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1 Einleitung

Immunglobuline (auch Antikérper gegannt) gehéren zum Immunsystem von Menschen und
Tieren. Dort haben sie die Aufgabe, Antigene (Immunreaktion auslosende, meist kérperfremde
Substanzen) zu erkennen und an sie zu binden, damit weitere Bek&mpfungsmaflnahmen des
Immunsystems eingeleitet werden kénnen (Reece, et al., 2016). Antikdérper binden dabei mit
dem Schliissel-Schloss-Prinzip an verschiedene Regionen der Antigenoberflachen. Die Bin-
dungsstellen der Antikorper sind sehr spezifisch. Sie kénnen nur an ganz bestimmte Stellen
(Epitope) von Antigenen binden. Damit sie dennoch ein grof3es Spektrum an Bindungsmdg-
lichkeiten abdecken, variieren die Bindungsstellen von Antikdrpern stark (Reece, et al., 2016).
Durch diese hohe Spezifitdt und die Mdglichkeit, die Bindungseigenschaften der Antikorper
molekularbiologisch beeinflussen zu kénnen, haben Antikdrper eine grolRe Bedeutung in der
Forschung und der klinischen Diagnostik erhalten (GE Healthcare, 2016) (Clark & Pazdernik,
2009). Sie werden bei verschiedenen Diagnoseverfahren (z. B. ELISA (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)), zum Nachweis von Proteinen oder in der Molekularbiologie z. B. bei
Western Blots eingesetzt (Clark & Pazdernik, 2009). Besonders in der Pharmazie werden mo-

noklonale (identische) Antikdrper mit einer hohen Reinheit bendtigt (ROmling & Muller, 2010).

Die Produktion der Immunglobuline (Ig) besteht aus der Vermehrung in kultivierten Zellen und
der anschliellenden Aufreinigung (Clark & Pazdernik, 2009). Bei dieser miissen die Zellen, die
die Immunglobuline enthalten, zunédchst aufgeschlossen werden. Dies geschieht z. B. mit Ult-
raschallverfahren, einer Rihrwerkskugelmihle oder einer French Press (Cornelissen, 2017).
Danach missen Zellriickstdnde abgetrennt und die Immunglobuline isoliert werden. Zellriick-
stdnde und Prazipitate (ausgefallene Molekdile, die einen sichtbaren Niederschlag erzeugen)
kdnnen durch Zentrifugation entfernt werden (Cornelissen, 2017). Bei bleibender starker Tri-
bung ist es notwendig, zusatzlich einen Filtrationsschritt einzufiigen (GE Healthcare, 2016).
Weiterhin bedarf es einer Entfernung von Lipoproteinen und anderen fetthaltigen Inhaltsstof-
fen, da diese chromatographische S&ulen verstopfen. Hierzu kann eine Prazipitation (Fallung)
mit Dextransulfat oder Polyvinylpyrrolidon (PVP) genutzt werden (Spektrum Akademischer
Verlag, 1999). Zusétzlich kann eine (mehrschrittige) Ammoniumsulfat-Fallung fir eine weitere
Aufreinigung der Antikdrper dienen (GE Healthcare, 2016). Die Isolierung der Antikdrper kann
uber die Affinitdtschromatographie mit einer Protein-A- oder Protein-G-S&ule erfolgen (GE
Healthcare, 2016). Diese erzeugen Ublicherweise eine hohe Reinheit von tber 95 %. Eine Al-

ternative bietet die Aufreinigung mit einem Kationenaustauscher (Romling & Muiller, 2010).



Eine Problematik stellt die Aggregation (Verklumpung) von Immunglobulinen dar. Fur ge-
wohnlich besteht ein gewisser Teil einer Antikorper-LAsung nicht aus Monomeren (einzelnen
Ig-Einheiten). Es konnen Dimere (enthalten zwei 1g-Einheiten) und hohere Polymere ausgebil-
det werden (Stone, et al., 2019). Die Aggregation tritt vermehrt auf, wenn die Antikérperkon-
zentration hoher ist, eine hohe Salzkonzentration vorliegt oder bei Einfrier- und Auftauprozes-
sen (GE Healthcare, 2016). Um eine hohe Reinheit des Monomers zu erhalten, missen die Ag-
gregate vom Monomer getrennt werden. Die Gelchromatographie bietet hierfiir eine effektive
Trennung. Diese Methode eignet sich allerdings nur fur kleinere Mal3stabe (GE Healthcare,
2016). Aufgrund der Prozesseigenschaften konnen bei dieser Methode nur geringe Probenmen-
gen aufgetragen werden (maximal 4 % des Saulenvolumens) (Anspach, 2017). Flr groRer di-
mensionierte Aufreinigungen wie in der praparativen Chromatographie werden h&ufig lonen-
austauscher verwendet (GE Healthcare, 2016). Die Nutzung eines Gradienten ermdglicht eine
Trennung der Probenbestandteile wéhrend der Elution (Verlassen der Saule). Dabei werden die
Probenbestandteile in der Reihenfolge ihrer Bindungsstarke an die Sédule eluiert (Anspach,
2017).

Bei der Verwendung von lonenaustauschern gewinnen Aufreinigungsmethoden an Aufmerk-
samkeit, bei denen das Probenvolumen ein Vielfaches des Séulenvolumens darstellt. Diese Auf-
tragung fuhrt zu Durchbruchskurven. Es handelt sich dabei um die Frontalchromatographie
(Anspach, 2017). Fur die praparative Chromatographie hat diese Methode den bedeutenden
Vorteil, groRe Probenvolumina nutzen zu kénnen. Wenn verschiedene Probeninhaltsstoffe an
die stationare Phase binden, konkurrieren sie um deren Bindungsstellen. Dabei treten Verdrén-
gungsprozesse auf. Molekdle, mit einer groReren Bindungsaffinitat, verdrangen bereits an die
stationére Phase gebundene Molekiile, mit schwdacherer Affinitat, um deren Platze einnehmen
zu kénnen. Wird dieser Effekt als wesentlicher Trennungsmechanismus genutzt, handelt es sich

um Verdrangungschromatographie (Janson & Rydén, 1998).

In einer Studie von Stone et al. (2019) wurde die Trennung von Immunglobulinaggregaten vom
Monomer mittels Verdrangungschromatographie untersucht. Die Forscher verwendeten dafir
zwei monoklonale Antikorper und verschiedene Kationenaustauscher. Dabei wurden die ver-
schiedenen Eigenschaften der stationdren Phasen verglichen sowie der Einfluss von unter-
schiedlichen pH-Werten, Leitfahigkeiten, Verweilzeiten auf der S&ule und unterschiedlichen
Probenkonzentrationen (Stone, et al., 2019). Das Trennprinzip dieser Verdrangungschromato-
graphie basiert auf der Eigenschaft, dass die Antikdrper-Polymere in Summe eine grofiere La-

dung aufweisen als die Monomere und dadurch eine gréRRere Affinitat besitzen an die stationare



Phase zu binden (Stone, et al., 2019). Somit wirken die Polymere als Displacer (Verdrénger)
und bewirken die Elution des Monomers. Da das Monomer als einzelne Ig-Einheit am
schwéchsten mit der stationdren Phase interagiert, wird dieses als erstes Molekadil in einer hohen
Reinheit eluiert (Stone, et al., 2019). Das Ziel der Untersuchung von Stone et al. ist es, durch
Vergleichsversuche herauszufinden, welche Materialien und Prozessparameter die hochste

Reinheit des Antikorper-Monomers ermoglichen.

