hilfe der SEC bestimmt und die gemessenen Peaks anschliefsend integriert. Dabei wurde zu-
ndichst die Gesamtpeakfidche bestimmt und nachfolgend mit der Einzelpeakficiche ins Verhdltnis gesetzt. Mit der
Peakhéhe ist der Anstieg des Durchbruchs gemeint. Dabei entspricht 100 % dem Plateau des Durchbruchs. Als
Referenz ist der Monomeranteil des unbehandelten Gammaglobulins (schwarz) mit angegeben.

Im Folgenden wird diskutiert, ob tatsachlich ein Verdrangungseffekt stattgefunden hat. Theo-
retisch sollten wahrend des Probenauftrags die Monomere gebunden werden, die danach von
den Aggregaten verdrangt werden und somit eluieren. AnschlieRend sollten zunehmend Ag-
gregate eluieren, da immer mehr Bindungsplatze von Aggregaten besetzt werden. Es fallt auf,
dass der Monomeranteil mit steigender Durchbruchshohe sinkt. Bei den Verlaufen Sartobind
S (pH =5,0), Mustang S (pH = 5,0) und Sartobind Q (pH = 8,5) sinkt der Monomeranteil sogar
unter den des unbehandelten Gammaglobulins. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass eine
Verdrangung stattgefunden hat. Wie bereits in Kapitel 4.2. diskutiert, ist es moglich, dass bei
einem pH-Wert von 5,0 der Verdrangungseffekt zurlickgetreten ist und eher eine negative
Chromatographie stattgefunden hat. Dies ldsst sich aus der Analyse der Monomeranteile we-
der bestatigen noch widerlegen. Dennoch lasst sich sagen, dass zumindest bei einem pH-Wert

von 4,5 und 8,5 mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Verdrangung stattgefunden hat.
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Zudem galt zu untersuchen ob hersteller- oder ladungsbedingte Unterschiede beziiglich der
Monomerausbeute aufgetreten sind. In Abbildung 18 ist zu erkennen, dass die Verlaufe bezlig-
lich der Anderung des Monomeranteils dhnlich sind. So liegen die Monomeranteile zu Beginn
Uber dem des unbehandelten Immunglobulins und sinken mit zunehmender Durchbruchhéhe
ab. Dies trifft auch auf die beiden Membran-Kationaustauscher Sartobind S und Membran S
und den Membran-Anionaustauscher Sartobind Q zu. Die Membran-Kationaustauscher Sar-
tobind S und Mustang S stammen von unterschiedlichen Herstellern. Die Membranen Sar-
tobind S und Q vereint zwar der gleiche Hersteller, sie besitzen jedoch entgegengesetzte La-
dungen. Somit scheinen die hersteller- und ladungsbedingten Unterschiede bezliglich der Mo-
nomerausbeute eher gering auszufallen. Dies spricht fiir die Reproduzierbarkeit des Verdran-

gungseffektes an Membranadsorbern.

Des Weiteren wurde untersucht, ob Unterschiede zwischen dem partikularen Kationaustau-
scher GigaCap und den Membranen hinsichtlich der Monomerausbeute bestehen. Laut der
Hypothese sollte an den Membranen eine effektivere Verdrangung stattfinden als mit partiku-
laren Tragern (vgl. Kapitel 2.2.6.). Anhand der Versuchsergebnisse ldsst sich dartiber keine Aus-
sage treffen. Zum einen hat bei der Saule GigaCap mit einem pH-Wert von 4,5 kein Durchbuch
stattgefunden. Zum anderen wurde bei dem Versuch mit der Sdaule GigaCap und einem pH-
Wert von 5,0 eine andere FraktionsgrolRe eingesetzt. Daher lassen sich die Verlaufe des Mo-
nomeranteils nicht vergleichen. Mit den Membranen konnte ein Monomeranteil von 79 % bis
89 % erreicht werden. Optimal wéare jedoch ein noch hoherer Anteil an Monomeren. In der
Arbeit von Stone et al. wurden Antikérpermonomere mit partikuldaren Tragern aufgereinigt
(Stone, et al., 2019). An der Stelle konnten am Anfangsbereich des Durchbruchs Monomeran-
teile bis zu 100 % generiert werden. Jedoch betrug der Monomeranteil der unbehandelten
Antikorper in der Arbeit von Stone et al. bereits etwa 90 %. Hinzu kommt, dass in der Arbeit
von Stone et al. mit monoklonalen Antikorpern gearbeitet wurde. Bei diesen ist der genaue pl-
Wert bekannt, daher konnte eine selektivere Verdrdangung durchgefiihrt werden. AuBerdem
ist bei diesem Produkt die Zusammensetzung immer gleich, somit sind die Versuche besser
reproduzierbar. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Aufreinigung bovines Gammaglobulin

