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Einleitung

1. Einleitung

In den folgenden Kapiteln werden nur fiir die Arbeit relevanten Grundlagen und genutzte chro-
matographische Grofen naher erortert. Die verwendete Nomenklatur wurde aus der IUPAC-

Empfehlung von 1993 (ibernommen. [1]

1.1. Analytik

Der Begriff Analytik steht im Allgemeinen fiir die Durchfiihrung einer systematischen Untersu-
chung eines Sachverhaltes beziglich aller zu bestimmenden Komponenten und Parametern.
Eine Analysenmethode befasst sich mit dem Ablauf der Analyse in wesentlichen Ziigen. Dabei
sind die Art und Weise der Probenvorbereitung und Auswertung der Messergebnisse fiir die
Analyse eines bestimmten Stoffes festgelegt. Die Methode stellt bestimmte Anforderungen und

bestimmt somit das strategische Konzept.

Als Analyt wird die Substanz bezeichnet, die untersucht und bestimmt werden soll. Der Begriff
Matrix stellt in diesem Zusammenhang die Gesamtheit aller Substanzen dar, die auRer dem zu

bestimmender Stoffen in der Probe (Analyt) enthalten sind.
Die Analytische Chemie befasst sich im Allgemeinen mit den folgenden Fragen:

e Was liegt vor? 2 Analyt
e Wie viel liegt vor? = Konzentration des Analyten
e Welche Anordnung liegt vor? = Konfiguration des Analyten

e Wo befindet sich der Analyt und wie wird dieser extrahiert? - Matrix

| Analyt ‘

Matrix Instrument

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der Entstehung einer analytischen Methode [2]
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Einleitung

Die Analysestrategie sowie die Anforderungen an eine Methode lassen sich aus den o.g. Fragen,
mit dem Ziel fiir den gewiinschten Analyten in der vorhandenen Matrix das richtige Instrument

herauszufinden, ableiten.

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des analytischen Prozesses [2]

Um eine analytische Methode entwickeln zu kdnnen, muss in der ersten Linie die Frage nach
dem Analysenziel gestellt werden. Es muss festgelegt werden, welche Anforderungen die Ana-

lyse erfiillen soll.

Die aus der Literaturrecherche entstandene vorlaufige analytische Methode wird mit unter-
schiedlichen Systemen (z.B. Sdulen, Gelen, apparatives Aufbau, etc.) durchgefiihrt, bis optimale
und robuste Ergebnisse aus den Versuchen erzielt werden. Fiir die Implementierung in die tag-
liche Laborroutine werden die optimalen Einstellungen fiir die zu entwickelnde Methode vali-

diert. [2]
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Einleitung

1.2. Chromatographische Gro3en

Das Trennungsprinzip der Hochdruckflissigkeitschromatographie basiert auf der Beschaffenheit
der stationaren Phase. Diese liegt meist entweder in pordser oder unpordser Form vor. Im Rah-
men dieser Arbeit wurden RP-HPLC-Saulen mit porosem Kieselgel und Polymeren als Tragerma-
terial der stationdaren Phasen angewandt. Die Porositat des Tragermaterials der stationadren
Phase ermdglicht eine VergroRerung der Oberflache. Dabei nimmt das pordse Tragermaterial
ca. 20% des verfligbaren Saulenvolumens ein, das Poren- und Zwischenkornvolumen bean-
sprucht dabei jeweils ca. 40% des verfligbaren Saulenvolumens. Dabei stehen ca. 80% des ge-

samten Saulenvolens der mobilen Phase zur Verfligung.

Das Durchstromen der Trennsdule mit der mobilen Phase wird mittels des Pumpsystems ermog-
licht. Durch die Beforderung der mobilen Phase in der Trennsaule entsteht der Volumenstrom,
der sich aus dem durchstromenden Volumen der mobilen Phase und der dafiir benétigten Zeit
errechnet. Die mobile Phase ist flir den Transport des Analyten im Packungsbett der Trennsaule

verantwortlich.

Die Selektivitat eines Trennsystems (Zusammensetzung der mobilen und der stationdren Pha-
sen) gibt an, inwieweit das gewéhlte System eine Trennung des Analytengemisches gewahrleis-
ten kann und wird daher zur Beurteilung der Qualitdt des Trennsystems angewandt. Die Selek-
tivitat eines Systems wird durch den Trennfaktor a dargestellt und kann somit mit anderen Sys-

temen dimensionslos verglichen werden.

Die Verweilzeit des Analyten in der stationdaren Phase hangt von der Molekularstruktur des Ana-
lyten selbst, der Zusammensetzung der mobilen Phase und der Oberflachenbeschaffenheit (che-

mische und physikalische Eigenschaften) der stationdren Phase ab.

Ist eine gute Selektivitdt des Trennsystems gegeben, so ist im Idealfall eine vollstandige Tren-
nung des Analytengemisches in Form von einzelnen Zonen, die mittels eines Detektors als Peaks

in einem Chromatogramm detektiert werden, zu erwarten (Abbildung 1-3).
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Einleitung

Abbildung 1-3: a) Ablauf einer chromatographischen Trennung. Nach der Probenapplikation auf die Trennsédule wird
das Analytengemisch idealerweise in die Einzelkomponenten separiert, die nacheinander den Detektor passieren. Das
zeitabhdngige Signal wird in Form der Peaks in einem Chromatogramm wiedergegeben [3]; b) Schematische Darstel-
lung eines Chromatogrammes [4]

Als Inert wird die Substanz bezeichnet, die in dem Analytengemisch enthalten ist und welche bei
der Applikation auf eine Trennsdule keine Wechselwirkungen mit der stationdren Phase eingeht
und deswegen unretardiert mit der mobilen Phase durch die Trennsaule gespiilt und detektiert
wird. Die Zeit, die eine inerte Substanz beno6tigt um die Saule zu passieren um am Ende detek-
tiert zu werden, wird als die Durchflusszeit ty einer Saule bezeichnet (in der Abbildung 1-3 b)
entspricht der to-Wert dem ty-Wert). Mittels der Durchflusszeit und dem Fluss der mobilen
Phase (F: Volumen pro Zeit) wird das Durchflussvolumen der Sdule und somit das Volumen der

mobilen (V) Phase errechnet (Formel(1.1)).

Durch Auftreten von Wechselwirkungen der einzelnen Analyten im Analytengemisch mit der
stationdren Phase, kommt es zu zeitlich unterschiedlichen Elutionen. Die Verweilzeit des Analy-
ten in der stationaren Phase, verursacht durch Wechselwirkungen, wird als Nettoretentionszeit
t'z bezeichnet. Diese ergibt sich aus der Differenz der Retentionszeit tg und der Durchflusszeit ty

(Formel (1.2)).
th =tgp —ty (1.2)
Der Retentionsfaktor k oder k-Wert (Formel (1.3)) wird angewandt, um Trennungen eines Ana-

lytengemisches unabhangig von der Dimensionierung der Trennsaule und anderen Einflussfak-

toren vergleichen zu kénnen.
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tr —ty (1.3)

Der k-Wert definiert das Verhaltnis der Verweilzeit des Analyten in den stationdren und mobilen
Phasen in Bezug auf ein bestimmtes Trennsystem, einen Fluss und die Packungsdichte der Saule.
Der k-Wert kann als thermodynamische Grof3e auf den Nernst’schen Verteilungskoeffizient zu-
rickgefiihrt werden und daher ist die o.g. Vergleichsmoglichkeit nur unter isokratischen Eluti-

onsbedingungen gegeben.

Fiir einen Vergleich der Retentionszeiten unter gleichen Trennbedingungen bei der Verwendung

eines Gradienten, der wahrend der Trennung kontinuierlichen Verdnderungen ausgesetzt ist,

werden die relativen Retentionszeiten verwendet. Bei der Ermittlung der relativen Retentions-

zeiten wird Bezug auf die Retentionszeit eines bekannten Analyten genommen (Formel (1.4)).
tRAnalyt

tRyel = tR— (1.4)
Bezug

Die Auflésung Rs, die sich aus den Peakbreiten und den Retentionszeiten bestimmen lasst, ist
neben der Selektivitat ein entscheidender Faktor fir eine erfolgreiche Trennung zweier Analyten
(Formel (1.5)), trz und tg2 beziehen sich auf die Retentionszeiten der unmittelbar benachbarten

Peaks und wgsbeschreibt die Peakbreite auf der halben Peakhohe.

_ 2- (tRz - tRl)

= (1.5)
(Wo,5, +Wos,)

Rs

Die Peaksymmetrie As ist eine chromatographische GroRe, die der Beurteilung des Elutionsver-
halten dient. Diese lasst sich aus dem Verhéltnis der Peakbreite vor und hinter dem Lot in

10% der Peakhohe bestimmen (Formel (1.6)).

b
Ag = - (1.6)

Der Peaksymmetriewert gibt eine Aussage zu dem Tailing- und Frontingverhalten der Peaks. Bei
einem Fronting (As<1) ist der Peakanstieg flacher als der Peakabfall, bei dem Tailing (As>1) ist es

umgekehrt. Bei einem Peaksymmetriewert von 1 liegen symmetrische Peaks vor. [5]
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1.3. Elutionsarten

Bei einer isokratischen Elution bleibt die Elutionskraft der mobilen Phase wahrend der Analyse
konstant. Das Konstanthalten der Elutionskraft der mobilen Phase bewirkt eine Verlangerung

der Analysezeit.

Bei Anwendung einer Gradientenelution besteht die Moglichkeit komplexe Gemische von Ana-
lyten, die sich in lhrer Polaritat stark unterscheiden, in einem akzeptablen Zeitrahmen zu tren-
nen. Dabei kommt es zu einer kontinuierlichen Anderung der Eluentenzusammensetzung von
einem schwachen Eluenten hin zu einem starken Eluenten. Die Applikation des Analytengemi-
sches erfolgt dabei unter schwachen Elutionsbedingungen, und durch die Steigerung der Eluti-
onskraft der mobilen Phase kommt es zum Abschwachen der Affinitat der einzelnen Analyten
zur stationdren Phase. Die Wechselwirkungen mit der stationdren Phase werden durch eine wei-
tere Erhéhung der Elutionskraft unterdriickt, und dies beglinstigt die Ausbildung von schmalen

Peaks.

1.4. Umkehrphasenchromatographie (Reversed-Phase Chromatography,

RPC) und die Wahl der geeigneten Saulen

Die Umkehrphasenchromatographie (RP-Chromatographie) ist die derzeit am weitesten verbrei-
tete Analysenmethode im Hochdruckchromatographiebereich. Das Prinzip der Umkehrphasen-
chromatographie besteht in der Verwendung chemisch modifizierter Kieselgele als stationdre
Phase. Die chemische Modifizierung erfolgt durch die Verknipfung der sich auf der Oberflache
des Kieselgels befindenden Silanolgruppen mit Chlorsilanen, die definierte funktionelle Gruppen

(R) enthalten (Abbildung 1-4).
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Abbildung 1-4: a) Umsetzung von Silanolgruppen mit Chlorsilanen; b) Beispiel einer hydrophoben RP-18-Phase [4]

Die Trennung der Analyten eines Analytengemisches in der Umkehrphasenchromatographie er-
folgt auf Basis der hydrophoben Wechselwirkungen des jeweiligen Analyten mit der stationaren
Phase. Die starkste Elutionskraft ist bei der Verwendung eines unpolaren Eluenten zu erwarten.
Das Mischungsverhaltnis des organischen und des wassrigen Eluenten (die Mischbarkeit muss
im Vorfeld gegeben werden) ermoglicht die Einstellung der Retention eines Analyten. Die Eluti-
onskraft der Losungsmittel kann in der eluotropen Reihe (Tabelle 12-1, Kapitel 12. Anhang),

nachgelesen werden (Abbildung 1-5).

Am hdufigsten kommt Acetonitril oder Methanol als organischer Eluent bzw. organischer Anteil
des Eluenten zum Einsatz. Der Kohlenstoffgehalt der stationdren Phase hat einen direkten Ein-
fluss auf die Starke der Wechselwirkungen der hydrophoben Verbindungen. Die Retentionszeit

des Analyten ist proportional zum Kohlenstoffgehalt der verwendeten stationdren Phase. [2] [4]

(6]

Matrix - Matrix
Organisches
Lésungsmittel

Adsorption Desorption

Abbildung 1-5: Adsorption und Desorption bei der RPC. Durch die Verwendung der organischen Lésungsmittel kommt
es zur Denaturierung von Proteinen wdhrend des Elutionsvorgangs [3]
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Derzeit besteht auf dem Markt eine sehr grolRe Auswahl an RP-Saulen, die sich in ihrer Selekti-

vitdt und ihren Anwendungsbereichen voneinander unterscheiden.

Abbildung 1-6: Empfehlung zur Wahl der geeigneten Porengréfse der RP-Trennsdule anhand der Eigenschaften des
Analyten, herausgegeben von VARIAN Inc. und Polymer Laboratories [1]

Fiir diese Arbeit wurden zwei RP-Saulen des Herstellers Phenomenex® anhand seiner Empfeh-
lung fur das bestehende Trennproblem (Abbildung 1-7) ausgewahlt. Die Jupiter® 300 C18-Saule
eignet sich nach den Herstellerangaben zur Trennung der hydrophilen Proteine ab einem Mole-
kulargewicht von 10 kDa und die Jupiter® 300 C4-Saule eignet sich zur Trennung der hydropho-
ben Proteine im identischen Molekulargewichtsbereich. Beide Saulen kénnen in einem pH-Be-
reich von pH 1,5-10 eingesetzt werden. Die PartikelgroRe von 5 um sollte eine gute Auflésung
gewihrleisten. Die PorengroéRe von 300 A ist zur Trennung der Peptide und globulirer Proteine

geeignet.
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Abbildung 1-7: a) Ubersicht der Séulentypen des Herstellers Phenomenex®. Der rot umrandete Bereich entspricht dem
fiir die Methodenentwicklung gewdhlten Bereich [7]; b) und c) zeigen die Beispielchromatogramme der fiir die Metho-
denentwicklung gewdhlten Sdulen: Jupiter® 300 C4 (b) und Jupiter® 300 C18 (c) [27], [3]]

1.5. Kiinstliche Fusionsproteine

Fusionsproteine setzen sich oftmals aus Proteinen mit unterschiedlichen Eigenschaften zusam-
men. Die Herstellung erfolgt durch DNA-Klonierungstechnologien, indem codierende Abschnitte
miteinander fusioniert (hybridisiert) werden. Der Einsatz der Fusionsproteine erstreckt sich von
Anwendungen in der Grundlagenforschung (Topologie, Lokalisation GFP) bis hin zu kompletten

pharmazeutischen Praparaten (Antikorper-Wirkstoff-Konjugate). [8]
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1.6. Plasmid-DNA (pDNA) und ihre Konformationen

Plasmide kommen meist extrachromosomal in Form einer ringféormigen doppelstdangigen DNA
in vielen Mikroorganismen vor und werden oft als pDNA bezeichnet. Plasmide kénnen anhand
ihrer Grof3e 2 bis > 200 kbp und genetischen Funktionen klassifiziert werden. Zusatzlich enthal-
ten Plasmide einen bakteriellen Replikationsursprung und dieser ermdéglicht eine autonome

Replikation des Plasmids innerhalb eines Bakteriums (Abbildung 1-8).

Abbildung 1-8: a) Schematische Darstellung eines Plasmidvektors mit einem Antibiotikaresistenzgen (amp’), einem
Replikationsursprung (ORI) und einem Bereich zum Einfiigen der Gene [4']; b) Schematische Darstellung der chromo-
somalen DNA und der Plasmid-DNA in einer universellen Bakterienzelle [5']

Im biotechnologischem Bereich werden die Plasmide als Klonierungsvektoren fir rekombinante

Proteine sowohl in pro- als auch in eukaryontischen Zellen angewandt.