Diese Arbeit untersucht, ob sich die Verdrangungschromatographie, wie sie in der oben ge-
nannten Studie fur monoklonale Antikdrper angewandt wurde, auch fir die Trennung von bo-
vinen (vom Rind stammenden) Gammaglobulin-Aggregaten und dem Monomer eignet. Die
Untersuchung soll zeigen, welche Differenzen zwischen dem Einsatz von Gammaglobulin (ver-
schiedene Immunglobulin-Typen) und dem Einsatz von monoklonalen Antikorpern (identische
Antikorper eines Typs) auftreten. Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, ob sich die
Trennmethode von Stone et al. auf ahnliche Verhéltnisse Gbertragen lasst und welche Grenzen

es eventuell dabei gibt.

Um die Eigenschaften der verwendeten Prozesse und Materialien aufzuzeigen, werden zundchst
in Kapitel 2 die theoretischen Grundlagen erlautert. Im Zusammenhang damit wird anschlie-
Rend in Kapitel 3 dargelegt, wie die Versuche durchgefiihrt und mit welchen chromatographi-
schen und nicht-chromatographischen Verfahren diese analysiert wurden. Weiterfiihrend wer-
den in Kapitel 4 die Ergebnisse dargestellt und in Kapitel 5 diskutiert. Abschlie’end werden in
Kapitel 6 neben der Zusammenfassung der wesentlichen Erkenntnisse VVorschlage zur weiteren

Untersuchung dieser Thematik gegeben.

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Immunglobuline

Das Immunsystem von Wirbeltieren und Menschen ist komplex. Hierbei wird zwischen der
zellvermittelten und der humoralen (Antikorper-vermittelten) Immunantwort unterschieden.
Bei der humoralen Immunantwort haben Immunglobuline wichtige Funktionen (Reece, et al.,
2016). Eine humorale Immunantwort wird eingeleitet, indem eine B-Zelle, die an ein Antigen
(Immunreaktion ausldsende, meist korperfremde Substanz) gebunden hat, aktiviert wird.

Daraufhin vermehrt sich diese B-Zelle und differenziert sich in einem Teil zu Gedachtnis-B-



Zellen und in einem anderen Teil zu Antikdrper-produzierenden Plasmazellen. Die
produzierten Immunglobuline werden von den Plasmazellen sezerniert. Bei Kontakt mit einem
Antigen binden die passenden Immunglobuline nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip an die
Oberflache des Antigens (Reece, et al., 2016). Antigene werden somit markiert und ihnen wird
auf unterschiedliche Weise entgegengewirkt. Die Art der Bekampfung wird von der Art des
Antigens bestimmt. Wenn ein Virus von mehreren Antikérpern markiert wurde, kann das Virus
nicht mehr an eine Wirtszelle binden und sich somit nicht vermehren (Neutralisierung).
Markierte Bakterien werden durch Phagozytose bekdmpft (Opsonisierung). Dabei werden die
Bakterien von eigenen Zellen des Immunsystems (Makrophagen und Neutrophilen)
verschlungen und zersetzt (Reece, et al., 2016). Die Bindung von Immunglobulinen an die
Oberfl&che von korperfremden Zellen induziert eine Reaktion des Komplementsystems. Dieses
sorgt dafiir, dass die Zellmembran der fremden Zelle durchbohrt wird und ein Loch entsteht.

Durch eindringendes Wasser schwillt die Zelle an und I6st sich auf (Reece, et al., 2016).

Immunglobuline sind Proteine, die aus vier Untereinheiten aufgebaut sind. Dessen raumliche
Struktur gleicht der Form eines Y (siehe Abbildung 1). Zwei Proteinketten gehoren zu den
schweren Ketten (dunkelgrau) und zwei kirzere Ketten gehdren zu den leichten Ketten (hell-
grau). Der Strang, der keine leichte Kette enthalt, stellt die Fc-Region (engl. fragment, crystal-
lizable) dar (Clark & Pazdernik, 2009). Die beiden oberen Strédnge besitzen an den &uf3eren
Enden die Bindungsstellen fir Antigene. Sie werden als Fab-Regionen bezeichnet (engl. frag-
ment, antigen binding). Damit die Antikorper ihre Vielfalt an Bindungsmaoglichkeiten ausbilden
kdnnen, sind ihre dulReren Regionen der Fab-Fragmente sehr variabel. Sie variieren jedoch nur
von B-Zelle zu B-Zelle. Alle Immunglobuline, die von einer einzelnen B-Zelle stammen, sind
identisch (monoklonal). Die vier Proteinketten werden an mehreren Stellen durch Disulfidbri-
cken zusammengehalten (schwarze Bindungen zwischen den Ketten) (Clark & Pazdernik,
2009).
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Abbildung 1: Aufbau eines Immunglobulins (Hoffmann &
Enk, 2017)

Im menschlichen Korper gibt es flinf verschiedene Klassen von Immunglobulinen. Dazu geho-
ren IgA, IgD, IgE, IgG und IgM (Reece, et al., 2016). Sie differenzieren sich in ihren Funktio-
nen und besitzen verschiedene Strukturen. Dies ist eine Folge der unterschiedlichen Zusam-
mensetzung der schweren Ketten in den konstanten Regionen. IgE, IgD und IgG kommen als
Monomere vor. IgA ist ein Dimer (enthélt zwei Ig-Einheiten), welcher an den Enden der Fc-
Fragmente durch eine zusatzliche Kette gekoppelt ist (Reece, et al., 2016). Weiterhin ist hier
eine sekretorische Komponente angesiedelt, die vor enzymatischer Spaltung schiitzt. IgM hin-
gegen ist ein Pentamer (zusammengesetzt aus fiinf 1g-Einheiten). Dieses Immunglobulin wird
als erste Klasse nach einem Erstkontakt mit einem Antigen produziert (Reece, et al., 2016). Das
am haufigsten auftretende Immunglobulin ist 1gG. Im Blutserum ist der Anteil an IgG etwa
75 % (Clark & Pazdernik, 2009). Zusatzlich kommt es in geringeren Mengen in Gewebeflis-
sigkeiten vor. IgG ist die einzige Klasse der Immunglobuline, die wahrend der Schwangerschaft
die Plazentaschranke uberwinden kann und ist an vielen immunologischen Prozessen, wie den

bereits geschilderten, beteiligt (Reece, et al., 2016).