verwendet. Dies ist ein Gemisch aus verschieden Immunglobulinen, dessen Zusammensetzung
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ja nach Charge variiert. Eine bessere Vergleichbarkeit konnte die Arbeit von Steffens bieten.
Dabei wurde der Verdrangungseffekt an partikularen Tragern mit bovinem Gammaglobulin
untersucht (Steffens, 2020). In der Arbeit von Steffens wurden Monomeranteile bis zu 98 %
erreicht. Doch auch hier betrug der Monomeranteil des unbehandelten Immunglobulins be-
reits 91 %. Daher lasst sich auch an dieser Stelle keine Aussage darliber treffen, ob ein Vorteil
durch die Verwendung von Membranen gegeniber partikuldaren Tragern besteht. Mdéglicher-
weise konnte die Verdrangung an Membranen noch deutlicher zum Vorschein kommen, wenn

monoklonale Antikdrper eingesetzt werden.

Im Folgenden werden weitere Versuche beschrieben, die durchgefiihrt werden kénnten, um
weitere Erkenntnisse zu erlangen. Zum Beispiel kdnnten Versuche mit gleichgrofRen Fraktionen
durchgefihrt werden, um die Ergebnisse besser vergleichen zu kénnen. Auflerdem kdnnten
weitere Versuche mit partikularen Tragern und Membranen unter gleichen Versuchsbedingun-
gen durchgefihrt werden, um eventuelle Unterschiede aufzudecken. Des Weiteren wurde in
zahlreichen Publikationen gezeigt, dass die FlieBgeschwindigkeit bei dem Einsatz von Chroma-
tographiemembranen keinen Einfluss auf den Trennprozess hat (Zhong, et al., 2013). Im Rah-
men weiterer Versuche kénnte untersucht werden, ob dies auch auf die Verdrangungschro-

matographie zutrifft.
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5. Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ermittelt, ob eine Verdrangung der Antikdrpermonomere
durch Aggregate an Membran-lonenaustauschern stattfindet. Das Ziel war es die Monomere
von deren Aggregaten zu trennen und dabei moglichst hohe Monomeranteile zu generieren.
Dies wurde anhand der Aufreinigung von bovinem Gammaglobulin realisiert. Des Weiteren
wurde untersucht, ob Unterschiede bezliglich des Herstellers und zwischen Kation- und An-
ionaustauschern bestehen. AuBerdem wurde Uberprift, ob es an Membranen zu einer effek-

tiveren Verdrangung, als an porosen, partikuldaren Tragen, kommt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Trennung von Antikérpermonomeren und
den Aggregaten an Membranen durch den Verdrangungseffekt moglich ist. Es konnten Mono-
meranteile von 79 % bis 89 % erzielt werden. Der Monomeranteil des unbehandelten
Gammaglobulins lag bei 72 %. Dabei lag der Monomeranteil zu Beginn des Durchbruchspeaks
am hochsten. Mit zunehmender Peakhdhe ist der Monomeranteil abgesunken. Um moglichst
hohe Monomeranteile zu erzielen, sollte somit im Anfangsbereich des Druchbruchs fraktio-

niert werden.

Dariber hinaus wurde beobachtet, dass der pH-Wert fiir den Verdrangungseffekt entschei-
dend ist. Je ndher der pH-Wert des Puffers an dem pl-Wert der Proteine liegt, desto eher wird
der Verdrangungseffekt von einer negativen Chromatographie (iberlagert. Bei dieser werden
nur die Aggregate gebunden, wiahrend die Monomere ohne Wechselwirkung mit der stationa-
ren Phase eluieren. Daher sollte fir eine effektive Verdrangung die Wechselwirkung zwischen

den Proteinen und der stationdren Phase mdoglichst hoch sein.

Des Weiteren konnten zwischen den Membranen unterschiedlicher Hersteller beziglich der
Monomerausbeute nur geringe Unterschiede beobachten werden. Zwar waren die Anstiege
der unterschiedlichen Memranen unterschiedlich steil, dies hat sich jedoch im Rahmen dieser
Arbeit nicht auf die Monomerausbeute ausgewirkt. Es sollte in weiteren Versuchen tberprift
werden, inwiefern der Anstieg der Druchbruchskurve tatsachlich einen Einfluss auf die Mono-
merausbeute hat. Dies kdnnte bedeutend fiir die Auswahl der Fraktionen und ihrer GréRe im

Bereich des Durchbruchanstiegs sein. Uberdies konnte der Vergleich zwischen Membran-
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Anion- und Kationaustauschern keine Unterschiede hinsichtlich der Monomerausbeute auf-
weisen. Die geringen Unterschiede zwischen den verschiedenen Herstellern und Ladungen
konnte auf eine gute Reproduzierbarkeit des Verdrangungseffektes an Membranadsorbern

deuten.