Die nachfolgende Abbildung 1-9 zeigt die Struktur eines typischen Plasmids zur Expression von

Zielgenen in E. coli.
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Abbildung 1-9: Aufbau eines typischen Plasmids (pEXEc1) zur Expression von Zielgenen in E. coli [9]

Ein E. coli Plasmid enthélt einen Replikationsursprung (OR!: origin of replication) zur autonomen
Vermehrung und Kopiezahlregulierung, einen Bereich mit Antibiotikaresistenzgenen, einen Pro-
motor fir die Transkription des Zielgens und die Klonierungsstelle (MCS: multiple cloning site)

mit Schnittstellen fir unterschiedliche Restriktionsendonukleasen [9].

Die doppelstrangige DNA weist oftmals eine helikale Struktur auf, es gibt jedoch noch weitere
Konformationen der DNA, die sich in ihrer Topologie und GrofRe unterscheiden. Die gangigste
Konformation der Plasmid-DNA liegt in einer negativ superspiralisierten Konformation vor, die

als covalently closed circles (ccc-Konformation) bezeichnet wird.

(a)

ccc monomer linear monomer oc monomer
(A) (C) (E)
cce dimer linear dimer oc dimer
(B) (D) (F)

Abbildung 1-10: Monomere (A, C, E) und dimere (B, D, F) Konformationen (ccc-, oc- und Ic-Konformationen) der Plas-
mid-DNA [6]
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Nukleasen oder mechanischer Stress kénnen einen Bruch im DNA-Strang verursachen. Dadurch
wandelt sich die ccc-Konformation in die open circular (oc) Konformation um. Diese Form ist im

Vergleich zu der ccc- Konformation weniger spiralisiert und kompakt.

Die Entstehung einer line circular (Ic) Konformation wird durch die Offnung der beiden DNA-

Strange an der gleichen Stelle durch eine Endonuklease erméglicht.

Plasmide werden haufig als Vektoren und zur DNA-Vaccination in Gentherapie angewandt. Die
Analytik der Plasmide unterscheidet sich auf Grund ihrer der chemisch-physikalischen Eigen-
schaften stark von der Proteinanalytik. Unter physiologischen Bedingungen haben die Polynuk-
leotide eine starke negative Ladung, und auf Grund ihrer GréRe sind Plasmide sensitiv in Bezug

auf die Scherkrafte, die wahrend der Analytik verursacht werden kénnen.

Wie bereits erwahnt, kénnen die oc- und die Ic-Konformationen aus der ccc-Konformation ent-
stehen. Fir therapeutische Anwendungen wird jedoch nur die ccc-Konformation verwendet, da-
her ist eine analytische Untersuchung zur Detektion und ggf. Konzentrationsbestimmung der
drei pDNA-Konformationen in einer Probe wahrend der Kultivierung notwendig. Die Analytik
erfolgt meist mittels Anionenaustauschchromatographie (AEIC), der Hydrophoben Interaktions-

chromatographie (HIC) und der GrofRenausschlusschromatographie (SEC). [8].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine RP-HPLC Methode zu dem o.g. Zweck etab-

liert werden kann.

1.7. Statistische Versuchsplanung — Design of Experiment (DoE)

Statistische Versuchsplanung, auch als Design of Experiment (DoE) bekannt, ist eine Methode
zur effizienten Planung und Auswertung von Versuchsreihen, die sich in den 80er Jahren welt-
weit durchsetzen konnte. Die standardisierte Vorgehensweise tragt dazu bei, dass die statisti-
sche Versuchsplanung von einer groRen Zahl an Auswerteprogrammen unterstitzt wird. In die-

ser Arbeit wurde mit der Auswertesoftware MODDE 9 von Umetrics gearbeitet.

Zu den Vorteilen der statistischen Versuchsplanung gehort ihre universelle Einsetzbarkeit in na-

hezu allen Ingenieursdisziplinen. Mittels der Methode zur statistischen Versuchsplanung konnen
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im Gegensatz zu den Computersimulationen nur relativ einfache Versuchsplane mit einer gerin-
gen Anzahl an Faktoren erstellt werden und dabei tragt die Teststreuung zur Erschwerung der

Versuchsergebnisinterpretationen bei.

In der statistischen Versuchsplanung wird eine standardisierte Nomenklatur verwendet und so-
mit lasst sich die Darstellung der Ergebnisse auch unter Verwendung unterschiedlicher Auswer-

tesoftware vergleichen.

Der Begriff System beschreibt das zu untersuchende Gebilde, welches eindeutig definierte Gren-
zen aufweisen sollte, die sogenannten Systemgrenzen. Die EingangsgroRen befinden sich ent-
weder innerhalb oder auRerhalb des betrachteten Systems. Die EingangsgrofRen, die direkt zum
System gehoren, werden wahrend der Untersuchung optimiert, bei allen anderen Eingangsgro-
Ben ist mit Variationen zu rechnen, was eine Optimierungsmaoglichkeit nahezu ausschlieRt (Ab-

bildung 1-11).

Abbildung 1-11: Schematische Darstellung des untersuchten Systems. Eine Flille von EingangsgréfSsen wirkt darauf ein.
Jedes System hat Grenzen und erzeugt Ergebnisse [10]

Die Eingrenzung des zu untersuchenden Systems muss anhand des Anwendungsbereichs im Vor-

feld erfolgen, um somit alle moglichen Einflussfaktoren zu bericksichtigen.

Jedes System beinhaltet eine Reihe an Funktionen, deren Erfiillung sich in messbaren Ergebnis-
sen zeigt und eine Systembeurteilung ermoglicht. Ergebnisse, die einen positiven Einfluss auf
das zu untersuchende System haben, werden als Qualitatsmerkmale bezeichnet. Diese konnen

nur kontinuierliche GréRen sein, da sonst keine Effektberechnung maoglich ist. Das System wird
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weitgehend nur noch hinsichtlich dieser Art von Ergebnissen untersucht. Die Optimierung meh-
rerer Qualitatsmerkmale ist durch den Einsatz der sogenannten Multiple Response Optimisation

moglich.

Als Parameter wird die Menge aller EingangsgrolRen bezeichnet. Die Parameter, die in dem Ver-
suchsplan enthalten sind, werden als Faktoren bezeichnet, die sowohl direkt untersucht, als
auch indirekt beobachtet werden kénnen. Mit der steigenden Anzahl an ausgewahlten Faktoren

erhoht sich auch der Versuchsaufwand.

Jeder zu untersuchende Faktor wird in der statistischen Versuchsplanung mit mindestens zwei
Einstellungen, den sogenannten Levels, untersucht. Diese sind meist festgelegte Zustande oder
Sachverhalte auf der jeweiligen Einstellung der gewahlten Faktoren. Der Effekt eines gewahlten
Faktors ist von der Einstellungsvariation abhangig. Die Level-Abstiande sind durch die techni-

schen Moglichkeiten des betrachteten Systems begrenzt (Abbildung 1-12).

Abbildung 1-12: a) Graphische Darstellung eines vollfaktoriellen Versuchsplans fiir drei Faktoren auf jeweils zwei Le-
vels; b) Graphische Darstellung der Effektberechnung. Die Haupteffekte jedes Faktors (A, B und C) berechnen sich aus
der Differenz der jeweiligen Level-Mittelwerte. Die gleichen Versuchsdaten werden fiir jeden Faktor, entsprechend der
Faktoreinstellung, gruppiert [10]

Auch die Wechselwirkungen der gewahlten Faktoren und ihr gegenseitiger Effekt lassen sich

graphisch, wie in der Abbildung 1-13 gezeigt, darstellen.
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Abbildung 1-13: Graphische Darstellung der gegenseitigen Effekte der einzelnen Faktoren [10]

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Screening-Versuchsplan angewandt. Dieser bietet die Mog-

lichkeit mit einem minimalen Versuchsaufwand eine hohe Anzahl an Faktoren zu untersuchen.

In der nachfolgenden Abbildung 1-14 ist ein allgemeiner Ablauf einer DoE-Anwendung darge-
stellt. Die drei abgebildeten Phasen werden nacheinander durchlaufen und bauen aufeinander

auf. [10]

Abbildung 1-14: Schematischer Ablauf einer DoE-Anwendung. Die drei Phasen werden nacheinander durchlaufen und
bauen aufeinander auf. [10]

Dieser Ablauf wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir die generische HPLC-Methodenentwicklung

fiir Protein- und pDNA-Proben angewandt.
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2. Zielsetzung

Die primadre Zielsetzung dieser Bachelorarbeit lag in der Erarbeitung und Entwicklung einer ge-
nerischen Analytik-Methode unter Verwendung einer Hochdruckchromatographieanlage in
Kombination mit einer RP-HPLC-Saule zur qualitativen und quantitativen Beurteilung unter-
schiedlicher Proteinprozessproben. Gestiitzt auf die statistische DoE- und Auswertesoftware
MODDE erfolgte die experimentelle Planung der einzelnen Versuchsreihen und gleichfalls die

spatere Optimierung der Methoden fiir den routinemafRigen Einsatz im Labor.

Zusatzlich sollte die zu entwickelnde Methode zur Analytik von Prozessproben nach unterschied-

lichen Aufreinigungsstufen geeignet sein.

Neben dem priméren Ziel dieser Arbeit erfolgte zusatzlich die Entwicklung einer weiteren RP-

HPLC-Methode zur qualitativen und quantitativen Analytik von Plasmid-DNA.
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3. Material

Im folgenden Kapitel werden alle fiir die Versuche verwendete Chemikalien, Kits, Protein-Stan-

dards sowie die entsprechenden Gerate und dazu gehorige Software aufgelistet. Bei der glei-

chen Spezifikation und Eignung kdnnen auch Chemikalien und Gerate anderer Hersteller ver-

wendet werden.

3.1. Chemikalien und Kitsysteme

Folgende Chemikalien wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Falls nicht anders angege-

ben, entsprechen die Reagenzien der hochsten Reinheitsklasse.

Fur alle Versuche wurde demineralisiertes Wasser verwendet.

Tabelle 3-1: Ubersicht der verwendeten Chemikalien/Kits

Chemikalien/Kits Qualitat
Excipient EMPROVE® exp Ph
2-Propanol Eur, BP, JP, USP
-~ o
Aceton Excipient EMPROVE® exp Ph

Eur, BP, JPE, NF
Acetonitril mit 0,1% (v:v) Trifluoressig-
saure, LiChrosolv®
Acetonitril, CHROMASOLV ® gradient grade, for HPLC,
>99,9%
Coomassie Plus (Bradford) Protein As-
say
MES-Puffer, 2-(N-Morpho-
lino)ethansulfonsdure
NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel 1,0 mm,
15 Well, Novex®
NuPAGE® Antioxidant, Novex®
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X),
Novex®
NuPAGE® Sample Reducing Agent,
Novex®
Protein Molecular Weight Standards,
broad range, Novex®
SimplyBlue™ SafeStain, Ready-to-use,
Fast, Sensitive, and Safe Coomassie® G-
250 Stain

Hersteller

Merck
Merck
Merck

Sigma-Aldrich

Pierce/Thermo
Fisher Scientific

RHB

Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen
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Chemikalien/Kits Qualitat Hersteller
Tetrahydrofuran EMSURE® ACS, Reag. Ph Eur  Merck
Trichloressigsaure EMSURE® ACS, Reag. Ph Eur  Merck
Trifluoressigsdaure, CHROMASOLV®, Sigma-Aldrich
BSA-Standard, c=2 mg/mL Th.erm.o. Fisher
Scientific

3.2. Gerate und Software

In der Tabelle 3-2 sind die fir die Arbeit verwendeten Gerate und die dazugehorige Software

zusammengefasst.

Tabelle 3-2: Verwendete Gerdite und Software

Gerat

HPLC-Anlagen:
UV-VIS/DAD-Detektor
Saulenofen

Pumpe A/B
Autoinjektor
Systemkontrolleinheit

Entgaser
Zentrifuge

Stromquelle

Vortexer

Thermoblock

Mikrowelle

Gelscanner

Wippe

Ultraschallbad
Ultraschallprozessor
Elektrophoresekammer
Pipettenspitzen 10 pL,
200 pL, 1000 pL
Pipettenspitzen, GelLoader
Tips

ReaktionsgefaRe 0,5 mL,
1,5mL
HPLC-Probengefilie
0,5mL, 1 mL,

Statistische Auswertesoft-
ware

Model/Bezeichnung

CTO-10AV VP/ CTO-10AD VP

CTO-10A/CTO-10A VP
LC-10AT
SIL-10A/SIL-10A CHT
SCL-10 VP/SCL-10A VP

Series-300/Series-3315 o
Centrifuge 5415 D
Elektrophoresis Power
Supply-ESP 601

Relax top

ThermoStat plus

CMG 2893 DW

ViewPix 900

ST 5 CAT

SONOREX SUPER RK 1028
UP400S

SE 260

MODDE 9

Hersteller

Shimadzu

ERC

eppendorf
amersham pharmacia bio-
tech

Heidolph

eppendorf

Candy

Epson und biostep®
Hassa Laborbedarf
BANDELIN electronic
Dr. Heilscher

Hoefer

eppendorf

eppendorf
eppendorf

eppendorf
Waters

Umetrix
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Gerat Model/Bezeichnung Hersteller
HPLC Steuer- und Auswer- L C-Solution Shimadzu
tesoftware

Gelauswertesoftware totalbab BioSystematica

3.3. Chromatographische Saulen

Die nachfolgende Tabelle 3-3 stellt die Ubersicht der in der Arbeit verwendeten RP-HPLC-S4ulen,

sowie ihre Ausfiihrungen und Eigenschaften dar.

Tabelle 3-3: Ubersicht der verwendeten RP-HPLC-Séulen

Material Ausfiihrung Matrix Porengrofle Hersteller
Jupiter® C18 250x 4,6 mm, 5 um Peptide-C18  300A Phenomenex®
Jupiter® C4 250 x 4,6 mm, 5 um Protein-C4 300A Phenomenex®
Jupiter® C4 RP-Vorsaule Protein-C4 - Phenomenex®
PLRP-S 250 x 4,6 mm, 8 um Polymer 4000 A Agilent®

3.4. Biologische Proben

Aus betriebsinternen Griinden werden an dieser Stelle keine genauen Angaben zu den einzelnen
Proteinen in der Proteinmischprobe gemacht. Zu den Eigenschaften der oben genannten Prote-

ine dirfen lediglich folgende Angaben gemacht werden:

. Es handelt sich um fiinf Fusionsproteine, die zu pharmazeutischen Zwecken als Wirkstoff
angewandt werden sollen und befinden sich derzeit in unterschiedlichen klinischen Phasen des

Zulassungsverfahrens

J Drei der funf Proteine enthalten jeweils einen Antikdrper und einen Wirkstoff als Fusi-
onseinheiten. lhre molekulare Masse liegt im Bereich von 20 bis 40 kDa. Sie befinden sich zur

Zeit der Versuchsdurchfiihrung in der IIl. bzw. Il. Phase der klinischen Studien

. Zwei der flnf Proteine enthalten jeweils einen Wirkstoff und eine Peptideinheit, die dem
Zweck der Aufreinigung wahrend der Herstellung dient. Die Angaben zur molekularen GréRe
beschranken sich auf maximal 30 kDa. Diese Proteine befinden zur Zeit der Versuchsdurchfiih-

rung in der |. Phase der klinischen Studie.
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Im folgenden Verlauf der Arbeit werden diese Proteine wie folgt benannt:

o Proteine, die einen Antikdrper als Fusionseinheit enthalten: BO85, BO95 und B104

. Proteine ohne Antikorper: BO80, B082.