Insbesondere fiir medizinische Anwendungen werden monoklonale Antikérper ben6tigt. Deren
Gewinnung erfolgt zundchst durch die Bildung einer Hybridomzelle (Clark & Pazdernik, 2009).
Sie entsteht durch die Fusion von einer B-Zelle, die die Gene flr den gewinschten Antikorper
enthélt, mit einer Myelomzelle (Krebszelle), die die Eigenschaft mitbringt in vitro (in einer
kinstlichen Umgebung) beliebig kultiviert werden zu kénnen. Bei der Vermehrung dieser Hyb-
ridomzelle produzieren alle Klone dieser urspriinglichen B-Zelle identische, also monoklonale
Antikorper (Clark & Pazdernik, 2009).
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2.2 Chromatographie

Die Chromatographie ist ein Trennverfahren, bei dem eine Probe beim HindurchflieRen einer
chromatographischen Sdaule mit dem S&ulenmaterial interagiert. Dabei befindet sich die Probe
in einer mobilen Phase, die auf die Saule aufgetragen wird und hindurchfliel3t. Die stationare
Phase ist fest in der Sdule verankert. Beim HindurchflielRen interagiert die Probe in der mobilen
Phase mit der stationdren Phase und wird von ihr aufgehalten. Entscheidend ist, dass die Affi-
nitat der verschiedenen Probenbestandteile, mit der station&ren Phase zu reagieren, unterschied-
lich stark ist und somit ein Trennvorgang der verschiedenen Inhaltsstoffe stattfindet (Anspach,
2017). Die Entdeckung dieses Verfahrens wird dem Russen Michail Tswett zugesprochen. Ihm
gelang es, verschiedene Blattpigmente in einer Saule zu trennen (Weil3, 2001). Die unterschied-
lich gefarbten Pigmente interagierten aufgrund ihrer Eigenschaften verschieden mit dem S&u-
lenmaterial. Dabei bildeten sich farbige Ringe, die von auRen zu sehen waren. Die Ringe legten
zur gleichen Zeit unterschiedlich weite Strecken zurilick. Das Verfahren wurde mit der Zeit
weiterentwickelt, sodass die Konzentrationen der Molekiile, die die Séule verlassen, mit einem
UV-Detektor (misst elektromagnetische Strahlung im ultravioletten Bereich) aufgezeichnet
werden (Anspach, 2017). Wird die gemessene Absorption des Detektors gegen die Zeit oder
das verbrauchte Volumen aufgetragen, entsteht ein Chromatogramm. Es werden heutzutage
zusétzlich andere Parameter gemessen wie z. B. die Leitfahigkeit, der pH-Wert oder der Druck
in der S&ule. Die in der Sdule getrennten Molekile kdnnen aufgefangen und weiterverwendet
werden. Durch unterschiedliche Materialien und stationdare Phasen gibt es viele verschiedene
Arten der Chromatographie, z. B. die Dlnnschicht- oder die Gaschromatographie (Spektrum
Akademischer Verlag, 2001).

2.2.1 GroRenausschlusschromatographie

Bei der GrolRenausschlusschromatographie (oder Gelchromatographie, engl. SEC fir size exclu-
sion chromatography) interagieren die Probenbestandteile idealerweise nicht chemisch mit der
stationaren Phase. Das Prinzip basiert auf einer Trennung der Probenbestandteile nach deren
raumlichen Volumina. Die stationdre Phase ist aus Partikeln aufgebaut, die ein Porensystem
besitzen. Die Poren sind unterschiedlich groR, sodass nicht alle Molekiile alle Poren passieren
kdnnen. Je groRer ein Molekal ist, in desto weniger Poren kann es gelangen und desto schneller
verlasst es die Saule (Janson & Rydén, 1998). Auf dem Chromatogramm erscheint dementspre-
chend zuerst der Peak von der Probensubstanz mit dem gréf3ten rdumlichen Volumen. Ein Peak

ist ein Ausschlag im Chromatogramm, der mit einem (UV-) Detektor gemessen wurde. Weitere
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Peaks folgen mit abnehmendem Volumen der Probeninhaltsstoffe. Dieses Verfahren eignet sich
z. B. auch, um Probenbestandteile in einen neuen Puffer zu Uberfuhren (Janson & Rydén, 1998).
Ein Puffer ist eine wassrige Losung, die die Eigenschaft hat, Schwankungen im pH-Wert auf-
zufangen und ihn so konstant zu halten (Spektrum Akademischer Verlag, 2001). Fir Proben ist
die Losung in einem Puffer wichtig, damit die Prozessparameter konstant bleiben und sie durch
schwankende pH-Werte nicht beschadigt werden. Da die Probenmolekiile ein groReres Volu-
men besitzen als die Puffersalze, wandern diese bei dem Trennvorgang schneller durch die
Sdule. Sie gelangen in den Puffer, mit dem zuvor die Saule gespiilt wurde. Wenn das Eluat
aufgefangen wird, kdnnen die Probenbestandteile in dem neuen Puffer weiterverwendet werden
(Anspach, 2017).

2.2.2 Adsorptionschromatographie

Die Adsorptionschromatographie ist gekennzeichnet durch chemische und biochemische Bin-
dungen zwischen den Probenmolekiilen und der stationdren Phase. Dazu gehoren in erster Linie
die lonenchromatographie, die Hydrophobe Interaktionschromatographie sowie die Affinitats-
chromatographie (Anspach, 2017). Die Affinitatschromatographie beschreibt chromatogra-
phische Prozesse, bei denen spezifische Interaktionen zwischen biochemischen Molekulen ge-
nutzt werden (Janson & Rydén, 1998). An der stationédren Phase liegt ein Ligand vor fir eine
spezifische Bindung mit dem Zielmolekul. Alle weiteren Probeninhaltsstoffe werden nicht zu-
riickgehalten und eluieren direkt nach dem Probenauftrag. Ein Waschschritt mit dem Proben-
puffer sorgt dafiir, dass unerwiinschte Substanzen entfernt werden. AnschlieRend folgt der Elu-
tionsschritt. Der Elutionspuffer enthélt eine Substanz, die eine groRere Affinitat hat, an die sta-
tionére Phase zu binden als das Zielmolekil, und verdrangt dieses (Anspach, 2017). Bei diesem
Verfahren kann eine Aufkonzentrierung stattfinden. Wird das Zielmolekl bei der Elution in
einem kleineren VVolumen aufgefangen als das der ursprunglichen Probenlésung, liegt es in ei-
ner hoheren Konzentration vor (Anspach, 2017). Es gibt drei verschiedene Arten der lonen-
chromatographie, die lonenaustauscher-, die lonenausschluss- und die lonenpaarchromato-
graphie (Weil3, 2001). Im Folgenden wird lediglich auf die lonenaustauscherchromatographie
eingegangen, da die lonenausschluss- und die lonenpaarchromatographie fur diese Arbeit nicht
relevant sind. Das Trennprinzip der lonenaustauscherchromatographie basiert auf den unter-
schiedlichen Ladungen der Probenmolekdle. Fiir Anionen (negative geladene Molekiile) wer-
den Anionenaustauscher eingesetzt, die eine positiv geladene stationédre Phase besitzen, und fir