Zuletzt wurde untersucht, ob ein Unterschied zwischen dem partikularen Kationaustauscher
GigaCap und den Membran-lonaustauschern besteht. Dartiber konnte keine Aussage gemacht
werden. Daher ist in weiteren Versuchen zu priifen, inwiefern Membranen eine effektivere
Verdrangung als bei pordsen Partikeln ermoéglichen. Dabei wiirde es sich empfehlen, die Ver-
suche unter moglichst gleichen Bedingungen durchzufiihren, um eine aussagekraftige Ver-

gleichbarkeit zu erzielen.

Ferner hat die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Literaturrecherche gezeigt, dass Chro-
matographiemembranen zunehmend in Forschungsprojekte und industrielle Verfahren einge-
bunden werden. Besonders die Abwesenheit von Diffusion innerhalb der Membranen bietet
einen grolRen Vorteil. Folglich kdnnen hohere FlieBgeschwindigkeiten eingesetzt werden und
somit Prozesszeiten verkiirzt werden. AuBerdem kénnen dadurch groe Mengen an FlieBmit-
tel eingespart werden. Darlber hinaus sind die Bindungsstellen in Membranen fiir groRe Mo-
leklle besser zuganglich. Somit sollten auch Substanzen wie Immunglobuline, Plasmid-DNA
und Viren eher an die Bindungsstellen binden kénnen (Chye Lim, et al., 2007). Dazu kommt,
dass Chromatographiemembranen auch als Einwegartikel zu Verfliigung stehen. Dadurch kénn-

ten aufwendige Reinigungsverfahren wegfallen.

Dennoch stehen Chromatographiemembranen vor einigen Herausforderungen. Eines der
grofSten Problematiken stellt die geringe Bindungskapazitat von Membranen dar, die sich be-
sonders bei kleineren Proteinen bemerkbar macht. Bei groReren Proteinen kompensiert die
Zuganglichkeit an den Liganden die geringe Bindungskapazitat. (Zhong, et al., 2013). Zur Erho6-
hung der Bindungskapazidt wird an die Membranen eine sekundare Matrix gebunden. Doch
auch Versuche dieser Arbeit haben gezeigt, dass der Einsatz einer sekundaren Matrix zu Kom-
plikationen flihren kann. Werden diese Hindernisse Gberwunden, ist es gut vorstellbar, dass

Chromatographiemembranen in der Zukunft partikulare Trager in einigen
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chromatographischen Verfahren ersetzen kénnten (Zhong, et al., 2013). Auch die Versuchser-
gebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Membranen in der Zukunft vermehrt eingesetzt

werden konnten.
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Anhang A

Zonenchromatographie, pH-Wert 4,5
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Abbildung 19: Chromatogramme der Zonenchromatographien mit den Séiulen GigaCap, Sartobind S und Mustang S bei ei-
nem pH-Wert von 4,5. Es wurde 1 ml Gammaglobulin mit einer Konzentration von 2 mg/ml aufgereinigt. Als Equilibrierungs-
puffer wurde ein Natrium-Acetatpuffer mit einer Konzentration von 100 mM und einem pH-Wert von 4,5 verwendet. Diese
Versuche fanden direkt vor der entsprechenden Frontalchromatographie statt. GigaCap —orange; Sartobind S — blau; Mustang
S—grtin.

Zonenchromatographie, pH = 5,0
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Abbildung 20: Chromatogramme der Zonenchromatographien mit den Sdulen GigaCap, Sartobind S und Mustang S bei ei-
nem pH-Wert von 5,0. Es wurde 1 ml Gammaglobulin mit einer Konzentration von 2 mg/ml aufgereinigt. Als Equilibrierungs-
puffer wurde ein Natrium-Acetatpuffer mit einer Konzentration von 100 mM und einem pH-Wert von 5,0 verwendet. Diese
Versuche fanden direkt vor der entsprechenden Frontalchromatographie statt. GigaCap —orange; Sartobind S — blau; Mustang
S—griin.

Xl



Anhang B

Abbildung 21: Chromatogramm des Anionaustauschers Sartobind Q in der Zonenchromatographie beim pH-Wert 8,5. Es
wurde 1 ml Gammaglobulin mit einer Konzentration von 2 mg/ml aufgereinigt. Aufgezeichnet wurde die UV-Absorption (iber
dem Volumen des FliefSmittels. Als Equilibrierungspuffer wurde ein TRIS-Puffer mit einer Konzentration von 20 mM und einem
pH-Wert von 8,5 verwendet. Dieser Versuch fand direkt vor der entsprechenden Frontalchromatographie statt.

Abbildung 22: Chromatogramm des Anionaustauschers Sartobind Q in der Zonenchromatographie beim pH-Wert 9,0. Es
wurde 1 ml Gammaglobulin mit einer Konzentration von 2 mg/ml aufgereinigt. Aufgezeichnet wurde die UV-Absorption iiber
dem Volumen des FlieSmittels. Als Equilibrierungspuffer wurde ein TRIS-Puffer mit einer Konzentration von 20 mM und einem
pH-Wert von 9,0 verwendet. Dieser Versuch fand direkt vor der entsprechenden Frontalchromatographie statt.
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