Tabelle 3-4: Zusammenfassende Darstellung der verwendeten biologischen Proben

Modellprotein
B0O8O
B082
B0O85
B095
B104

Molekulargewicht [kDa]
<6,5
15,4
24,3
36,9
36,8

isoelektrischer Punkt
6,00
5,95
9,40
5,54
8,10

Alle fiir die Methodenentwicklung verwendeten Proben stammen aus dem Bulk-Schritt des Her-

stellungsprozesses und die Proben zur Methodeniberpriifung aus dem Clarified-Harvest-Schritt

(Abbildung 3-1).
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Abbildung 3-1: Ubersicht der In-Prozess-Proben bei den unterschiedlichen Aufreinigungsstufen von der Fermentation
bis zur Endreinigung und Formulierung

Fir die Plasmid-DNA-Versuche wurde ein Plasmid mit einem mittleren Molekulargewicht von
7 kb verwendet. Das isolierte Plasmid lag in der ccc-Konformation vor und wurde wahrend der
Versuchsdurchfiihrung durch spezielle Restriktionsenzyme in seine zwei weiteren Konformatio-

nen (lc-und oc-Konformation) transformiert.
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4. RP-HPLC-Methodenentwicklung

Die Entwicklung einer generischen analytischen Methode zur Quantifizierung und qualitativen
Beurteilung von Proteinproben basiert auf Testung der zwei unterschiedlichen RP-HPLC-Saulen-
typen mit zwei unterschiedlichen Elutionssystemen unter gleichen Bedingungen. Dieses grund-
legende experimentelle System wurde wahrend der Entwicklung nicht verandert, so dass der
Einfluss der verschiedenen Prozessparameter (Sdulenofentemperatur, FlieBmittelgeschwindig-

keit, Gradientenlaufzeit) auf die Trennleistung getestet werden konnte.

Fiir die Entwicklung einer generischen Methode zur Analyse von Plasmid-DNA benétigt man auf
Grund der molekularen GroBe RP-Saulen mit ausreichender Porengrofie. Daher wurde die Ent-

wicklung auf einen Saulentyp und ein Eluentensystem fokussiert.

Ein Uberblick zur experimentellen Planung gibt Abbildung 4-1, wihrend Tabelle 4-1 die daraus

verschiedenen Versuchsgruppen zusammenfasst.

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der Versuchskonstellation zur Methodenentwicklung
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Tabelle 4-1: Ubersicht der Methodenzusammenstellungen/Versuchsgruppen fiir die generische HPLC-Methodenent-
wicklung fiir Proteinproben. VG = Versuchsgruppe

VG Saulentyp Eluent A Eluent B

1 ) 80% ACCN+20% THF
RP-HPLC C1 A

2 8,300 A/5 pum 100% AcCN

3 . H,0 80% ACCN+20% THF
RP-HPLC C4, 300 A

4 »300 A/5 um 100% AcCN

5 PLRP-S Polymer, 4000 A/8 um 100% ACCN

Jedem Elutionssystem wurde 0,1% (v:v) Trifluoressigsdure zugesetzt um eine maogliche Protein-

wechselwirkung mit der Sdulenmatrix zu minimieren.

Fiir die Planung der einzelnen Experimente zur Untersuchung des Parametereinflusses auf die
Trennleistung wurde mit Hilfe der DoE-Software MODDE eine Versuchsmatrix erstellt und sta-

tistisch ausgewertet.

4.1. \Vorversuche

Zur Beurteilung des Elutionsverhaltens der einzelnen Proteine wurden entsprechende Vorver-
suche durchgefiihrt, bei denen die einzelnen Proteinproben auf die jeweilige Saule unter Ver-

wendung des Elutionssystems 100% AcCN/H,0 appliziert wurden.

Die Parameter fiir die Vorversuche an den beiden Saulensystemen sind der nachfolgenden Ta-

belle 4-2 zu entnehmen.

Tabelle 4-2: Ubersicht der Parameter fiir die Vorversuche

s TSt'z'ulenofen V Fliemittel t Gradient
Saulent . art [9 nde [7
dulentyp °C] [mL/min]  [min] @ 5, start [B] @ 8, £nde [%]
-HPLC C1 A
RP-HPLC C18, 300 A/5 um 30 0,5 60 5 100

RP-HPLC C4, 300 A/5 pm

Der Konzentrationsverlauf des Eluenten B wahrend der Vorversuche wurde in der Abbildung 4-2

graphisch dargestellt.
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Abbildung 4-2: Graphische Darstellung des Konzentrationsverlaufs des Eluenten B wdhrend der Vorversuche

Aus der Uberlegung, dass die einzelnen Proben fiir die Methodenentwicklung in Form einer
Mischprobe auf die jeweilige Sdule appliziert werden sollten und sich somit eine Probenverdiin-
nung von 1:5 in Bezug auf die einzelnen Proteinproben ergibt, wurden die einzelnen Proteinpro-
ben fiir die Vorversuche ebenfalls 1:5 verdiinnt. Als Verdiinnungsmittel wurde der Eluent A ver-
wendet. Jeweils 100 plL der Proben B080, B082, BO85, BO95 und B104 wurden aus dem Bulk-
Schritt des Herstellungsprozesses verwendet, (Abbildung 3-1), auf Raumtemperatur temperiert
und ohne weitere Vorbehandlung in jeweils einem HPLC-ProbengefaR (Glas, 1 mL) mit jeweils
400 pL des Eluenten A vermischt. Es ergab sich somit die erwlinschte Probenverdiinnung von
1:5. Das Injektionsvolumen der Probe wurde auf 100 uL festgelegt. Aus einem 1 mL HPLC-Pro-
bengefaR wurden jeweils vier Probeninjektionen durchgefiihrt um so das mogliche Ansaugen
von Luft wahrend der Injektion zu vermeiden. Weiterhin garantiert dieses Vorgehen die Injek-

tion einer konstanten Probenmenge.

Nach dem Ansetzen der einzelnen Puffer wurden diese in einem Ultraschallbad 15 Minuten ent-

gast und konnten somit direkt an die jeweilige HPLC-Anlage angeschlossen werden.
Alle Auswertungen wurden bei einer Wellenlange von 280 nm durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Vorversuche zeigten, dass bei der folgenden Methodenentwicklung in erster

Linie auf das Elutionsverhalten der Proteinproben B085, B095 und B104 geachtet werden soll.
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4.2. Festlegung der variablen und konstanten Parameter

Im ersten Schritt wurden die Parameter festgelegt, die wahrend der Methodenentwicklung un-

verandert bleiben, sowie Parameter, die variiert werden kdnnen.

Die Wahl der Parameter, die in einer Versuchsgruppe variiert wurden, basierte auf ihrem Ein-
fluss auf die Qualitat der Trennung und die Moglichkeit, diese bei der zur Verfligung stehenden

HPLC-Anlage einzustellen.

Zu den konstant gehaltenen Parametern gehorten der Sdulentyp und das Elutionssystem (siehe
Tabelle 4-1), wahrend die Parameter Gradientenlaufzeit, Sdulenofentemperatur, FlieBmittelge-
schwindigkeit und Endkonzentration des Eluenten B wahrend des Gradienten variiert wurden

(siehe Abbildung 4-3).

Abbildung 4-3: Schematische Darstellung der Ausgangbedingungen der RP-HPLC Methode zur Untersuchung der Pro-
teinproben sowie die Variation der Methodenparameter. Der gestrichelte Bereich, der in diesem Fall dem Gradienten
entspricht, wurde variiert, restliche Bereiche blieben bei allen Versuchen konstant. Zusdtzlich sind die einzelnen Berei-
che der zu variierenden Parameter abgebildet
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Bei der Gradientenlaufzeit wurde ein Bereich zwischen 20 und 90 Minuten festgelegt. Die Min-
destzeit von 20 Minuten sollte in diesem Fall sicherstellen, dass die in der jeweiligen Saule ap-
plizierte Probe vollstandig von der Saule eluieren kann, um so spatere Akkumulationen und da-
mit verbundene Abweichungen zu vermeiden. Die Maximalzeit von 90 Minuten dient dem zeit-
lichen Rahmen des Versuchs und sollte somit gewahrleisten, dass die Analysezeit je Probe nicht

zu lange dauert und die Ressourcen nicht unnétig verbraucht werden.

Die Temperatur des Saulenofens wurde auf eine Mindesttemperatur von 30°C festgelegt. Dies
ist die geringste Temperatur, die bei der zur Verfligung stehenden Anlage einstellbar ist. Fir die
Versuche wurde zusatzlich eine Maximaltemperatur von 60°C festgelegt. Die zur Verfligung ste-

hende Anlage gewadhrleistet eine Sdulenofentemperatur von maximal 80°C.

Fur die FlieBmittelgeschwindigkeit wurde ein Bereich von 0,5 — 1,5 mL/min festgelegt. Die FlieR-
mittelgeschwindigkeit hat einen direkten Einfluss auf den Druck, der wahrend der Analyse in der
Saule auftritt. Eine FlieBmittelgeschwindigkeit von unter 0,5 mL/min hitte eine mogliche Peak-
verbreiterung und ggf. eine Peaklberlagerung zur Folge. Eine FlieRmittelgeschwindigkeit von
Uber 1,5 mL/min kann je nach der Viskositat des Eluentensystems und der GréRe der zu unter-
suchenden Proteine zu einem Druckanstieg in der Saule flihren, der unter Umstanden zur nach-

haltigen Schadigung der Saulenmatrix fihrt.

Der Gradient hat einen direkten Einfluss auf das Elutionsverhalten der zu untersuchenden
Probe. Ein sehr flacher Gradient von 3% Eluent B sollte keine Elution der Probenbestandteile
hervorrufen. Somit kann untersucht werden, ob die Probenbestandteile mittels des gewahlten
Elutionssystems voneinander trennbar sind. Bei einem Gradienten von 100% B ist mit einer voll-

standigen Elution der einzelnen Probenbestandteile zu rechnen.

Die Equilibrierungszeiten von je 5 Minuten vor und nach der Elution, das 20-minlitige Halten der
maximalen Konzentration des Eluenten B und die Senkung der Konzentration des Eluenten B auf

den Ausgangwert wurden bei jedem Versuch beibehalten.
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4.3.  Erstellen der Versuchsmatrix mittels der DoE-Software MODDE

Zur Erstellung der Versuchsmatrix und der nachfolgenden Beurteilung der Eignung der Methode
wurde das Full-Frac-(2 Level)-Interaktionsmodell angewandt. Dieses Modell bietet die Moglich-
keit, die Zusammenhange und Wechselwirkungen der einzelnen Parameter wie beispielsweise
Saulenofentemperatur und FlieBmittelgeschwindigkeit auf die Auflésung der Peaks und ihrer
Retentionszeit zu untersuchen. Zusatzlich ermittelt dieses Modell die sogenannten Center-

points, die die Mittelwerte der Parameter in ihren Variabilitdtsbereich darstellen.

Die resultierende Versuchsmatrix ist in Tabelle 4-3 zusammengefasst.

Tabelle 4-3: Versuchsmatrix zur Methodenentwicklung erstellt mittels der DoE-Software unter Berlicksichtigung der
im Vorfeld ausgesuchten variablen Parameter

T Sdulenofen [oc] 14 Fliejimiftel t Gradient [min] P B, start [%] P B, Ende [%]
[mL/min]

30 0,5 20 2 3

30 0,5 90 2 3

30 0,5 20 2 100
30 0,5 90 2 100
30 1,5 20 2 3

30 1,5 90 2 3

30 1,5 20 2 100
30 1,5 90 2 100
45 1 55 2 51,5
45 1 55 2 51,5
45 1 55 2 51,5
60 0,5 20 2 3

60 0,5 90 2 3

60 0,5 20 2 100
60 0,5 90 2 100
60 1,5 20 2 3

60 1,5 90 2 3

60 1,5 20 2 100
60 1,5 90 2 100

Diese Versuchsmatrix ist identisch fiir alle in der Tabelle 4-1 erwdhnten Versuchsgruppen, und
wurde an zwei baugleichen HPLC-Anlagen zeitgleich abgearbeitet. Alle Chromatogramme wur-
den bei eine Detektorwellenlange von 280 nm aufgenommen. Vor dem ersten und nach jedem
weiteren Versuch wurden jeweils zwei Leerlaufe mit Eluent B als Probe durchgefiihrt. Die Leer-
laufe wurden mit den gleichen Einstellungen durchgefiihrt, wie die jeweils vorhergehenden und
nachfolgenden Probenlaufe. Dies diente der Anpassung der Sdule an die veranderten Einstellun-

gen und der Vermeidung von Probenverschleppungen.
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Die zur Verfligung stehende HPLC-Anlage und die dazugehorige LC-Solution Software bieten die
Moglichkeit die gesamte Versuchsmatrix in Form eines Programms durchzufiihren. Dabei wurde
die Reihenfolge der Versuche an den Siulenofentemperaturverlauf (min = max) angepasst. Fur
jeden einzelnen Versuch der Versuchsmatrix wurde jeweils eine eigene Methode mittels der LC-

Solution Software erstellt.

Die Probenvorbereitung fiir alle in der Tabelle 4-1 abgebildeten Versuche wurde einheitlich

durchgefihrt.

4.4. Festlegung der Methodenbeurteilungskriterien fiir die DoE-Software

und anschliefSende Auswertung der DoE-Ergebnisse

Um den Erfolg der einzelnen Versuche im Rahmen der Methodenentwicklung mittels der ver-
wendeten DoE-Software zu beurteilen wurden folgende Bewertungsparameter, die direkt den

Chromatogrammen zu entnehmen waren, festgelegt:

1. Gesamtretentionszeit
2. Anzahl der sichtbaren Peaks
3. Anzahl der getrennten Peaks

Bei der Gesamtretentionszeit wurde die bendtigte Zeit betrachtet, um alle fiinf Proteine der zu
untersuchenden Probe voneinander chromatographisch zu trennen. Auf Grund dessen, dass die
Anzahl der zu trennenden Proteine in der Probe bekannt ist, wurde daher die Retentionszeit des
flinften Peaks verwendet. Weiterhin erlaubt die Gesamtretentionszeit eine Beurteilung der

Dauer der Methode, die fiir den Einsatz im Labor ein wichtiger Parameter ist.

Bei der Anzahl der sichtbaren Peaks wurden die Peaks betrachtet, die in dem Chromatogramm
zu erkennen waren. Dabei spielten Faktoren wie Auflosung, Basislinientrennung, Tailing oder

Fronting keine Rolle.

Im Gegensatz zu den sichtbaren Peaks berlicksichtigt die Anzahl der getrennten Peaks nur die

deutlich voneinander getrennten Peaks.
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Die drei o0.g. Parameter wurden der DoE-Software zur weiteren statistischen Auswertung Uber-
geben. Die Ergebnisse dieser Auswertung zeigten den Einfluss der variablen Parameter (Abbil-
dung 4-4) auf die Beurteilungsparameter in Form von Coefficient Plot, Modellumgebungsdar-

stellung und Summery of Fit.

Anhand der statistischen Auswertung und der durch die durchgefiihrten Versuche vorliegenden
Ergebnisse in Form der Chromatogramme wurden Uberlegungen fiir die nachfolgenden Opti-
mierungsversuche getroffen. Diese Optimierungsversuche dienten der genaueren Untersu-
chung, ob die Anderungen der variablen Parameter mit dem héchsten Einfluss auf die Beurtei-
lungsparameter eine qualitative und quantitative Verbesserung der Methode bewirken. Die Ta-
belle 4-4 zeigt die ermittelten variablen Parameter mit dem héchsten Einfluss auf die Beurtei-

lungsparameter.