Kationen (positiv geladene Molekiile) werden Kationenaustauscher mit einer negativ geladenen
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stationdren Phase verwendet (Anspach, 2017). Dabei ist die Wahl der mobilen Phase fiir den
Erfolg der Trennung entscheidend. Proteine besitzen durch ihre unterschiedlichen funktionellen
Gruppen negative sowie positive Ladungen. Werden alle Ladungen addiert, spricht man von
der Nettoladung des Proteins (Anspach, 2017). Diese verdndert sich je nach pH-Wert der Um-
gebung. Besitzt ein Molekil (in einer Lésung) eine Nettoladung von Null, so liegt der pH-Wert
der Losung am isoelektrischen Punkt des Proteins (pl-Wert). Liegt der pH-Wert oberhalb vom
pl-Wert des Proteins, so ist die Nettoladung des Proteins negativ, unterhalb des pl-Werts posi-
tiv. Da eine geringe Nettoladung flr die Bindung an die stationdre Phase ungunstig ist, sollte
der pH-Wert der mobilen Phase mindestens eine Einheit vom pl-Wert des Zielproteins entfernt
sein. Allerdings ist auch dann keine Adsorption an die stationdre Phase garantiert. Wenn das
Protein aus Aminoséuren besteht, die sich nicht protonieren lassen, hat der pH-Wert keinen
Einfluss auf die Nettoladung (Anspach, 2017). Die Elution der Probenmolekdile wird durch den
Einsatz eines Elutionspuffers bewirkt. Dieser hat entweder einen anderen pH-Wert, der die La-
dung der Proteine umkehrt, oder er besitzt eine hohe Salzkonzentration (fur gewohnlich 1 M
NaCl) (Anspach, 2017). Der Anteil des Salzes, der die entgegengesetzte Ladung der stationaren
Phase besitzt, verdrangt die gebundenen Molekdle und lasst diese eluieren. Wird hierbei ein
Salzgradient verwendet, der die Salzkonzentration langsam ansteigen lasst, kann wéhrend der
Elution ein Trennungsprozess stattfinden. Die Molekiile eluieren in der Reihenfolge ihrer Affi-
nitat, unter den gegebenen Bedingungen an die stationédre Phase zu binden. Zuerst I6sen sich
die Molekile mit einer geringen Bindungsaffinitat, danach die mit einer groReren (Anspach,
2017).

2.2.3 Frontal- und Verdrangungschromatographie

Wird eine Probe, die ein Vielfaches des Saulenvolumens ausmacht, auf eine chromatographi-
sche Saule aufgetragen, fihrt dies gewohnlich zu Durchbruchskurven. Wahrend des Proben-
auftrags bindet die stationdre Phase die Probenmolekiile. Dabei néhert sich die Konzentration
des Eluats immer weiter an die urspriingliche Probenkonzentration an, da immer weniger zu-
sétzliche Molekule gebunden werden kdnnen. Dies kennzeichnet die Frontalchromatographie
(Anspach, 2017). Der Begriff entstand durch die Eigenschaft, dass durch die kontinuierliche
Auftragung und den unterschiedlichen Interaktionen der verschiedenen Probenbestandteile, un-
terschiedliche Zusammensetzungen des Eluats, ,,Fronten* entstehen (Stone, et al., 2019). Die
Verdrangungschromatographie (engl. displacement chromatography) ist eine spezielle Form

der Frontalchromatographie. Hier wird ein Molekiil gezielt als ,,Verdranger (displacer)
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eingesetzt. Dieses Molekul hat eine groRere Affinitat, an die stationédre Phase zu binden, als alle
anderen Probenbestandteile (Janson & Rydén, 1998). Es verdrangt mit fortlaufendem Prozess
die anderen gebundenen Molekiile, da deren Affinitdt zum Sdaulenmaterial geringer ist. Diese
verlassen die Séule in einer bestimmten Reihenfolge. Zuerst werden die Molekdle eluiert, die
keine Affinitat haben, an die stationare Phase zu binden. Weitere Molekile folgen mit steigen-
der Bindungsaffinitat (Janson & Rydén, 1998). Idealerweise ist zuletzt nur der Displacer in der
Saule gebunden (wenn eine ausreichende Menge dieses Molekdls vorhanden ist, alle anderen
zu verdrangen) (Stone, et al., 2019). Die eluierenden Probenbestandteile kdnnen mithilfe eines
Fraktionier-Gerats aufgefangen und weiterverwendet werden. Das Gerat fillt kontinuierlich
mehrere kleine Probenbehalter nacheinander mit dem Eluat (Spektrum Akademischer Verlag,
1999). So kann das Zielmolekdl von den restlichen Probenbestandteilen getrennt werden. Durch
den Einsatz eines ,,Strip-Puffers® konnen die auf der Sédule verbliebenen Molekiile geldst und
eluiert werden. Oftmals wird fur das Auswaschen von in der Séule gebundenen Proben ein
Puffer mit einer hohen Salzkonzentration (1 M NaCl) verwendet. Die geladenen Teilchen des
Salzes haben fiir gewdhnlich eine groRere Affinitat an die gegenséatzlich geladene stationére
Phase zu binden (Anspach, 2017).

2.3 SDS-PAGE

Der Begriff SDS-PAGE steht fir Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(Natriumdodecylsulfat engl. sodium dodecyl sulfate) (Rompp, 2002). Die Gelelektrophorese ist
ein Trennvorgang, bei dem Proteine mithilfe einer angelegten Spannung je nach Ladung und
Volumen unterschiedlich weit durch einen Tragerstoff wandern (Polyacrylamidgel). Alle posi-
tiv geladenen Molekiile wandern zur negativ geladenen Anode und alle negativ geladenen Mo-
lekiile wandern zur positiv geladenen Kathode (Clark & Pazdernik, 2009). Das Gel dient dabei
als Sieb, durch das kleinere Molekdle schneller wandern als groRere. Wird neben den Proben
ein Marker (Proteingemisch dessen Inhaltsstoffe bekannt sind) mit aufgetrennt, kénnen quali-
tative Aussagen Uber die Probenbestandteile gemacht werden. Darlber hinaus kénnen den Pro-
benmolekilen ihre Molekiilgrolien zugeordnet werden. Dazu werden die Laufstrecken der Pro-
benbanden in das Verhdltnis zu denen der Markerproteine mit bekannten Groflen gesetzt
(Spektrum Akademischer Verlag, 2001).

Bei der SDS-PAGE werden die Probenmolekiile vor der Auftrennung mit Natriumdodecylsul-

fat gekocht. Dabei denaturieren die Proteine (die r&umliche Form der Proteine verandert sich
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bis hin zur kompletten Entfaltung des Aminosauresequenz-Strangs) und das Natriumdode-
cylsulfat wird gebunden. Im Durchschnitt bindet an jede zweite Aminosdure ein Natriumdode-
cylsulfat-Molekul (Andrg, 2016). Dieses besitzt eine negative Ladung. Daraus folgt eine nega-
tive Ladung der Proteine, deren Ladungsstérken dquivalent zu deren GréRen sind. Wenn tber
diese Proteine eine Spannung angelegt wird, streben alle Proteine in dieselbe Richtung zu wan-
dern, zur Kathode (André, 2016). Die kleineren Molekule gelangen schneller durch das Poly-
acrylamidgel als die grofReren und es findet ebenfalls eine Trennung beziglich der Mole-
kilgroRe statt. Nach der Trennung werden die Proteine angeféarbt. Dies kann mit Coomas-
sie-Blau oder mit der Silberfarbung erfolgen (Clark & Pazdernik, 2009).

3 Material und Methoden

Um die Ubertragbarkeit der in der Publikation von Stone et al. angewandten Methode der Ver-
dréngungschromatographie auf bovines Gammaglobulin zu testen, wurden acht Vergleichsver-
suche damit durchgefiihrt. An den Versuchsaufbau der Publikation anlehnend, wurden zwei
verschiedene Kationenaustauscher-Saulenmaterialien und zwei unterschiedliche Puffersysteme
mit jeweils zwei verschiedenen pH-Werten untersucht. Diese wurden in acht Verdrangungs-
chromatographien umgesetzt, deren Eluat fir die Analyse aufgefangen wurde. Hierbei wurden
drei Proben je Verdrangungsprozess mithilfe einer SEC auf ihnr Monomer-Dimer-Verhaltnis hin

analysiert.

3.1 Chemikalien und Lésungen

Fur die Versuche wurden verschiedene Puffer verwendet. Tabelle 1 beschreibt deren Eigen-
schaften. Alle Puffer wurden mit demineralisiertem Wasser hergestellt. Nach der Lésung der
Salze wurde der gewiinschte pH-Wert eingestellt. Die pH-Meter wurden taglich mit einer
Zwei-Punkt-Kalibrierung kalibriert. Nach der Einstellung des pH-Werts folgte die Entgasung
und die Filtration der Puffer. Hierfur wurden Filter mit einer Porengrofie von 0,22 um bzw.
0,45 um verwendet. Die Entgasung der Puffer wurde fur jeden Versuchstag wiederholt. In Ta-
belle 2 werden die verwendeten Chemikalien aufgelistet. Die Probelésungen wurden mit bovi-
nem Gammaglobulin und den verschiedenen Puffern angesetzt. Das Probenmaterial wird in
Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 1: Inhaltsstoffe, Konzentrationen und pH-Werte der verwendeten Puffer
MES ist die Abkiirzung fir 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (Jahn, 2005), TRIS steht fur Tris(hydroxymethyl)methylamin

(Spektrum Akademischer Verlag, 1999)

Konz. des Konz. von
Puffersalz Puffersalzes NaCl pH-Wert
Glycin 100 mM 0 2,7
MES 50 mM 0 50
MES 50 mM 0 55
MES (zum Strippen) 50 mM 1M 5,0
MES (zum Strippen) 50 mM 1M 55
Natrium-Acetat 100 mM 0 50
Natrium-Acetat 100 mM 0 45
Natrium-Acetat (zum Strippen) 100 mM 1M 5,0
Natrium-Acetat (zum Strippen) 100 mM 1M 4,5
Natrium-Phosphat 50 mM 150 mM 7,0
Natrium-Phosphat 20 mM 0 7,0
TRIS 1M 0 9,0
Tabelle 2: Verwendete Chemikalien
Bezeichnung Hersteller Art.-Nr. Charge Reinheit
di-Natriumhydrogen- Carl Roth >99,5 %
) 4984.1 4522
phosphat Dihydrat GmbH & Co. KG %8 045223953 (p. a)
Glycine Merck KGaA 8.16013.1000 @ S5782713 835  >99,0 %
Carl Roth
> 0
MES (PUFFERAN®) GmbH & Co. KG 4256.2 442190680 >99 %
Natriumacetat Tri- Carl Roth
) 7 >0909 9
hydrat GmbH & Co. KG 3856.1 25523022 >99 %
) ) Carl Roth >99.5%
7.1 72 -
Natriumchlorid GmbH & Co. KG 395 307258380 (0. 2)
) ) Carl Roth
0
Natriumchlorid GmbH & Co. KG 9265.1 123197118 > 99,8 %
Carl Roth >999
4855.1 72601 -
TRIS (PUFFERAN®) GmbH & Co. KG 855 367260160 (0.2)
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Tabelle 3: Verwendetes Probenmaterial

Bezeichnung Hersteller Art.-Nr. Charge Reinheit
. Sigma-Aldrich B9433 - (steril-
Bovine Serum, Adult 1 o\ e GmbH 500ML LIMATS 1 fittrient)
v-Globulins from bovine | Sigma-Aldrich ) =900
blood Chemie GmbH G5009 - 5G SLCB1603 >99 %
3.2 Geréte

Es wurden mehrere Waagen und zwei pH-Meter fur die Herstellung von Puffern und Lésungen

verwendet. Fir die Probenvorbereitung diente eine Zentrifuge. Die Durchfiihrung der chroma-

tographischen Prozesse fand an verschiedenen Akta-Anlagen mit zusatzlichen externen Pum-

pen zum Probenauftrag fur die Verdrangungschromatographien statt. Die Steuerung und Auf-

zeichnung wurden mit der UNICORN-Software realisiert. Weiterhin wurden ein Heizblock und

eine Apparatur flr die Durchfihrung der SDS-PAGE genutzt. Absorptionen und Konzentrati-

onsmessungen wurden am Photometer durchgefuhrt. Die verwendeten Gerate werden in Ta-

belle 4 aufgefuhrt.