Tabelle 4-4: Ermittlung der variablen Parameter mit dem héchsten Einfluss auf die Beurteilungsparameter

Anderung der variablen Parametren

VG Sdulentyp Eluentensystem im Rahmen der Optimierung
Saulenofentemperatur
1 80% AcCN+20% THF/ H,0
RP-HPLC C18, FlieRmittelgeschwindigkeit
300 A/5 um Saulenofentemperatur
2 100% AcCN/H,0
% ACCN/H; FlieRmittelgeschwindigkeit
Saulenofentemperatur
3 80% AcCN+20% THF/H,0
0 AC ? /he FlieRmittelgeschwindigkeit
RP-HPLC C4,
300 A/5 um Sdulenofentemperatur
4 100% AcCN/H,0

FlieBmittelgeschwindigkeit

Anhand der Ergebnisse aus den Versuchen der DoE-Versuchsmatrix (Tabelle 4-3) wurde deutlich,
dass eine qualitativ bessere chromatographische Trennung der einzelnen Bestandteile der
Probe unter Verwendung des 90-minitigen Gradienten mit einer 100%-igen Endkonzentration
an Eluent B erreichbar ist. Aus diesem Grund wurden folgende Parameter fiir die weiteren Ver-

suche ibernommen.

Es ergab sich somit folgende Versuchsmatrix flr die Optimierung der Methode:
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Tabelle 4-5: Versuchsmatrix zur Optimierung der Methode

TSiiuIenofen [oc] V Fliefmittel [mL/min] t Gradient [mln] P B, start [%] @ B, Ende [%]
60 0,25
0,50
90 2 100
80 1,00
1,50

Diese Versuchsmatrix ist identisch fir alle in der Tabelle 4-4 erwahnten Versuchsgruppen, und
wurde an zwei baugleichen HPLC-Anlagen zeitgleich abgearbeitet. Alle Chromatogramme wur-

den bei eine Detektorwellenlange von 280 nm aufgezeichnet.

Zusatzlich wurde die Optimierungsfunktion der DoE-Software angewandt. Dies erlaubt eine hy-
pothetische Aussage iiber eine mégliche Verbesserung der Ergebnisse durch die weitere Ande-
rung der variablen Parameter. Die Gesamtretentionszeit wurde hierbei nicht beriicksichtigt und
der Einfluss der Parameter fiir ,,Anzahl der sichtbaren Peaks” und ,, Anzahl der getrennten Peaks”
auf jeweils 50% festgelegt. Der Parameter ,, Anzahl der sichtbaren Peaks” sollte dabei minimiert
und der Parameter ,, Anzahl der getrennten Peaks” maximiert werden. Die Ergebnisse wurden in
Form der 4D Contour Diagramme und Contour Plots dargestellt. Diese bekriftigten die Uberle-

gungen zur Optimierung, wie in der Tabelle 4-5 aufgezeigt.

4.5. Optimierung der Endmethode durch Probenverdiinnung und Zeitver-

kiirzung

Aus den Ergebnissen der Versuche der Versuchsmatrix aus der Tabelle 4-5 wurden die variablen
Parameter bestimmt, die die bestmogliche chromatographische Auftrennung der einzelnen Pro-
benbestandteile erzielen. Somit ergaben sich folgenden Endmethodenzusammenstellungen fir

beide Versuchsgruppen.
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Tabelle 4-6: Finale Methodenparameter, ermittelt aus den Ergebnissen der Optimierungsversuche

Parameter fiir die optimale chromatographische

S Auftrennung
VG < Eluentensystem .
% T Séulenofen vV Fliefmittel t Gradient P B, start @ B, Ende
i [°c] [mL/min] [min]  [%] [%]
o) 0,
3 < £ 80% AcCN+20% THF/ 30 0,5 90 ) 100
O 3 Hzo
=9
T o
a S
4 x ™ 100% AcCN/H,0 80 0,5 90 2 100

Durch Applikation der einzelnen Proteinproben auf die jeweilige Sdule konnte die Identifikation
und Ubereinstimmung mit den jeweils eluierten Probenpeaks der Mischprobe gezeigt werden.
Dabei wurden diese der gleichen Verdinnung unterzogen, wie in der Mischprobe (1:5), um so
die gleiche Proteinkonzentration pro Injektion zu erhalten (Injektionsvolumen wurde konstant
bei 100 pL gehalten). Die Verdiinnung erfolgte mittels des Eluenten A, in diesen beiden Fallen

war das H,O mit 0,1% (v:v) Trifluoressigsaure.

Fiir eine weitere Verbesserung der Trennleistung sollte eine weitere Probenverdiinnung der ein-
zelnen Proteinproben untersucht werden. Es wurden nur die Proteinproben verdiinnt, deren
Elutionspeaks sich in dem Chromatogramm (iberlagerten und nicht auf Basislinienniveau ge-
trennt wurden. Die einzelnen Verdiinnungsstufen der Proteinproben je nach Versuchsgruppe

summiert die nachfolgende Tabelle 4-7.

Tabelle 4-7: Verdiinnung der einzelnen Proteinproben zur Optimierung der Auflésung

. Verdiinnungsfaktoren der einzelnen Protein-
yg >Sdulen- Eluentensystem proben zur Verbesserung der Auflésung

t
P BOSO BOS2 BOS5S B095  B104

€ 1:10
=3
3 ,§ 80% AcCN+20% THF/H,O  1:5 1:40 1:10  1:500  1:80
o
R 1:100
S 1:80
2 1:100
4 & 100% AcCN/H,0 1:5 1:5 1:5 1j o 180
QI. .
< 1:500
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Die LC-Solution-Software der verwendeten HPLC-Anlagen bietet die Méglichkeit der Uberlage-
rung einzelner Chromatogramme. Dies ermoglicht eine theoretische Vorhersage, wie die Auflo-
sung der Mischprobe mit den jeweiligen Verdiinnungen der einzelnen Komponenten aussehen

konnte. Somit lieB sich Probenmaterial und Zeit sparen.

Die Ergebnisse der Verdiinnungsversuche ergaben die optimale Probenverdiinnung fir die je-
weilige Versuchsgruppe, die unter gegebenen technischen Voraussetzungen die bestmogliche
Auflésung bot. Ab diesem Schritt der Methodenentwicklung wurden die Proteinproben B0O80
und B082 zu der Mischprobe hinzugefiigt. Das Verhaltnis der hinzugefligten Proteinproben in

den Mischproben betrug wie bei den Vorversuchen 1:5.

Im letzten Schritt der Optimierung der Methoden wurde die Laufzeit der einzelnen Analyse un-

tersucht.

Bei der Optimierung der Gradientenlaufzeit wurde die Konzentration des Eluenten B beim ers-
ten und letzten Elutionspeak, sowie die fur die gesamte Elution der finf Proteinpeaks bendétigte
Zeit betrachtet. Dieser Konzentrationsverlauf wurde anschlieRend in die jeweiligen Methoden
Ubernommen. Um den moglichen Schwankungen bei der Vermischung der Eluenten A und Bim
zweiten Pumpensytem entgegenzuwirken wurde die Startkonzentration des Eluenten B auf ei-
nen geringeren Wert gesetzt und die Endkonzentration des Eluenten B auf einen hdheren Wert.

Die fiur die gesamte Elution der flinf Proteinpeaks bendtigte Zeit wurde beibehalten.

Die Equilibrierungszeit von 5 Minuten nach der Elution wurde als ausreichend befunden und
beibehalten, so dass keine weitere Verlangerung vor der Elution notwendig ist. Das 20-min(tige
Halten der maximalen Konzentration des Eluenten B und die Senkung der Konzentration des
Eluenten B vom maximalen Wert auf den Ausgangwert wurden durch einen Anstieg der Kon-
zentration des Eluenten B auf 90% innerhalb von 5 Minuten und eine anschlieRende sofortige

Senkung der Konzentration des Eluenten B auf die Anfangskonzentration ersetzt.

Durch die Probenverdiinnung und die Veranderung der Gradientenlaufzeit, sowie die Anpassung
der Start- und Endkonzentrationen des Eluenten B ergaben sich folgende Parameterzusammen-

stellungen, die Tabelle 4-8 zusammenfasst.
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Tabelle 4-8: Finale Parameter fiir die Methodenentwicklung fiir Proteinproben

Parameter fiir die optimale chromato- Optimale Verdiinnung der

€ .
g graphische Auftrennung Proben
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Visuell 13sst sich sowohl die Optimierung des Gradientenverlaufs und die Konzentration des

Eluenten B der beiden Versuchsgruppen Abbildung 4-4 darstellen.

Abbildung 4-4: Graphischer Vergleich des zeitlichen Ablauf der Methoden vor und nach der Optimierung der Gradien-
tenlaufzeit und Eluenten B-Konzentration

Das Auftreten zusatzlicher Peaks durch das verwendete Elutionsmittel konnte durch einen Leer-

lauf (ohne Probeninjektion) der Methode geklart werden. Im Fall einer UV-Detektion wurden

diese Peaks fiir die Auswertung nicht verwendet.
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Bei der Testung der entwickelten Methode auf Peakwiederfindung wurden die In-Prozess-Pro-
ben aus dem Clarified-Harvest-Schritt (Abbildung 3-1) auf die jeweilige Saule appliziert. Die Tes-
tung der o.g. Proben wurde unter Verwendung der jeweiligen optimierten Methode mit den in
der Tabelle 3 12 aufgefiihrten finalen Parametern durchgefiihrt. Das Injektionsvolumen der

Mischprobe wurde wie in den vorhergehen Versuchen auf 100 L eingestellt.

4.6.  Uberpriifung der entwickelten Methode durch Fraktionierung und an-

schliefSender Auswertung der einzelnen Proben in einem SDS-PAGE-Gel

Der Schritt der Fraktionierung der einzelnen Elutionspeaks diente dem Nachweis der Identitat

der Proteine.

4.6.1. Probenfraktionierung

Bei der Fraktionierung wurde der Waste *-Schlauch der HPLC-Anlage, der unmittelbar nach dem
Detektor angeschlossen ist, auf eine Lange von 3 cm verkirzt, um das Totvolumen moglichst

gering zu halten.

Die Fraktionierung begann unmittelbar nach dem Anstieg des Peaks, der mittels der Software in
Echtzeit visualisiert wurde und endete mit dem Erreichen der Basislinie am Ende des zu fraktio-
nierenden Peaks. Zusatzlich wurde die Echtzeit-Anzeige direkt am Detektor Gberprift. Die Frak-

tionsproben wurden in 2,0 mL Probengefalle aufgefangen.

! Waste = Abfall
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4.6.2. TCA-Proteinfillung

Um die Fraktionsproben auf ihren Proteingehalt mittels der SDS-PAGE-Methode untersuchen zu
kénnen, musste eine Proteinfallung der Proben durchgefiihrt werden. AcCN-haltige Proben kon-
nen nicht mittels SDS-PAGE untersucht werden, da AcCN zu einer Aufl6sung der Gelstruktur fih-

ren kann.

AulRerdem wird die Proteinfallung zum Zweck der Aufkonzentrierung der Probe angewandt. Es

wurde die TCA-Proteinfallungsmethode angewandt und wie folgt durchgefiihrt:

Fir die 100%-ige (w:v) Trichloressigsdure-Stammldsung wurden 500 g Trichloressigsaure (TCA)
mit 350 mL dH,0 versetzt und homogenisiert. Fraktionsproben wurden im Verhaltnis 1:4 mit der
100%-igen (w:v) TCA-Stammldsung in einem separaten Probengefal vermengt. Dabei wurde das
gesamte Volumen der jeweiligen Fraktionsprobe verwendet, um eine hohere Endkonzentration
an Proteinen zu erreichen. Anschlieend erfolgte eine 10-minitige Inkubationszeit bei 4°C und
eine 5-miniitige Zentrifugation bei 14000 rpm. Der Uberstand der mit TCA versetzten Proben
wurde vorsichtig abgenommen (Pellet war in manchen Fallen kaum sichtbar). Das sich im Reak-
tionsgefaR befindende Pellet wurde mit jeweils 200 pL kaltem Aceton gewaschen und erneut
einer 5-miniitigen Zentrifugation bei 14000 rpm unterzogen. Der Uberstand wurde anschlieBend

erneut vorsichtig abgenommen. Und der Aceton-Waschschritt insgesamt drei Mal durchgefiihrt.

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Pellets in einem Heizblock bei 95°C in den offenen
ReaktionsgefaBen 10 Minuten lang getrocknet. Der Trocknungsschritt diente der vollstandigen

Verdampfung des Acetons aus den jeweiligen Proben.

Nach der abgeschlossenen Proteinfallung wurden die Fraktionsproben mit Hilfe der SDS-PAGE-

Methode auf ihren Proteingehalt untersucht.

4.6.3. SDS-PAGE

Fiir die SDS-PAGE-Analyse aller Pellets der Fraktionsproben wurden diese in jeweils 10 pL Reinst-
wasser resuspendiert und wie in der Tabelle 4-9 dargestellt, mit SDS-PAGE-Probenpuffern ver-
setzt. Zusatzlich wurden ein Broad-Range-Molekularmassenstandard und ein BSA-Proteinstan-

dart aufgetragen. Die Analyse erfolgte unter reduzierenden Bedingungen.
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Tabelle 4-9: Probenvorbereitung und Auftragsposition fiir die SDS-PAGE zur Untersuchung der Fraktionsproben der
Versuchsgruppe 3 und der Versuchsgruppe 4

o Probe/Marker Bezeichnung Probe H20 10x Reducting :’;:s::ro' Auftrags-
5 [ut] [ut] Agent [ulL] fer[uL] menge [uL]
&
1 Broad Range Marker 5,00 4,75 1,50 3,75 10,00
2 - - - - - -
3 BSA 200 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
4 BSA 150 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
5 BSA 100 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
6 BSA 75 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
7 BSA 50 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
8 BSA 25 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
9 BSA 10 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
10 - - - - - -
11  Fraktion 1, Versuchsgruppe 4 10,00 - 1,00 2,50 10,00
12 | Fraktion 2, Versuchsgruppe 4 10,00 - 1,00 2,50 10,00
13 | Fraktion 3, Versuchsgruppe 4 10,00 - 1,00 2,50 10,00
14 | Fraktion 4, Versuchsgruppe 4 10,00 - 1,00 2,50 10,00
15 | Fraktion 5, Versuchsgruppe 4 10,00 - 1,00 2,50 10,00
16 - - - - - -
17 | Fraktion 1, Versuchsgruppe 3 10,00 - 1,00 2,50 10,00
18  Fraktion 2, Versuchsgruppe 3 10,00 - 1,00 2,50 10,00
19  Fraktion 3, Versuchsgruppe 3 10,00 - 1,00 2,50 10,00
20  Fraktion 4, Versuchsgruppe 3 10,00 - 1,00 2,50 10,00
21  Fraktion 5, Versuchsgruppe 3 10,00 - 1,00 2,50 10,00
22 Fraktion 6, Versuchsgruppe 3 10,00 - 1,00 2,50 10,00
23 - - - - - -
24 Broad Range Marker 5,00 4,75 1,50 3,75 10,00

AnschlieBend wurden alle Fraktionsproben, der BR-Marker und die BSA-Standart-Proben 5 Mi-
nuten bei 95°C in einem Heizblock aufgekocht und nach einem kurzen Abkihlen 1 Minute bei

13000 rpm zentrifugiert.

Als Gel wurde ein 10%-iges Polyacrylamidgel mit 26 Taschen verwendet. Die Beladung erfolgte

gemal’ der Tabelle 4-9.

Als Laufpuffer wurde im Haus hergestellter MES-Puffer verwendet, dieser wurde zusatzlich mit
1 mL Antioxidans-Puffer versetzt. Die eingestellte Spannung betrug 200 V und die Dauer der

Elektrophorese betrug 50 Minuten.

Nach dem Ablauf des Elektrophoresevorgangs wurde das Gel mittels Simply-Blue-Safe-Stain-Far-
bung gefarbt. Hierzu wurde das Gel in frischem Reinstwasser drei Mal nacheinander jeweils

1 Minute bei 800 W in der Mikrowelle erhitzt und anschlieRend 1 Minute bei Raumtemperatur
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gewaschen. Im Anschluss an die drei Waschschritte wurde das Gel mit 50 mL Coomassie-Farbe-
I6sung fur 45 Sekunden bei 800 W in der Mikrowelle erhitzt und weitere 10 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Entfarbung erfolgte durch das Austauschen der Farbelosung gegen

Reinstwasser mit anschlieRender Inkubation Gber Nacht.

Nach der Entfarbung wurde das Gel eingescannt und mit Hilfe der totallab-Software ausgewer-

tet.

Anhand der Ergebnisse der SDS-PAGE-Analyse der Fraktionsproben der Versuchsgruppen 3 und
4 wurde eine weitere Untersuchung der Proben B0O80 und B082 mittels reduzierender SDS-
PAGE-Methode durchgefiihrt. Die Beladung des Gels sowie die Probenverdiinnungen sind der

Tabelle 4-10 zu entnehmen.

Tabelle 4-10: Probenvorbereitung und Auftragsposition fiir die SDS-PAGE zur Untersuchung der Proben BO80 und B082

Probe/Marker Probe/ H,0 10x Reducting 4x LDS Proben- Auftrags-
§_ Bezeichnung I[\:f]r ker [pL] Agent [pL] puffer[pL] menge [uL]
[7,)

1 Broad Range Marker 5,00 4,75 1,50 3,75 10,00
2 - - - - - -

3 BSA 200 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
4 BSA 150 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
5 BSA 100 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
6 BSA 75 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
7 BSA 50 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
8 BSA 25 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
9 BSA 10 pg/mL 10,00 - 1,00 2,50 10,00
10 - - - - - -

11  BO080 1:5 Verdiinnung 10,00 - 1,00 2,50 10,00
12 B080 1:4 Verdiinnung 10,00 - 1,00 2,50 10,00
13 | B080 1:3 Verdiinnung 10,00 - 1,00 2,50 10,00
14  B080 1:2 Verdiinnung 10,00 - 1,00 2,50 10,00
15 B080 10,00 - 1,00 2,50 10,00
16 - - - - - -

17  B082 1:5 Verdiinnung 10,00 - 1,00 2,50 10,00
18 B082 1:4 Verdiinnung 10,00 - 1,00 2,50 10,00
19 B082 1:3 Verdiinnung 10,00 - 1,00 2,50 10,00
20 B082 1:2 Verdiinnung 10,00 - 1,00 2,50 10,00
21  B082 10,00 - 1,00 2,50 10,00
22 - - - - - -

Mischprobe aus

B080, B082, BO85,

23 B095 und B104 im 10,00 - 1,00 2,50 10,00

Verhaltnis 1:5

24 - - - - - -
25  Broad Range Marker = 5,00 4,75 1,50 3,75 10,00
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4.7. Plasmid-DNA-Proben

Die derzeit auf dem Markt verfligbare PLRP-S Polymer-Saule wurde mit den vom Hersteller emp-
fohlenen Elutionsmitteln 120 Minuten bei einer FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,5 mL/min auf
50% Eluent A und 50% Eluent B gespiilt und equilibriert. AnschlieRend erfolgte eine 5 pL Injek-
tion des Eluenten B zur Untersuchung des Basislinienverhaltens und der UV-Aktivitat. Die Ein-

stellungen des Gradienten wurden ebenfalls vom Hersteller ibernommen (Tabelle 4-11).

Tabelle 4-11: Ubersicht der Parameter bei der Testung der PLRP-S Polymer-Séule fiir generische HPLC-Methodenent-
wicklung fiir pDNA-Proben nach Empfehlungen des Herstellers

Einstellungen fiir das HPLC-System
Eluentensystem

5 T’
Saulentyp 9 £ E £ |5 3
- £ IE 2 5
A B 3 E 5 e ) )
e »E SE o8 o
PLRP-S Polymer, 10 30
o 100% H 100% AcCN
4000 A/8 pm 00% H,0 00% AcC 30 0,5 30 ) 50

Nach der Untersuchung des Basislinienverhaltens wurde die pDNA-Probe in ihrer ccc-Konforma-
tion auf die Sdule appliziert. Dabei wurden die zwei in der Tabelle 4-11 aufgefiihrte Gradienten
getestet (Abbildung 4-5). Die Auswertung der Chromatogramme wurde bei einer Wellenldnge

von 260 nm bzw. 254 nm durchgefihrt.

Abbildung 4-5: Graphische Darstellung der Gradientenvariation fiir die Analytik der pDNA-Proben mittels der PLRP-
S Polymer-Séule nach Angaben und Empfehlungen des Herstellers

Auf Grund der Ergebnisse dieser Testung wurde auf weitere Versuche verzichtet und die be-

troffene Saule wurde beim Hersteller reklamiert.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Im folgenden Kapitel werden die einzelnen Ergebnisse der Versuche zur generischen Methoden-
entwicklung dargestellt und anschliefend bewertet. Die Ergebnisse wurden wie in Kapitel 4 sinn-
gemiR nach Versuchsgruppen unterteilt. Die Ubersicht der gesamten Versuchsgruppen ist der

nachfolgenden Tabelle 5-1 zu entnehmen.

Tabelle 5-1: Ubersicht der gesamten Versuchsgruppen zur generischen HPLC-Methodenentwicklung fiir Protein-und
pDNA-Proben

Verwendung der . Eluent
Methode VG  Saulentyp A Eluent B
1 : 80% AcCN+20% THF
RP-HPLC C18, 300 A/5
Proteinanalytik 2 /5 pm 100% AcCN
Y 3 RP-HPLC C4, 300 A/5 um H,0 80% ACCN+20% THF
4 ' H 100% AcCN
pDNA-Analytik 5  PLRP-S Polymer, 4000A/8 pm 100% AcCN

5.1. Ergebnisse der generischen HPLC-Methodenentwicklung flir Protein-

proben

Bei der generischen HPLC-Methodenentwicklung fiir Proteinproben wurde zwei Saulentypen ge-
testet. Die Ergebnisse der zwei Versuchsgruppen bei der Testung der RP-HPLC-C18-Saule wur-

den nachfolgend zusammengefasst.

Da die Versuche der Versuchsgruppen 1 und 2 parallel zu den Versuchen der Versuchsgruppen 3
und 4 verliefen, war ein direkter Vergleich der Sdulentypen unter den gleichen Bedingungen

moglich.

5.1.1. Ergebnisse der Vorversuche

Anhand der Ergebnisse der Vorversuche wurde festgestellt, dass die Proben BO80 und B082 bei
einer Einzelprobeapplikation bei beiden Saulentypen jeweils in Form eines definierten Peaks

eluieren. Die Retentionszeiten der beiden Proben liegen weit auseinander und lberschneiden
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sich nicht mit den Retentionszeiten der restlichen Proben (Abbildung 5-1). Aus diesem Grund
wurden die zwei 0.g. Proben bei den nachfolgenden Methodenentwicklungsversuchen ausge-

lassen und nur bei den letzten Schritten der Optimierung erneut untersucht.

Abbildung 5-1: Elutionsverhalten der BO80 und BO82 Proben wéhrend der Vorversuche der C18-Sdule. a) BO80 Probe

(Verdiinnung 1:5), Injektionsvolumen 100 uL, Retentionszeit 28 min; b) BO82 Probe (Verdiinnung 1:5), Injektionsvolu-
men 100 ulL, Retentionszeit 39 min

Bei den Proteinproben B085, B095 und B104 wurde wahrend der Vorversuche festgestellt, dass
diese in einem sehr engen Zeitfenster eluieren und dass die Elutionspeaks sich gegenseitig Gber-

lagern. Eine eindeutige Peaktrennung war nicht méglich (Abbildung 5-2).
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Abbildung 5-2: Ergebnisse der Applikation der Mischprobe auf die C18-Séule. Elutionspeaks der Proben BO80 und B082
sind eindeutig erkennbar. Proben B085, B095 und B104 eluieren in Bereich zwischen 38 min und 62 min in Form eines
einzigen Peaks

In darauffolgenden Methodenentwicklungsversuchen galt es zu tiberpriifen, ob eine bessere Pe-

aktrennung der Antikoérperproben durch die Veranderung der Systemparameter moglich ist.

5.1.2. Ergebnisse der Versuchsgruppen 1 und 2: RP-HPLC-C18-Saule

Die Verwendung eines flachen Gradienten von 2-3% des Eluenten B fiihrte sowohl bei einer Gra-
dientenlaufzeit von 20 Minuten als auch bei einer Verldngerung der Gradientenlaufzeit auf
90 Minuten zu keiner Elution der zu untersuchenden Probe. Die Erh6hung der Sdulenofentem-
peratur von 30°C auf 60°C und der FlieRmittelgeschwindigkeit von 0,5 mL/min auf 1,5 mL/min

hatten ebenfalls keinen nennenswerten Einfluss auf die Ergebnisse (Abbildung 5-3).
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Abbildung 5-3: Versuchsergebnisse unter Verwendung eines flachen Gradienten von 2-3% des Eluenten B. a) Ergeb-
nisse der Versuchsgruppe 1 bei einer Sdulenofentemperatur von 60°C, Gradientenlaufzeit von 20 Minuten und einer
FlieBmittelgeschwindigkeit von 1,5 mL/min; b) Ergebnisse der Versuchsgruppe 2 bei einer Sdulenofentemperatur von
30°C, Gradientenlaufzeit von 90 Minuten und einer FlieSmittelgeschwindigkeit von 0,5 mL/min

Die Erhéhung der Konzentration des Eluenten B (80% AcCN+20% THF) im Gradienten auf 100%

lieferte folgende Ergebnisse:

. Bei Verwendung einer FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,5 mL/min und einer Gradien-
tenlaufzeit von 20 Minuten erfolgte die Elution auBerhalb des Gradienten. Durch den Anstieg
der FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,5 mL/min auf 1,5 mL/min erfolgte die Elution zwar inner-
halb der Gradientenlaufzeit, lieferte jedoch keine gewtlinschte Trennung der Probe. Dieses Elu-
tionsverhalten wurde sowohl bei einer Sdulenofentemperatur von 30°C als auch bei 60°C beo-

bachtet

. Bei Verwendung einer Gradientenlaufzeit von 90 Minuten und der FlieRmittelgeschwin-
digkeiten von 0,5 mL/min und 1,5 mL/min, erfolgte die Elution innerhalb der Gradientenlaufzeit.
Die Saulenofentemperatur von 30°C reichte nicht aus, um eine gewiinschte Auftrennung zu er-
reichen. Nach der Erhéhung der Sdulenofentemperatur von 30°C auf 60°C wurde eine deutlich

bessere Trennung der Probe beobachtet.
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Die Erhéhung der Konzentration des Eluenten B (100% AcCN/H,0) im Gradienten auf 100% lie-

ferte folgende Ergebnisse:

. Bei Verwendung einer FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,5 mL/min, einer Sidulenofen-
temperatur von 30°C und einer Gradientenlaufzeit von 20 Minuten erfolgte die Elution teilweise
aulerhalb des Gradienten. Durch den Anstieg der FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,5 mL/min
auf 1,5 mL/min erfolgte die Elution innerhalb der Gradientenlaufzeit und lieferte eine bessere
Trennung im Vergleich zum Elutionssystem 80% AcCN+20% THF/H,0 unter gleichen Bedingun-

gen

. Die beste Trennleistung wurde unter Verwendung der Gradientenlaufzeit von 90 Minu-
ten, einer FlieRmittelgeschwindigkeit von 0,5 mL/min und einer Sdulenofentemperatur von 60°C

erreicht.

Abbildung 5-4: Ergebnisse nach der Erhéhung der Konzentration des Eluenten B im Gradienten auf 100% der Versuchs-
gruppen 1 und 2: a) Elutionssystem 100% AcCN/H20, Gradientenlaufzeit 20 Minuten, Sdulenofentemperatur 60°C,
FlieBmittelgeschwindigkeit 0,5 mL/min; b) Elutionssystem 80% AcCN+20% THF/H20, Gradientenlaufzeit 20 Minuten,
Sdulenofentemperatur 30°C, FlieBmittelgeschwindigkeit 0,5 mL/min
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Abbildung 5-5: c) Elutionssystem 100% AcCN/H20, Gradientenlaufzeit 90 Minuten, Séulenofentemperatur 30°C, Flief3-
mittelgeschwindigkeit 0,5 mL/min; d) Elutionssystem 80% AcCN+20% THF/H»O0, Gradientenlaufzeit 90 Minuten, Séu-
lenofentemperatur 60°C, Fliemittelgeschwindigkeit 0,5 mL/min

Die Centerpoint-Versuche unter Verwendung einer FlieBmittelgeschwindigkeit von 1,0 mL/min
und einer Endkonzentration des Eluenten B von 51,5% bei einer Gradientenlaufzeit von 50 Mi-
nuten und Sdulenofentemperatur von 45°C zeigten in beiden Fallen ungenligende Trennleistung
im Vergleich zu den Versuchen unter Verwendung der Gradientenlaufzeit von 90 Minuten, einer
FlieRmittelgeschwindigkeit von 0,5 mL/min und einer Sdulenofentemperatur von 60°C (Abbil-

dung 5-6).
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Abbildung 5-6: Ergebnisse der Centerpoint-Versuche der Versuchsgruppen 1 und 2. a) Versuchsgruppe 1; b) Versuchs-
gruppe 2. Gradientenlaufzeit 50 Minuten, Endkonzentration des Eluenten B 51,5%

Auf Grund der Ergebnisse konnte ein Zusammenhang zwischen der Trennleistung und der Sau-

lenofentemperatur sowie der FlieBmittelgeschwindigkeit festgestellt werden.

Die beste Trennleistung wurde bei einer Saulenofentemperatur von 80°C und einer FlieBmittel-
geschwindigkeit von 0,5 mL/min erreicht. Die Abbildung 4 6 dokumentiert den Einfluss der Sau-

lenofentemperatur und der FlieRmittelgeschwindigkeit auf die Auflésung.

Abbildung 5-7: Einfluss der Sdulenofentemperatur und der FliefSmittelgeschwindigkeit auf die chromatographische
Trennung der Proben. a) Ergebnisse der Versuchsgruppe 2 unter Verwendung der unterschiedlichen FliefSmittelge-
schwindigkeiten; b) Ergebnisse Versuchsgruppe 1 unter Verwendung unterschiedlicher Sdulenofentemperaturen. In
beiden Fillen betrug die Gradientenlaufzeit 90 Minuten mit einer Endkonzentration des Eluenten B von 100%
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Da die Experimente der beiden Versuchsgruppen zeitgleich an zwei Anlagen durchgefiihrt wur-
den, war ein direkter Vergleich der Ergebnisse moglich. Anhand diesen Vergleichs wurden die
Ergebnisse der Versuchsgruppen mit der RP-HPLC-C18-Saule als nicht ausreichend fiir eine wei-

tere Optimierung befunden.