Tabelle 4: Verwendete Geratschaften

Geratschaft Hersteller Typ Spezifikationen
Analysenwaage Sartorius Entris 224 <220 g
Chromatographie-Anlage GE Healthcare AKTA purifier -
Chromatographie-Anlage GE Healthcare AKTA purifier -

Chromatographie-Anlage

Heizblock
pH-Meter
pH-Meter
Photometer

Prazisionspumpe
Préazisionswaage
Prazisionswaage
SDS-PAGE-Apparatur

Zentrifuge

GE Healthcare
Eppendorf
Knick
Knick
GE Healthcare
GE Healthcare
Sartorius
Sartorius
Bio-Rad
Eppendorf

AKTA explorer
Thermomixer
766 Calimatic
766 Calimatic
Ultrospec 2100

P —500
BP 3100 S
Entris 323
Mini-PROTEAN

miniSpin

nur Gelchrom.
comfort
pH4-7
pH7-9
pro
Probenauftrag
<3100 g
<320¢g
Tetra System
plus
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3.3 Aufreinigung von IgG mit Protein G

Um die Parameter &hnlich zu halten wie in der Publikation von Stone et al., sollte 1gG aus
Rinderserum gewonnen werden. Reines IgG &dhnelt monoklonalen Antikérpern mehr als
Gammaglobulin, bei dem mehrere Immunglobulintypen enthalten sind. Fir die Aufreinigung
wurde eine Affinitatschromatographie mit Protein G angewandt. Immunglobuline besitzen in
den meisten Féllen eine Affinitat, an Protein G und Protein A zu binden. Diese Affinitat fallt
jedoch je nach Spezies und Immunglobulintyp unterschiedlich stark aus. Fir bovine Immun-
globuline erzielt die Aufreinigung mit Protein G eine groRere Ausbeute als mit Protein A (GE
Healthcare, 2014). Fiir die Chromatographie wurde eine ,,HiTrap Protein G HP“-Sdule der
Firma GE Healthcare im Mal3stab von 1 mL verwendet. Das Sdulenmaterial besteht aus Sepha-
rose, welches mit Protein G als Ligand versehen wurde. VVor der chromatografischen Aufreini-
gung wurden zweimal 1,8 mL des bovinen Serums bei 10.000 G zentrifugiert, damit eventuelle
Feststoffe entfernt werden. AnschlieBend wurden beide Probenvolumina zusammengefiihrt und
filtriert. Die PorengroRe des Filters betrug 0,45 pum. Der Equilibrierungspuffer, bei dem das 1gG
an die stationdre Phase binden soll, war ein Phosphatpuffer (20 mM) mit dem pH-Wert 7,0. Mit
diesem Puffer wurde fur 2 CV (Saulenvolumen, engl. column volume) equilibriert. Nach dem
Probenauftrag von 2 mL wurde die Saule fur 2 CV mit dem Probenpuffer gewaschen. Zum
Eluieren des Antikdrpers wurde ein Glycinpuffer mit einem pH-Wert von 2,7 verwendet. Dieser
wurde 100%-ig fir 8 CV eingesetzt. Damit die Antikdrper moglichst kurz so einem sauren Mi-
lieu ausgesetzt sind, wurden die Eppendorfrohrchen im Fraktionier-Apparat mit einem TRIS-
Puffer versehen. Da dieser einen pH-Wert von 9,0 hatte, wurde der saure pH-Wert vom Gly-
cinpuffer neutralisiert. Die Elutionsfraktionen mit dem aufgereinigten IgG wurden zusammen-
gefuhrt und mit einer SEC die Reinheit untersucht. Zusétzlich wurde die Konzentration des
IgGs mit einem Photometer mithilfe einer Kalibriergerade gemessen. Da kein reines IgG als
Standard vorhanden war, wurde hierfur das Gammaglobulin verwendet, da die groRte Kompo-
nente des Gammaglobulins IgG ist (Clark & Pazdernik, 2009).

3.4  Trennvorgang mit Kationenaustauschern

Fir die Durchfliihrung der Trennprozesse der Antikdrperaggregate vom Monomer wurden zwei
Kationenaustauscher-Saulen ausgewéhlt. Diese wurden beide ebenfalls in der Publikation von
Stone et al. untersucht und bieten so eine Vergleichsmaoglichkeit. Es handelt sich dabei um zwei

starke Kationenaustauscher mit unterschiedlichem Saulenmaterial. Die erste Saule ist eine
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,TOYOPEARL GigaCap S-650M* (1 mL) der Firma Tosoh Bioscience. Ihr Sdulenmaterial be-
steht aus hydroxyliertem Methacrylpolymer. Sulfopropyl stellt die funktionelle Gruppe dar, die
an das Tragermaterial gebunden ist. Das Saulenmaterial liegt in Form von Partikeln vor, die
einen durchschnittlichen Durchmesser von 75 um haben. Die Partikel haben Poren, die haupt-
séchlich Grofken < 100 nm besitzen. Die dynamische Bindungskapazitéat dieses Materials flr
menschliches IgG liegt bei 150 mg / mL S&ulenmaterial (Tosoh Bioscience GmbH, 2020). Die
zweite Sdule ist eine selbstgepackte Sdule mit dem Saulenmaterial ,,Eshmuno® CPX media“
der Firma Merck Millipore. Das Séulenvolumen kann aufgrund der eigenstdndigen Packung
nicht angegeben werden. Es betrégt schatzungsweise mind. 1 mL. Die funktionelle Gruppe ist
hier Sulfoisobutyl. Im Gegensatz zur ersten Saule besteht das Tragermaterial aus unelastischem
hydrophilem Polyvinylether-Polymer. Dessen PartikelgroRe betragt durchschnittlich 50 pm.
Die dynamische Bindungskapazitat fir IgG mit unterschiedlichen 1gG-Klassen liegt bei
120 mg / mL Sdulenmaterial (Merck KGaA, 2013). Fir die Verdrangungschromatographien
konnte nicht genug Probe in dem gegebenen Zeitrahmen mit der Aufreinigung von reinem IgG
mittels Protein G gewonnen werden (achtmal 200 mL). Es wurden Proben mit bovinem
Gammaglobulin und verschiedenen Puffern in einer Konzentration von 1 g/L angesetzt. Da
diese Probe bereits einen Anteil an Dimeren von 9 % hatte, wurden keine Schritte zur weiteren
Aggregation vorgenommen. Dieser Anteil entspricht einem realistischen Anteil in einem pra-
parativen Downstream-Verfahren fur IgG-Aufreinigung (Anspach, 2019). Der Acetatpuffer
wurde mit den pH-Werten 4,5 und 5,0 angesetzt, der MES-Puffer mit den pH-Werten 5,0
und 5,5. Jede dieser vier Losungen wurde auf beide Kationenaustauscher aufgetragen, sodass
acht Trennungsprozesse untersucht wurden. Bei den Verdrangungschromatographien wurde ein
Probenvolumen von 140 mL mit einer Flussrate von 1 mL/min aufgetragen. AnschlieRend
folgte ein Waschschritt mit dem Probenpuffer flr finf Minuten. Die Elution wurde mit dem
Einsatz des Strip-Puffers ausgefiihrt, welcher dem Probenpuffer mit zusatzlich 1 M NaCl ent-
sprach. Der Elutionsschritt dauerte funf Minuten. Um die Probenbestandteile weiter analysieren
zu konnen, wurden wahrend des Verdrangungsprozesses Fraktionen mit einem Volumen von
5 mL gesammelt. Wéhrend der Elution wurde mit 1 mL fraktioniert. Vor und nach jeder Ver-
drangungschromatographie wurde ein Leergradient mit dem Strip-Puffer auf die Sdule aufge-
tragen. Vor den Trennungen diente dies als zusétzlicher Reinigungsschritt, um sicherzugehen,
dass die Prozesse einen moglichst geringen Einfluss durch Verunreinigungen erhalten. Nach
den Trennungen dienten die Chromatogramme der Leergradienten dazu, zu beurteilen, ob im