Die RP-HPLC-C18-Saule stellte sich als ungeeignet fir eine analytische Untersuchung der Fusi-
onsproteine mit Antikdrpern als Fusionsuntereinheit dar. Es konnten nur die Fusionsproteine
chromatographisch getrennt werden, die einen Wirkstoff und eine Peptideinheit als Fusionsun-
tereinheiten beinhalten. Aus diesem Grund ist dieser Saulentyp fiir generische Methoden unge-

eignet.

5.1.3. Ergebnisse der Versuchsgruppen 3 und 4: RP-HPLC-C4 Saule

Die Verwendung eines flachen Gradienten von 2-3% des Eluenten B lieferte identische Ergeb-

nisse wie bei den Versuchsgruppen 1 und 2.

Abbildung 5-8: Versuchsergebnisse der Versuchsgruppen 3 und 4 unter Verwendung des Gradienten von 2-3% des
Eluenten B. a) Versuchsgruppe 3, Gradientenlaufzeit 20 Minuten, Sdulenofentemperatur 30°C, FlieSmittelgeschwin-
digkeit 0,5 mL/min; b) Versuchsgruppe 4, Gradientenlaufzeit 90 Minuten, Sdulenofentemperatur 60°C, Fliemittelge-
schwindigkeit 1,5 mL/min
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Die Ergebnisse der Cernterpoint-Versuche zeigen, dass eine Gradientenlaufzeit von 50 Minuten
und eine Endkonzentration des Eluenten B von 3% nicht ausreichend sind, um eine qualitative
Trennung der Proben zu erzielen. Die Elution findet teilweise auRerhalb des Gradienten statt
(Abbildung 5-9). Jedoch ist deutlich erkennbar, dass die Peaktrennung unter Verwendung des

Elutionssystems 100% AcCN/H,0 deutlich besser ist.

Abbildung 5-9: Ergebnisse der Centerpoint-Versuche der Versuchsgruppen 3 und 4. a) Versuchsgruppe 3; b) Versuchs-
gruppe 4. Gradientenlaufzeit 50 Minuten, Endkonzentration des Eluenten B 51,5%

Die Erhéhung der Konzentration des Eluenten B im Gradienten auf 100% lieferte folgende Er-

gebnisse:

. Die Gradientenlaufzeit wurde als zu gering und somit als unzureichend befunden. Die
Elution der Proben fand teilweise auRerhalb des Gradienten statt. Die Variation der Sdulenofen-

temperatur und der FlieBmittelgeschwindigkeit ergaben keine nennenswerte Verbesserung

. Die Erhéhung der Gradientenlaufzeit auf 90 Minuten ermdglichte eine vollstandige Elu-
tion innerhalb des Gradienten. Die Steigung der FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,5 mL/min auf

1,5 mL/min verringerte die Aufldsung, verkirzte aber die Retentionszeiten

. Die Umstellung auf eine héhere Sdulenofentemperatur von 90°C ermdglichte eine deut-

lich bessere Peakauftrennung bei beiden Versuchsgruppen.
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Die Ergebnisse der Versuche sind in der Abbildung 5-10 zusammengefasst. Der Einfluss der Sau-
lenofentemperatur und der FlieBmittelgeschwindigkeit auf die Qualitat der Peaktrennung ist
deutlich erkennbar. Zusatzlich sind die Unterschiede der Elutionssysteme erkennbar. Die Zugabe
von 20% THF zum AcCN hat einen direkten Einfluss auf die Elutionsflache und bestatigt die An-
nahmen, dass durch die o.g. Eluentenzusammensetzung die Elutionskraft gesteigert wird. Die
Peaktrennung bei Anwendung des Elutionssystem 100% AcCN/H,0 ist in diesen Versuchen deut-

lich besser.
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Zur Beurteilung der Eignung der Methode mittels der DoE-Software, wurden folgende Bewer-
tungsparameter, die direkt den Chromatogrammen entnommen wurden, in die Auswertungs-

matrix Gbertragen:

1. Gesamtretentionszeit
2. Anzahl der sichtbaren Peaks
3. Anzahl der getrennten Peaks

Die Anzahl der getrennten Peaks wurde als primarer Beurteilungsfaktor betrachtet. Im Idealfall
sollten die Methodenentwicklung und ihre Optimierung dazu fiihren, dass die zu untersuchende

Probe in drei definierten Peaks darstellbar ist.

Die statistische Auswertung der DoE-Software lieferte folgende Parameterkonstellationen und

ihren Einfluss auf die Beurteilungsparameter.

Abbildung 5-11: Modellumgebung der Parameterkonstellation fiir die generische HPLC-Methodenentwicklung fiir Pro-
teinproben unter Verwendung einer RP-HPLC-C4-Séule (300 A/5 um) und des Elutionssystems 80% AcCN+20%
THF/H20 (Versuchsgruppe 3, a)) und des Elutionssystems 100% AcCN/H20 (Versuchsgruppe 4, b)). Abkiirzungen der
Achsenbeschriftung: Fli = FlieBmittelgeschwindigkeit, Gra = Gradientenlaufzeit, Séu = Sdulenofentemperatur, %B2 =
Endkonzentration des Eluenten B wéhrend des Gradienten
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Die Abbildung 5-11 definiert die Matrix der untersuchten Parameterkonstellationen, es handelt
sich in diesem Fall um eine statistische Vorhersage der Ergebnisse unter Verwendung der zuvor
festgelegten Parameter. In den jeweils linken Wiirfeln befinden sich die Centerpoint-Versuche.
Die Kombinationen der einzelnen Parameter befinden sich auf den jeweils rechten Wiirfelkan-
ten. Der Parameter ,Anzahl der getrennten Peaks” wurde in Form der farbigen Kreise darge-

stellt. Die Farbkodierung der Kreise gliedert sich nach dem folgenden Schema:

. Rot: hohe Ergebniswerte

. Gelb: mittlere Ergebniswerte

. Blau: niedrige Ergebniswerte

J WeiR/Schwarz: keine Vorhersage moglich/Konflikt

Die statistische Vorhersage der Ergebnisse stimmt mit den tatsdchlichen Ergebnissen weitge-
hend (berein. Die Steigung der Sdulenofentemperatur, der Endkonzentration des Eluenten B
wahrend des Gradienten und der Gradientenlaufzeit lieferte die maximale Anzahl an getrennten
Peaks. Bei der FlieRmittelgeschwindigkeit korreliert die Vorhersage mit den tatsachlichen Ergeb-

nissen der Versuche.

Anhand des in der Abbildung 5-12 dargestellten Coefficient Plots wird der Einfluss der Ein-
gangsparameter einzeln und in Wechselwirkung mit einander auf die Ausgangsparameter beur-

teilt. Als Ausgangsparameter wurde hier ebenfalls die Anzahl der getrennten Peaks gewahlt.

Die Dimension des Einflusses wurde in Form eines Balkens mit seiner Schwankungsbreite darge-

stellt.
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Abbildung 5-12: Coefficient Plot fiir die Anzahl der getrennten Peaks bezogen auf die méglichen Kombinationen/Wech-
selwirkungen der Einflussparameter fiir die generische HPLC-Methodenentwicklung fiir Proteinproben unter Verwen-
dung einer RP-HPLC-C4-Séule (300 A/5 um) und des Elutionssystems 80% AcCN+20% THF/H0 (Versuchsgruppe 3, a))
und des Elutionssystems 100% AcCN/H>0 (Versuchsgruppe 4, b)). Abkiirzungen der Achsenbeschriftung: Fli = FlieSmit-
telgeschwindigkeit, Gra = Gradientenlaufzeit, Séu = Sdulenofentemperatur, %B2 = Endkonzentration des Eluenten B
wdhrend des Gradienten, * steht fiir die Wechselwirkung/Kombination der Einflussparameter

Diese Darstellung ermdglicht eine Unterscheidung zwischen den signifikanten und den nicht sig-
nifikanten Modellparametern. Die signifikanten Modellparameter zeigen eine einseitige
Schwankungsbreite, so dass eine Trenderkennung maglich ist. Die nicht signifikanten Modellpa-
rameter erreichen dagegen eine in beide Richtungen derart starke Schwankungsbreite, dass es

nicht moglich ist, einen Trend zu erkennen.

Der Coefficient Plot in der Abbildung 5-12 zeigt dhnliche Ergebnisse, wie die Matrix der Parame-
ter aus der Abbildung 5-11. Die Sdulenofentemperatur und ihr Zusammenspiel mit der Endkon-
zentration des Eluenten B im Gradienten haben bei beiden Versuchsgruppen den gréRten Ein-
fluss auf die Peaktrennung. Bei der FlieBmittelgeschwindigkeit ist kein eindeutiger Trend erkenn-
bar. Bei der Versuchsgruppe 3 zeigt sich zusétzlich, dass die Gradientenlaufzeit einen positiven
Einfluss auf die Anzahl der getrennten Peaks ausliibt, bei Versuchsgruppe 4 dagegen nicht. An-
hand der tatsachlichen Ergebnisse wurde es aber deutlich, dass die Peaktrennung von der Gra-

dientenlaufzeit abhangig ist.
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Abbildung 5-13: Summary of Fit fiir die Bewertung der Versuchsergebnisse in Bezug auf das gewdhlte Modell unter
Verwendung einer RP-HPLC-C4-Siule (300 A/5 um) und des Elutionssystems 80% AcCN+20% THF/H,O (Versuchs-
gruppe 3, a)) und des Elutionssystems 100% AcCN/H,0 (Versuchsgruppe 4, b)) .Abkiirzungen: R2 = Korrelationsfaktor,
Q2 = Genauigkeit der Vorhersage

Die Abbildung 5-13 zeigt das aussagekraftigte Diagramm (Summary of Fit) in Bezug auf die Aus-
wertung mit der DoE-Software. Anhand des Diagramms kdnnen die Ergebnisse der Versuche im
Hinblick auf das ausgewahlte Modell zur statistischen Auswertung beurteilt werden. Fiir die Me-
thodenentwicklung wurde ein Full-Frac-(2 Level)-Interaktionsmodell gewahlt um die Versuchs-
matrix flr die durchgefiihrten Experimente zu erstellen, dieses beinhaltet die Interaktion zweier

Eingangsparameter.

Der Korrelationsfaktor R2 ist ein Parameter fir die Auswahl des richtigen Modells und gibt an,

wie gut das Modell auf die Versuchsergebnisse passt. Ein signifikantes Modell sollte R? > 0,5
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aufweisen. In Hinsicht auf die Anzahl der getrennten Peaks ist das gewahlte Full-Frac-(2 Level)-
Interaktionsmodell als signifikant zu betrachten, da 0,5 < R?versuchsgruppe 3= 0,8 und 0,5 <R?Versuchs-

gruppe 4% 0,9.

Q2 beschreibt die Aussagekraft und die Genauigkeit der Vorhersage des gewahlten Modells in
Anlehnung an die ermittelten Versuchsergebnisse. Ein signifikantes Modell sollte Q? > 0,1 haben,
ein gutes Modell @*>> 0,5. Das gewihlte Modell weist einen negativen Wert fiir Q2 bei der Ver-
suchsgruppe 3 und einen Wert von Q?= 0,7 fiir die Versuchsgruppe 4. Anhand der Ergebnisse
der DoE-Auswertung, die in den Abbildung 5-11 und Abbildung 5-12 dargestellt wurden, ent-
steht ein Widerspruch in Hinsicht auf die von dem Q*Wert abgeleiteten Aussagen Uber die Ge-

nauigkeit der Vorhersage des gewdhlten Modells.

Model-Validity-Wert steht fiir Modell-Validitat und beinhaltet diverse Modellprobleme, z.B. das
Vorhandensein von , AusreifSern”, ein inkorrektes Modell sowie falsche Transformation der
Messwerte. Ein signifikantes Modell sollte MV > 0,25 haben. Es ist erkennbar, dass das Modell
fir die Versuchsgruppe 3 als valide zu betrachten ist (0,25 < MW = 0,8) und bei der Versuchs-
gruppe 4 nicht, hier ist der MW-Wert im negativen Bereich. Die Betrachtung bezieht sich auch
in diesen Fallen auf die Anzahl der getrennten Peaks. Das Full-Frac-(2 Level)-Interaktionsmodell
wird trotz der Ergebnisse in Hinsicht auf Validitat weiter verwendet, da dieses Modell nur zur
Methodenentwicklung angewandt wurde. Im Falle der Methodenvalidierung wére ein anderes

Modell zu wahlen.

Reproducibility bezieht sich auf die Centerpoint-Versuche und gibt eine Aussage lber die Repro-
duzierbarkeit der Versuche und ihrer Ergebnisse im gesamten System. Die Reproduzierbarkeit

ist in diesem Fall bei beiden Versuchsgruppen vorhanden.

In Anbetracht der o.g. Ergebnisse wurde das gewahlte Full-Frac-(2 Level)-Interaktionsmodell fir

die weitere Methodenentwicklung und -optimierung als geeignet befunden.

Wie bereits im Kapitel 4.4 beschrieben, bietet die DoE-Software eine mogliche Vorhersage zur
Methodenoptimierung, den Optimizer. Das Full-Frac-(2 Level)-Interaktionsmodell zeigte anhand
der statistischen Auswertungen, die zum Teil durch die tatsachlichen Ergebnisse der Versuche
betatigt wurden, die aussagekréaftigsten Einflussparameter auf die Qualitdt der Peaktrennung.
Diese Parameter wurden wie folgt fiir die Optimierungsvorhersage der DoE-Software (ibermit-

telt.
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Tabelle 5-2: Ubersicht der Dateneingabe fiir die statistische Vorhersage zur Optimierung der Methoden der Versuchs-
gruppen 3 und 4

Eingangsparameter Ausgangsparameter
. L Gewich- .
min  max Kriterium min Vorgabe max
tung
7:,5&"'3""’” 30 60 Gesamtretentl- exklusiv - - - -
[°C] onszeit
V Fliegmittel 05 15 Anzahl der sicht-  maximie- 1 1 0 3
[mL/min] ’ ’ baren Peaks ren
£ sradient 20 9o  Anzahlderge- e 1 1 0 3
[min] trennten Peaks

‘p B, Ende [%] 3 100

Die Ergebnisse der Optimierungsvorhersage wurden in Form des Contour Plots und 4D Contour
Plots fiir die jeweilige Versuchsgruppe dargestellt. Zusatzlich bestand die Méglichkeit bei der
Option Optimizer einen neuen maximalen Wert flr die Sdulenofentemperatur zu setzen. Dieser
wurde anhand der Trendergebnisse aus der Abbildung 5-12 und der technischen Moglichkeiten
der verwendeten HPLC-Anlagen auf 80°C festgelegt. Die Fliemittelgeschwindigkeit wurde auf

0,5 mL/min begrenzt.

Abbildung 5-14: Contour Plot der Versuchsgruppe 3. Auf der z-Achse ist die mdgliche Anzahl der getrennten Peaks
(- 0,5 - 3,5) dargestellt, die y-Achse reprdsentiert die Gradientenlaufzeit in Minuten (30 - 90 min), x-Achse stellt die
Endkonzentration des Eluenten B im Gradienten in Prozent (0-100%) dar. Als konstante Parameter wurden die Sdulen-
ofentemperatur auf 80°C und die FliefSmittelgeschwindigkeit auf 0,5 mL/min festgelegt

Die Abbildung 5-14 zeigt, dass eine Verbesserung der Auflésung/Peaktrennung fur die Versuchs-

gruppe 3 im roten Bereich der Flache zu erreichen ist. Dieser Bereich ist durch drei Parameter
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definiert: Gradientenlaufzeit, Endkonzentration des Eluenten B wahrend des Gradienten und
Saulenofentemperatur. Dabei sollte die Endkonzentration des Eluenten B wahrend des Gradien-
ten im Bereich 90-100%, Gradientenlaufzeit 70-90 Minuten und die Saulenofentemperatur bei
80°C liegen. Die Bestimmung der ,,Optimalbereiche” erfolgte mittels der Lotfallung auf die je-

weiligen Achse.