Vergleich zum vorherigen Leergradient ein Qualitatsverlust stattgefunden hat.
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3.5 Analytik mittels GroRenausschlusschromatographie

Die Verdrangungschromatographien wurden mit der Gro3enausschlusschromatographie analy-
siert, da bei diesem Prozess die Aufteilung von Dimer und Monomer quantitativ ermittelt wer-
den kann. Die raumlich volumindseren Polymere eluieren aufgrund der Prozesseigenschaften
friher als die raumlich kleineren Monomere (s.0.). Das mit Protein G aufgereinigte 1gG wurde
ebenfalls mit der Gelchromatographie analysiert. Es wurde eine ,,Superdex 200 HR 10/30-
Sdule der Firma GE Healthcare verwendet. Sie hat ein Sdulenvolumen von 24 mL. Das S&ulen-
material besteht aus kreuzvernetzter Agarose und Dextran. Dieses Material liegt in einer Parti-
kelgroRe von 13 pm vor und trennt Molekiile in einem GréRenbereich von 10 bis 600 kDa (GE
Healthcare, 1998). Da IgG ein Molekulargewicht von 150 kDa besitzt und dessen Dimere folg-
lich 300 kDa, ist die Saule fur die Analysen geeignet (GE Healthcare, 2016). Betrieben wurde
die Séule mit einer Flussrate von 0,4 mL/min (Analysen der acht Hauptversuche) bzw.
0,5 mL/min. Die Analysen wurden mit einem Phosphatpuffer (50 mM + 150 mM NaCl) mit
einem pH-Wert von 7,0 durchgefiihrt. Vor jedem Trennprozess wurde die S&ule so lange mit
diesem Puffer equilibriert, bis sich im Chromatogramm eine konsequente gerade Linie der UV-
Absorption bildete. Nach dem Probenauftrag von 800 uL (Analysen der Hauptversuche) tber

eine Probenschleife wurde mit 1,2 CV des oben genannten Puffers eluiert.

3.6  Analytik mittels SDS-PAGE

Neben den chromatographischen Analysen wurden zwei Gelelektrophoresen durchgefihrt. Die
erste dient zur Analyse des Probenmaterials sowie der Aufreinigung des 1gGs aus dem Rinder-
serum. Die zweite wurde zur Analyse einer unbekannten Substanz herangezogen, die in den
SECs der Hauptversuche auftaucht. Da ein gewohnliches zwdlfprozentiges Gel Molekile im
Bereich von 12 kDa bis 60 kDa auftrennt, wurde fiir die Proben, in denen IgG enthalten ist, ein
sechsprozentiges Gel verwendet. Dessen Trennbereich liegt bei 50 kDa bis 200 kDa (Carl Roth
GmbH & Co. KG, 2016). Fiir die Trennvorgénge wurde eine Spannung von 200 V angelegt.
Die Prozesse wurden gestoppt, sobald die Laufbanden den unteren Rand der Gele erreicht hat-
ten. AnschlieRend wurden sie mit der Coomassie-Farbung tiber Nacht oder mind. zwei Stunden
lang gefarbt. Entfarbt wurden sie zweimal in 25%-iger Ethanolldsung fir 30 Minuten. Zuletzt

wurden die Gele eingeschweilit, um sie vor der Austrocknung zu bewahren.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche

Neben der Superdex-200-Séule stand eine ,,Sephacryl S-200 HR*“-Sdule (von GE Healthcare)
zur Verfligung. Beide wurden getestet, um herauszufinden, welche von ihnen geeigneter fur die
Analysen ist. Abbildung 2 zeigt die SEC mit der Sephacryl-Séaule und Abbildung 3 die SEC mit
der Superdex-Sdaule. Es wurden mit beiden Saulen dieselbe Probe mit Gammaglobulin analy-
siert. Da der obere GroRenausschluss der Superdex-Séule in einem groReren Molekulargewicht-
bereich liegt als bei der Sephacryl-Saule (die Auftrennungsfahigkeit beginnt weiter links im
Chromatogramm), erreicht sie eine effektivere Trennung der Di- und Polymere. Dementspre-

chend wurde sie fur die weiteren Analysen verwendet.

SEC von Gammaglobulin mit Sephacryl S-200
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Abbildung 2: SEC von Gammaglobulin (15 g/L) mit der Sephacryl-S-200-S&ule, die Flussrate be-
trug 0,5 mL/min
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SEC von Gammaglobulin mit Superdex 200
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Abbildung 3: SEC von Gammaglobulin (15 g/L) mit der Superdex-200-Saule, die Flussrate betrug
0,4 mL/min

Um den Monomeranteil der unbehandelten Gammaglobulin-Probe zu ermitteln, wurde sie auf
die SEC-Sdule aufgetragen (siehe Abbildung 4) und das Chromatogramm mithilfe der
UNICORN-Software ausgewertet. Dazu wurden die Absorptions-Peaks des UV-Detektors in-
tegriert und die Flachen unter dem Monomer- und dem Dimer-Peak ins VVerhaltnis gesetzt. Das
Dimer eluiert bei etwa 12,8 mL und das Monomer bei etwa 14,8 mL. Es wurde ein Monomer-

anteil von 91 % ermittelt.

SEC mit bovinem Gammaglobulin
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Abbildung 4: SEC mit unbehandeltem bovinem Gammaglobulin (1 g/L)
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Ergdnzend wurde BSA (Rinderserumalbumin) mit der SEC analysiert (Spektrum
Akademischer Verlag, 1999). Das dient dazu die Retentionszeit (Verweilzeit auf der Sdule bis
zur Elution) dieses Proteins zu ermitteln und dies so in den folgenden Analysen einordnen zu
kdnnen. Abbildung 5 zeigt die SEC mit BSA. Die Retentionszeit liegt bei 15,8 mL.