Der 4D Contour Plot in der Abbildung 5-15 zeigt den gleichen Trend in einer anderen Darstel-
lungsform. Anhand dieser Darstellung lasst sich der Zusammenhang zwischen allen vier Ein-
gangsparametern betrachten. So wird deutlich, dass das Optimum an Auflésung im gelben Be-
reich zu erwarten ist. Dieses ist bei einer Gradientenlaufzeit ab 55 Minuten, Sdulenofentempe-
ratur ab 63°C, Endkonzentration des Eluenten B von mindestens 75,5% und einer FlieBmittelge-

schwindigkeit im Bereich von 0,5 — 1,5 mL/min zu erreichen.

Abbildung 5-15: 4D Plot der Versuchsgruppe 3. Auf der dufSeren x-Achse sind drei Zeitangaben zu der Gradientenlauf-
zeit in Minuten (55 Minuten, 72,5 Minuten und 90 Minuten) dargestellt. Auf der dufSeren y-Achse sind drei Endkon-
zentrationsangaben des Eluenten B wéhrend des Gradienten in Prozent (51%, 75,5% und 100%) abgebildet. Die innere
x-Achse stellt die Sdulenofentemperatur in °C (45°C-80°C) und die innere y-Achse die Fliemittelgeschwindigkeit in
mL/min (0,5 mL/min - 1,3 mL/min) dar. Die hellunterlegten Bereiche reprdsentieren die hypothetischen Ergebnisse aus
den statistischen Daten der durchgefiihrten Versuche aus der Versuchsmatrix. Der den Pfeilen markierte Punkt stellt
die Zusammenstellung der aktuellen Parametereinstellungen dar. Die Anzahl der getrennten Peaks ist durch die Farb-
skala dargestellt

Die Ergebnisse der Optimierungsvorhersage der Versuchsgruppe 4 sind in der nachfolgenden

Abbildung 5-16 und Abbildung 5-17 dargestellt. Anhand des Contour Plots wird deutlich, dass

der Optimumbereich etwas groRer ist als bei der Versuchsgruppe 3.
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Hier sollte die Endkonzentration des Eluenten B wahrend des Gradienten ebenfalls im Bereich
90-100%, Gradientenlaufzeit 50 — 90 Minuten und die Sdulenofentemperatur bei 80°C liegen.

Die Bestimmung der ,,Optimalbereiche” erfolgte mittels der Lotfallung auf die jeweilige Achse.

Abbildung 5-16: Contour Plot der Versuchsgruppe 4. Auf der z-Achse ist die mégliche Anzahl der getrennten Peaks
(0 - 3) dargestellt, die y-Achse reprdsentiert die Gradientenlaufzeit in Minuten (30 — 90 Minuten), die x-Achse stellt
die Endkonzentration des Eluenten B im Gradienten in Prozent (0 - 100%) dar. Als konstante Parameter wurden die
Séulenofentemperatur auf 80°C und die FliefSmittelgeschwindigkeit auf 0,5 mL/min festgelegt

Der 4D Contour Plot in der Abbildung 5-17 zeigt den gleichen Trend in einer zweiten Darstel-
lungsform. Das Optimum an Auflésung ist im gelben Bereich zu erwarten. Dieses ist bei einer
Gradientenlaufzeit ab 55 Minuten, Sdulenofentemperatur ab 63°C, Endkonzentration des Eluen-
ten B von 100% und einer FlieBmittelgeschwindigkeit im Bereich von 0,5 — 1,5 mL/min zu errei-

chen.
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Abbildung 5-17: 4D Plot der Versuchsgruppe 4. Auf der éuf3eren x-Achse sind drei Zeitangaben zu der Gradientenlauf-
zeit in Minuten (55 Minuten, 72,5 Minuten und 90 Minuten) dargestellt. Auf der dufSseren y-Achse sind drei Endkon-
zentrationsangaben des Eluenten B wéhrend des Gradienten in Prozent (51%, 75,5% und 100%) abgebildet. Die innere
x-Achse stellt die Sdulenofentemperatur in °C (45°C - 80°C) und die innere y-Achse die FlieSmittelgeschwindigkeit in
mlL/min (0,5 mL/min - 1,3 mL/min) dar. Die hellunterlegten Bereiche reprdsentieren die hypothetischen Ergebnisse aus
der statistischen Daten der durchgefiihrten Versuche aus der Versuchsmatrix. Der von den Pfeilen markierte Punkt
stellt die Zusammenstellung der aktuellen Parametereinstellungen dar. Die Anzahl der getrennten Peaks ist durch die
Farbskala dargestellt

Anhand der gewonnen Erkenntnisse aus der Optimizer-Funktion der DoE-Software wurden bei
beiden Versuchsgruppen Optimierungsversuche in Hinblick auf die Wechselwirkungen zwischen

der FlieBmittelgeschwindigkeit und der Sdulenofentemperatur durchgefiihrt.

In der Abbildung 5-18 sind die einzelnen Chromatogramme in Form des Overlays? zur Veran-
schaulichung des Einflusses der FlieBmittelgeschwindigkeit auf das Elutionsverhalten der Proben
dargestellt. Die FlieRmittelgeschwindigkeit von 0,25 mL/min lieferte in beiden Fallen kein zufrie-

denstellendes Ergebnis und wurde deshalb nicht abgebildet.

2 Overlay = Uberlappung/Uberlagerung
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Abbildung 5-18: Einfluss der Sdulenofentemperatur und der FliefSmittelgeschwindigkeit auf die chromatographische
Trennung der Proben. a) Ergebnisse der Versuchsgruppe 3 unter Verwendung der unterschiedlichen FlieSmittelge-
schwindigkeiten; b) Ergebnisse Versuchsgruppe 4. In beiden Fdllen betrug die Gradientenlaufzeit 90 Minuten mit einer
Endkonzentration des Eluenten B von 100% und die Sdulenofentemperatur 80°C

Somit konnte die Aussage des Optimizers in Hinblick auf den Einfluss der Sdulenofentemperatur
auf die Auflosung bestatigt werden. Bei der FlieBmittelgeschwindigkeit hat sich die Vermutung

anhand der die tatsachlichen Ergebnisse als richtig erwiesen.

Die Konzentration der einzelnen Proben wurde ebenfalls untersucht, um eine moglichst héhere
Auflésung zu erzielen. Abbildung 5-19 und Abbildung 5-21 zeigen die Ergebnisse der Verdiin-
nungsversuch der einzelnen Proben (B085, B095, B104) der Versuchsgruppe 3 und 4.

Abbildung 5-19: Chromatographische Darstellung der Verdiinnungsversuche der Versuchsgruppe 3 zur besseren Pe-
aktrennung. a) Ausgangsverdiinnung von 1:5 der Proben B085, B095 und B104; b) Einzelne Verdiinnungen der Proben
in Form eines Overlays; c) Applikation der fiinf Proben auf die Sdule: BO80, B082 und B085 sind dabei 1:5 verdiinnt,
B095 wurde 1:500 verdiinnt und B104—1:80
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Durch die gezielte Verdinnung der Proben ist es gelungen, nahezu basisliniengetrennte Eluti-
onspeaks der drei Proben B085, B095 und B104 zu erhalten. Im Vergleich zur Ausgangssituation
der Peaktrennung, die im Kapitel 4.1 beschrieben wird, ist es gelungen, die Trennung der Peaks
der Proben soweit zu optimieren, dass die einzelnen Elutionspeaks der Proben deutlich erkenn-

bar sind und auch fraktioniert werden kénnen (Abbildung 5-20).

Abbildung 5-20: Vergleich der Ergebnisse der Versuchsgruppe 3 vor und nach der Methodenentwicklung mit anschlie-
Bender Optimierung. a) Ergebnis der Vorversuche; b) Ergebnis der optimierten Methoden der Versuchsgruppe 3 mit
gezielter Probenverdiinnung

Auch bei der Versuchsgruppe 4 ist eine deutliche Verbesserung der Auflésung durch die gezielte

Probenverdinnung zu erkennen (Abbildung 5-21).

Abbildung 5-21: Chromatographische Darstellung der Verdiinnungsversuche der Versuchsgruppe 4 zur besseren Pe-
aktrennung. a) Einzelne Verdiinnungen der Proben in Form eines Overlays; b) Applikation der fiinf Proben auf die Sdule:
B080, BO82 und B085 sind dabei 1:5 verdiinnt, BO95 wurde 1:500 verdiinnt und B104 — 1:80
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Der in der Abbildung 5-22 folgender Vergleich der Ergebnisse des Vorversuchs und der Optimie-

rung der entwickelten Methode zeigt eine eindeutige Verbesserung der Peaktrennung.

Abbildung 5-22: Vergleich der Ergebnisse der Versuchsgruppe 4 vor und nach der Methodenentwicklung mit anschlie-

Bender Optimierung. a) Ergebnis der Vorversuche; b) Ergebnis der optimierten Methoden der Versuchsgruppe 4 mit
gezielter Probenverdiinnung

Im letzten Schritte der Methodenoptimierung Versuchsgruppen 3 und 4 wurde versucht den
Gradienten in Hinsicht auf die Gradientenlaufzeit zu optimieren. Die Vorgehensweise der Gradi-

entenoptimierung wurde bereits im Kapitel 4.5 beschrieben.
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Abbildung 5-23: Gradientenoptimierung der Versuchsgruppe 3. a) Ausgangsbedingungen: Gradientenlaufzeit 90 Mi-
nuten, Startkonzentration der Eluenten B im Gradienten 2%; c) Elutionsverhalten nach der Optimierung der Gradien-
ten: Gradientenlaufzeit 20 Minuten, Startkonzentration der Eluenten B im Gradienten 25%, Endkonzentration des
Eluenten B im Gradienten 75%. Gradientenoptimierung der Versuchsgruppe 4: b) Ausgangsbedingungen: Gradienten-
laufzeit 90 Minuten, Startkonzentration der Eluenten B im Gradienten 2%; d) Elutionsverhalten nach der Optimierung
der Gradienten: Gradientenlaufzeit 22 Minuten, Startkonzentration der Eluenten B im Gradienten 25%, Endkonzent-
ration des Eluenten B im Gradienten 75%

In der Abbildung 5-23 ist die Anfangs- und Endsituation der Gradientenoptimierung der Ver-
suchsgruppen 3 und 4 in Form von Chromatogrammen dargestellt. Die Gradientenoptimierung
bei der Versuchsgruppe 3 fiihrte zusatzlich dazu, dass die Retentionszeit des Peaks 5 (Probe

B082) soweit verkiirzt wurde, dass die Elution dieser Probe vor dem letzten Peak erfolgt.
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Der letzte Elutionspeak der Versuchsgruppe 3 ist der THF-Peak. Dies wurde durch einen Leerlauf
bestatigt (Abbildung 5-24). THF ist in der vorliegenden Konzentration von 20% (v:v) in dem Elu-
tionsmittel B der Versuchsgruppe 3 UV-aktiv und wird daher in Form eines Laufmittelpeaks de-

tektiert.
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Abbildung 5-24: Leerlauf der Versuchsgruppe 3 unter Verwendung der finalen Methodeneinstellungen zur Uberprii-
fung der UV-Aktivitdt des Eluentensystems

Unter Verwendung der finalen Einstellungen der entwickelten Methoden wurden Mischproben
aus dem Clarified-Harvest-Schritt analog zu den Bulk-Proben auf die Sdule appliziert und in Form
eines Chromatogramm-Overlays mit dem Elutionsverhalten der Bulk-Proben verglichen. Die Er-
gebnisse sind in der Abbildung 5-25 dargestellt. Die Probe B082 aus dem Clarified-Harvest-
Schritt war leider nicht mehr verfiigbar und wurde in diesen Versuchen nicht zu der Clarified-
Harvest-Mischprobe hinzugefiigt. Die restlichen Clarified-Harvest-Proben wurden in der Misch-

probe auf die finalen Verdiinnungsstufen analog zu den Bulk-Proben eingestellt.
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Abbildung 5-25: Ubersicht der Ergebnisse der Peakwiederfindungs-Versuche der Versuchsgruppe 3 (a) und der Ver-
suchsgruppe 4 (b). Schwarz: Elutionsverlauf der Mischprobe aus dem Clarified-Harvest-Schritt (ohne BO82-Probe). Rot:
Elutionsverlauf der Mischprobe aus dem Bulk-Schritt

Die Chromatogramme der Abbildung 5-25 zeigen, dass die einzelne Probenpeaks der Clarified-
Harvest-Mischprobe eindeutig zu Peaks der Bulk-Mischprobe zugeordnet werden kdnnen. Die
Retentionszeiten der Proteine der beiden Mischproben stimmen tiberein. Anhand dieser Ergeb-
nisse wurde sichtbar, dass die entwickelte Methode auch zu Analyse und Detektion von In-Pro-

zess-Proben geeignet ist.

Nach der Festlegung der finalen Methodeneinstellungen wurde eine Fraktionierung bei beiden
Versuchsgruppen durchgefiihrt. Bei der Versuchsgruppe 3 wurde zusatzlich zu den 5 Proben-
peaks auch der Laufmittelpeak fraktioniert um sicherstellen zu kénnen, dass dieser keine Prote-

ine enthalt.

Die Ergebnisse der reduzierenden SDS-PAGE sind in der Abbildung 5-26 dargestellt. Zur besseren

Ubersicht wurden die Bereiche der BSA-Proben, Fraktionsproben der Versuchsgruppe 3 und der
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Versuchsgruppe 4 farbig umrandet. Folgende Abkiirzungen wurden fiir die Gelbeschriftung ver-

wendet:

Tabelle 5-3: Ubersicht der verwendeten Abkiirzung fiir die Gelbeschriftung der reduzierenden SDS-PAGE zur Analyse
der Fraktionsproben der Versuchsgruppen 3 und 4

Spur Abkiirzung Bezeichnung

1/24 BR Broad Range Marker

3-9 BSA Bovines Serumalbumin in unterschiedlichen Konzentrationen

11-15 F1/A-F5/A Fraktiqnsproben 1 bis.5 der Versuchsgruppe 4. Nummerierung
entspricht der Peakreihenfolge

Fraktionsproben 1 bis 5 der Versuchsgruppe 3. Nummerierung

entspricht der Peakreihenfolge

22 FT/T Fraktionsprobe des Laufmittelpeaks der Versuchsgruppe 3

12-21 F1/T-F5/T

Der zu den Fraktionsproben der beiden Versuchsgruppen zusatzlich auf das Gel aufgetragene
BSA-Standard in Konzentrationen von 200 pg/mL bis 10 pg/mL diente dem Zweck der Abschét-

zung der Proteinkonzentration Fraktionsproben.

In den Spuren 11 und 17 sind jeweils die Fraktionen der Probe BO80 und in den Spuren 15 und
21 jeweils die Fraktionen der Probe B082 aufgetragen worden. Diese sind auf dem in der Abbil-
dung 5-26 dargestelltem Gel nicht erkennbar. Ein moéglicher Grund dafiir ist die niedrige Protein-
konzentration der Proben sowie ihr geringes Molekulargewicht. Um dies (iberpriifen zu kénnen,
wurden beide Proben in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen auf ein separates Gel aufgetra-

gen und bewertet.
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Abbildung 5-26: Ergebnisse der reduzierenden SDS-PAGE der Fraktionsproben der Versuchsgruppen 3 und 4

In den Spuren 12 und 18 sind jeweils die Fraktionen der Probe B085 aufgetragen worden. Die
Banden in den Spuren weisen ein identisches Molekulargewicht von 24,3 kDa. Es ist davon aus-

zugehen, dass es sich in den beiden Spuren um das gleiche Protein handelt.

In den Spuren 13 und 19 sind jeweils die Fraktionen der Probe B095 aufgetragen worden. In der
Spur 12 ist zusatzlich eine weitere Bande sichtbar, die das gleiche Molekulargewicht von
24,3 kDa wie die Bande der Probe B0O85 aufweist. Das Vorhandensein der Zusatzbande ist durch
das Elutionsverhalten der Proben B0O85 und B095 bei der Versuchsgruppe 4 zu erklaren. Bei der
Fraktionierung wurde in der Fraktionsprobe B095 ein anteiliges Volumen der Probe B085 ge-
sammelt. Auf Grund dessen, dass die Hauptbanden der o.g. Spuren identisch sind, ist auch hier
davon auszugehen, dass bei den Fraktionsproben es sich um das gleiche Protein mit dem Mole-

kulargewicht von 36,9 kDa handelt.

In den Spuren 14 und 20 sind jeweils die Fraktionen der Probe B104 aufgetragen worden. Die

abgebildeten Banden weisen ein Molekulargewicht von 36,8 kDa auf.

In der Spur 22 wurde die Fraktionsprobe des Laufmittelpeaks der Versuchsgruppe 3 aufgetragen.
Hier sind wie erwartet keine Banden zu erkennen. Dies bestatigt die Annahme, dass es sich bei
dem letzten Peak um einen Laufmittelpeak handelt und dieser auf Grund der UV-Aktivitat des

THF detektiert wurde.
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Fiir die zusatzliche Testung der Proben BO80 und B082 in Hinblick auf ihre Proteinkonzentration

und des Molekulargewichts wurden fiir die Gelbeschriftung folgende Abkirzungen verwendet:

Tabelle 5-4: Ubersicht der verwendeten Abkiirzung fiir die Gelbeschriftung der reduzierenden SDS-PAGE zur zusdtzli-
chen Testung der Proben BO80 und B082 in Hinblick auf ihre Proteinkonzentration und Molekulargewicht

Spur Abkiirzung Bezeichnung
1/25 BR Broad Range Marker
3-9 BSA Bovines Serumalbumin in unterschiedlichen Konzentrationen
11-15 B080(1)- Verdinnungen der Probe B080: 1:5 (1), 1:4 (2), 1:3 (3), 1:2 (4)
B080(5) und unverdiinnt (5)
1216 B082(1)- Verdinnungen der Probe B082: 1:5 (1), 1:4 (2), 1:3 (3), 1:2 (4)
B082(5) und unverdiinnt (5)
Mischprobe aus B080, B082, BO85, BO95 und B104 im Verhalt-
23 BM nis 1:5

Die Ergebnisse der reduzierenden SDS-PAGE fir die zusatzliche Testung der Proben BO80 und
B082 sind in der Abbildung 5-27 dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurden die Bereiche fiir die
BSA-Proben, die Verdiinnungsreihe der BO80 Probe und der Verdiinnungsreihe der B082 Probe

umrandet.

Abbildung 5-27: Ergebnisse der reduzierenden SDS-PAGE der verschiedenen Verdiinnungen der BO80 und BO82 Proben

Die Banden der Spuren 11 bis 15 zeigen deutlich, dass das Molekulargewicht der BO80 Probe

unterhalb des niedrigsten Molekulargewichts des Broad-Range-Markers liegt (6,5 kDa). Somit

Seite | 71



Ergebnisse und Diskussion

ist das Nichtvorhandensein der Banden in den Spuren 11 und 17 des in der Abbildung 5-26 dar-
gestellten Gels zu erklaren. Die Probe ist wiahrend der Elektrophorese vollstandig aus dem Gel

gewandert.

Die Banden der Spuren 17 bis 21 weisen ein Molekulargewicht von 15,4 kDa auf. Das Nichtvor-
handensein der Banden in den Spuren 15 und 21 des in der Abbildung 5-26 dargestellten Gels
ist durch zu geringe Proteinkonzentration der Fraktionsproben zu erklaren. Es wird angenom-

men, dass die Proteinkonzentration deutlich unter 10 pg/mL liegt.

In der Spur 23 wurde die Mischprobe aus B080, B082, BO85, B095 und B104 im Verhéltnis 1:5
aufgetragen. Auf dem Gel sind nur vier Banden erkennbar. Die erste Bande mit dem hochsten
Molekulargewicht beinhaltet die Proteine der Proben B095 und B104, da diese das gleiche Mo-

lekulargewicht aufweisen.

Diese Ergebnisse bestatigen die Funktionalitat der entwickelten Methoden der Versuchsgrup-

pen 3 und 4.

5.2. Ergebnisse der generischen HPLC-Methodenentwicklung fiir pDNA-

Proben

Wie im Kapitel 4.7 bereits erwahnt wurde, konnte die derzeit auf dem Markt verfiigbare und im
Rahmen dieser Arbeit eingesetzte PLRP-S Polymer-Saule nicht zur generischen HPLC-Methoden-

entwicklung fiir pDNA-Proben verwendet werden.

In der Abbildung 5-28 wurden die Ergebnisse der Vorversuche in Form der Chromatogramme

dargestellt.

Beide Einstellungen fur den Gradientenverlauf, die in der Tabelle 4-11 beschrieben wurden, lie-

ferten keine zufriedenstellenden Ergebnisse.
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Abbildung 5-28: Darstellung der Ergebnisse der Vorversuche zu generischen HPLC-Methodenentwicklung fiir pDNA-
Proben bei Verwendung der PLRP-S Polymer-Séule, des Elutionssystems 100% AcCN/H,O bei einer FliefSmittelge-
schwindigkeit von 0,5 mL/min und der Sdulenofentemperatur von 30°C. a) Gradientenlaufzeit 20 Minuten, Konzentra-
tion des Eluenten B wéhrend des Gradienten 10-30%, 5 uL Injektion des Eluenten B; b) Gradientenlaufzeit 20 Minuten,
Konzentration des Eluenten B wdhrend des Gradienten 10-30%, 5 ulL Injektion der pDNA-Probe; c) Gradientenlaufzeit
20 Minuten, Konzentration des Eluenten B wéihrend des Gradienten 2-50%, 5 ulL Injektion des Eluenten B; d) Gradien-
tenlaufzeit 20 Minuten, Konzentration des Eluenten B wihrend des Gradienten 2-50%, 5 ul Injektion der pDNA-Probe

Bei der Applikation des Eluenten B zeigten sich bei beiden Gradiententypen erhebliche Schwan-
kungen der Basislinie. Der gleichmaRige Anstieg der Basislinie ware zwar durch die Verwendung
der Gradientenelution moglich, jedoch sind damit die Schwankungen im Bereich zwischen 10
und 25 Minuten nicht erklarbar. Zusatzlich wurde ein Peak detektiert, der am Ende des Gradi-
enten erscheint. Dieser kann nicht als Laufmittelpeak betrachtet werden, da Acetonitril ein UV-
inaktives Losungsmittel ist. Die Vermutung, dass es sich bei dem Peak um eine mogliche Konta-
mination im Eluentensystem handeln konnte, wurde durch die Verwendung frischen Acetonitrils
wiederlegt. Eine mogliche Kontamination innerhalb der verwendeten HPLC-Anlage konnte

ebenfalls ausgeschlossen werden.

Bei der Applikation der pDNA-Probe wurde in beiden Fallen die bereits erwdhnte Basislinien-
schwankung beobachtet. Bei dem detektierten Peak kann nicht davon ausgegangen werden,
dass es sich tatsachlich um die applizierte pDNA-Probe handelt, da dieser die gleiche Retenti-
onszeit aufweist, wie der unbekannte Peak bei der Applikation des Eluenten B auf die Saule. Die
Peakflache nimmt nach der Probeninjektion zu und dies lasst vermuten, dass der Probenpeak

von dem unbekannten Peak zum Teil Giberlagert wird.

Die Schwankungen der Basislinie werden in manchen Fallen durch eine Druckschwankung im
HPLC-System verursacht. In der Abbildung 5-29 ist der Druckverlauf wahrend des Gradienten

dargestellt.
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CeEctor A 254nm

Abbildung 5-29: Druckverlauf wéhrend des Gradienten. Gradientenlaufzeit 20 min, Startkonzentration des Eluenten B
2%, Endkonzentration des Eluenten B 50%, Eluent B als 5 uL Injektion

Es ist ersichtlich, dass unter Verwendung der o.g. Saule es zu erheblichen Druckschwankungen
bis zu 10 bar kommt. Eine vollstandige Systemuiberpriifung der HPLC-Anlage zeigte, dass die bei-
den Laufmittelpumpen funktionstiichtig sind und samtliche Verbindungskapillaren frei von mog-
lichen Verstopfungen waren. Somit wurde die verwendete Saule als defekt und ungeeignet fir

eine weitere Methodenentwicklung betrachtet.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, zwei generische Analytik-Methoden unter Verwen-
dung einer Hochdruckchromatographieanlage mit einer RP-HPLC-C4 (300 A/5 um)-Saule und der
statistischen Auswertesoftware (DoE, MODDE) zur Detektion von fiinf Proteinproben in einem

Probengemisch zu entwickeln.

Durch den Einsatz der statistischen Auswertesoftware (DoE, MODDE) war es moglich, eine me-
thodische und strukturierte Versuchsplanung zu erstellen und diese anschlieRend zu beurteilen.
Nicht alle Ergebnisse und Vorhersagen der statistischen Auswertesoftware entsprachen den tat-
sachlichen Ergebnissen der Versuche. Daher waren die Beurteilung der Ergebnisse und das wei-
tere Vorgehen stets von der Betrachtung der statistischen als auch der realen Versuchsergeb-

nisse abhangig.

Die Versuche mit der RP-HPLC-C18 (300 A/5 um)-Saule unter Verwendung der Elutionssysteme
80% AcCN+20% THF/H,0 und 100% AcCN/H,0 zeigten, dass diese Saule fiir eine generische Me-
thode ungeeignet ist. Die RP-HPLC-C18-Saule eignete sich zur Trennung und Detektion der Fusi-
onsproteine, die ein Molekulargewicht unter 14 kDa aufweisen. Zur Detektion und Trennung der
groReren Fusionsproteine ist diese Sdule auch unter Verwendung der flir Antikérperfusionspro-

teine notwendigen Sdulenofentemperatur nicht verwendbar.

Aus den Versuchen und anschlieBenden Optimierungen mit der RP-HPLC-C4 (300 A/5 pm)-Saule
konnten zwei generische Methoden unter Verwendung der Elutionssysteme 80% AcCN+20%
THF/H,0 und 100% AcCN/H,O entwickelt werden, die sowohl den qualitativen als auch den
guantitativen Anforderungen des Labors entsprechen. Anhand der chromatographischen Ergeb-
nisse beider Methoden ist die Moglichkeit gegeben, eine Aussage liber die Reinheit und Kon-
zentration der einzelnen Bestandteile der Probe zu treffen. Beide Methoden sind zusatzlich zur

Uberpriifung der Prozessproben der unterschiedlichen Aufreinigungsstufen geeignet.

Die Methode unter Verwendung des Elutionssystems 80% AcCN+20% THF/H,0 eignet sich im
Vergleich zur Methoden unter Verwendung des Elutionssystems 100% AcCN/H,0 besser zur De-
tektion von Proteinen geringer Konzentration. Zusatzlich bietet die Methode eine deutlich ho-
here Auflésung der untersuchten Proben. Die Elutionskraft der Methode ist durch die Zugabe
des 20% Tetrahydrofurans (v:v) deutlich héher und hat eine bessere Elution der Probe zur Folge.

Als Nachteil der entwickelten Methode hat sich die UV-Aktivitat des Tetrahydrofurans im Eluen-
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tensystem gezeigt. Die UV-Aktivitat wird in Form eines Laufmittelpeaks sichtbar. Bei den unter-
suchten Proben ergab sich eine im Vergleich zu Tetrahydrofuran kiirzere Retentionszeit, so dass
die Probenpeaks vor dem Laufmittelpeak im Chromatogramm erkennbar waren. Daher be-
schrankt sich die Verwendung der Methode (80% AcCN+20% THF/H,0) auf die Analyse von Pro-
ben mit einer Retentionszeit bis zu 17 Minuten. In Falle einer langeren Retentionszeit sollte die

Methoden mit dem Eluentensystem 100% AcCN/H,0 verwendet werden.

Im Allgemeinfall empfiehlt es sich bei der Analyse der unbekannten Proben die Vorstufe der
beiden Methoden zu testen (Tabelle 4-6) um die Retentionszeit der Proben bestimmen zu kon-
nen. AnschlieRend kann wie in Kapitel 4.5 und der Abbildung 5-23 dargestellt, die jeweilige Gra-
dientenlaufzeit und die Konzentration des Eluenten B wahrend des Gradienten angepasst wer-

den.

Bei der Untersuchung der derzeit auf dem Markt verfiigbaren PLRP-S Polymer-(4000A/8 pum)-
Saule auf die Fahigkeit Plasmid-DNA in ihren drei Konformationen (ccc-, Ic- und oc-Konforma-
tion) sowohl qualitativ als auch quantitativ mittels einer RP-HPLC-Methode zu analysieren,
wurde festgestellt, dass diese Sdule aufgrund ihrer Beschaffenheit flr diesen Zweck nicht ver-
wendet werden konnte. Durch den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit war eine Neubeschaffung

der o.g. Saule nicht gegeben und die entsprechenden Arbeiten wurden eingestellt.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

%B/%B2
%B2_Ende
3D

4D

A

A. Press
AcCN
AEIC

B. Conc.

B. Press

B080(1)-B080(5)

BO80, BO82, BO85, B0O95, B104
B082(1)-B082(5)

BM

bp
BR
BSA

ccc
Chi
DAD
Det
dH,0
DNA
DoE
E. coli
ect.

EoF

Konzentration des Eluenten B
Endkonzentration des Eluenten B
dreidimensional

vierdimensional

Angstrgm

Acetonitril
anion-exchange chromatography

Concentration B

Verdiinnungen der Probe B080: 1:5 (1), 1:4 (2), 1:3 (3), 1:2
(4) und unverdinnt (5)

Probenbezeichnung

Verdiinnungen der Probe B082: 1:5 (1), 1:4 (2), 1:3 (3),
1:2 (4) und unverdinnt (5)

Mischprobe aus B080, B082, BO85, BO95 und B104 im Ver-
héltnis 1:5

Basenpaar

Broad Range

Bovines Serumalbumin

Konzentration

covalently closed circles

Chanel 1

Diodenarraydetektor

Detector

demineralisiertes Wasser

deoxyribonucleic acid
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12.Anhang

Tabelle 12-1: Eluotrope Reihe fiir Solventien in der Fliissigkeitschromatographie nach zunehmender Polaritdt geordnet

[2]

Solvens

Fluoralkane
Cyclohexan
n-Hexan

Tetrachlorkohlenstoff

iso-Propylether
Toluol
Diethylether
Methylenchlorid
Tetrahydrofuran
Chloroform
Ethanol
Etylacetat
Dioxan
Methanol
Acetonitril
Nitromethan
Wasser

Polaritdtsindex, P’

<-2
0,04
0,1
1,6
2,4
2,4
2,8
3,1
4,0
41
4,3
4,4
4,8
51
5,8
6,0
10,2

Elutionsstirke, €°
(Si02)
-0,2
0,03
0,01
0,11
0,22
0,22
0,38
0,34
0,35
0,26
0,68
0,38
0,49
0,73
0,50
0,49
stark

UV Durchlassigkeit

nm

200
200
195
265
220
285
215
230
210
235
205
255
215
205
190
380
170
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