SEC mit BSA
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Abbildung 5: SEC mit BSA (1 g/L)
Die Aufreinigung von 1gG mit Protein G wird in Abbildung 6 dargestellt. Das Probenvolumen
des Rinderserums betrug 2 mL. Es ist erkennbar, dass ein Grof3teil der Seruminhaltsstoffe nicht

an die S&ule bindet und direkt eluiert. Beim Einsatz des Strip-Puffers eluiert das gebundene 19G

in einer etwas geringeren Konzentration als die durchgebrochenen Inhaltsstoffe.
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Aufreinigung von IgG aus Rinderserum mit

Protein G
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Abbildung 6: Aufreinigung von 1gG aus Rinderserum mittels einer Affinitatschromatographie mit
Protein G

Das aufgefangene 1gG wurde mit einer SEC analysiert. Das Chromatogramm (Abbildung 7)
zeigt, dass nicht nur reine IgG-Monomere gewonnen wurden. Da der zusétzliche Peak vor dem
Hauptpeak der IgG-Monomere erscheint, konnen dies Dimere sein. Das Verhaltnis zum Mono-
mer-Peak stiitzt diese Vermutung, da das oben ermittelte Verhaltnis des Gammaglobulins &hn-
lich ist.
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Abbildung 7: SEC des mit Protein G aufgereinigten bovinen IgGs
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Weiterhin sollte die Konzentration des aufgereinigten 1gGs gemessen werden. Dazu wurden
mit dem Photometer die Absorptionen von dem Probenpuffer (Acetatpuffer) als Leerwert, drei
Standardverdiinnungen (0,1; 0,2; 0,5 g/L) und die 1gG-Probe (20-fach verdiinnt) mit Dreifach-
bestimmung gemessen. Tabelle 5 zeigt die gemessenen Werte. Die daraus erstellte Kalibrier-
gerade des bovinen Gammaglobulins wird in Abbildung 8 dargestellt. Fiir den Absorptionswert
der Probe wurde das arithmetische Mittel der Dreifachbestimmung berechnet (Formel [ 1 ]).
Der Durchschnitt wurde in die Kalibriergerade eingesetzt (Formel [ 2 ]), um die Konzentration
zu berechnen. Zuletzt wurde der Verdinnungsfaktor in Formel [ 3 ] angepasst. Die gemessene

Konzentration des aufgereinigten 1gGs betrug 5,7 g/L.

Tabelle 5: Absorptionen des Photometers flir die Konzentrationsbe-
stimmung des 1gGs

Ldsung Absorption in AU
Leerwert 0,000
Standard 0,1 g/L 0,307
Standard 0,2 g/L 0,356
Standard 0,5 g/L 0,713
Probe 0,458
Probe 0,429
Probe 0,354
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Abbildung 8: Kalibriergerade des bovinen Gammaglobulins

Berechnung des arithmetischen Mittels der Probenabsorption:

(0458 9/, +0,429 9/, + 0,354 9/,)

- g 1
2 = 0414 9/, [1]
Berechnung der Konzentration mithilfe der Kalibriergerade:
0,724 - 0,414 9/, — 0,016 = 0,284 9/, [2]
Ruckrechnung der Verdiinnung:
0,284 9/, - 20 =579/, [3]

Zusatzlich wurde eine lonenchromatographie in Form einer Zonenchromatographie durchge-
fahrt, um die prinzipielle Funktionalitat des Prozesses mit bovinem Gammaglobulin zu prifen.
Die Probe wurde in einem Acetatpuffer (pH-Wert 5,0) gel6st und hatte eine Konzentration von
5 g/L. Davon wurden 2 mL Uber eine Probenschleife auf die Sdule aufgetragen. AnschlieRend
wurde fiur 1,3 CV (1,3 mL) mit dem Probenpuffer gespult und danach mit dem Strip-Puffer
(Probenpuffer + 1 M NaCl) eluiert. Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, hat sich ein Teil der Probe
nicht an die S&ule gebunden und ist direkt nach dem Probenauftrag eluiert. Die Konzentration

der gebundenen Probenmolekile, die durch den Strip-Puffer eluiert wurden, betrug jedoch mehr

26



als das Dreifache. Das zeigt, dass die Immunglobuline prinzipiell an das Sdulenmaterial binden

und der Elutions-Puffer sie eluieren lasst.

lonenaustauschchrom. als Zonenchrom. mit
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Abbildung 9: lonenaustauschchromatographie als Zonenchromatographie mit bovinem Gamma-
globulin

Des Weiteren wurden verschiedene Proben auf ein 6 %-iges SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Fur
die Bezeichnungen gelten folgende Definitionen: M = Proteinmarker, GO D = Durchbruch der
IgG-Aufreinigung mit Protein G, GO IgG = Aufgereinigtes IgG mit Protein G, y-Glob. =
Gammaglobulin, SGO Mono. = IgG-Monomere aus der SEC des aufgereinigten IgGs, Serum =
Rinderserum, SGO Dim. = 1gG-Dimere aus der SEC des aufgereinigten IgGs, SGO Dim. DTT
= mit DTT denaturierte IlgG-Dimere aus der SEC des aufgereinigten 19gGs. Der Marker wurde
eigens mit den Proteinen Ovalbumin (43 kDa), BSA (66 kDa), Gammaglobulin (150 kDa), Ka-
talase (240 kDa) und Ferritin (450 kDa) hergestellt (Worthington Biochemical Corporation,
2019) (Worthington Biochemical Corporation, 2019) (GE Healthcare, 2016) (Worthington
Biochemical Corporation, 2019) (Bio-Rad Laboratories, 2020). Im Marker sind nicht alle Ban-
den der Markerproteine erkennbar. Grund hierfir ist einerseits das Durchlaufen der ersten
Bande (des Ovalbumins), damit im oberen Molekulargewichtbereich eine effektivere Auftren-
nung erzielt wird. Andererseits teilt sich das Ferritin unter den denaturierenden Bedingungen
des Probenpuffers in mehrere Aminosauresequenzen. Diese befinden sich vermutlich in den
blasseren Banden im Marker. Am oberen Ende des Gels sind bei den Markern die Banden der

Katalase erkennbar. Da der Trennbereich des Gels lediglich bis 200 kDa reicht und Katalase
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ein Molekulargewicht von 240 kDa besitzt, kann es kaum in das Gel gelangen (Carl Roth
GmbH & Co. KG, 2016) (Worthington Biochemical Corporation, 2019). Die Denaturierung
der 1gG-Dimere mit DTT (Dithiothreitol) dient zur Kontrolle, ob die Disulfidbriicken der Im-
munglobuline korrekt aufgespalten werden (Spektrum Akademischer Verlag, 1999). Da die
Probenbehandlung mit SDS die Proteine denaturiert, aber nicht ihre Disulfidbriicken spaltet, ist
ein Unterschied zwischen der DTT-behandelten Probe und der unbehandelten zu erwarten. Bei
der DTT-Probe sollen sich die leichten und die schweren Ketten der Immunglobuline durch die
Aufspaltung der Disulfidbriicken trennen (Clark & Pazdernik, 2009). In Abbildung 10 ist zu
erkennen, dass sich das mit DTT denaturierte IgG in die deutlich kleineren leichten und schwe-
ren Ketten auftrennt, da die Bande(n) deutlich weiter unten, im niedrigeren Molekulargewicht-
bereich, erscheinen als die einzelnen Ig-Einheiten. Bei den DTT-behandelten Dimeren ist le-
diglich eine Bande gut erkennbar. Es lasst sich jedoch eine zweite Bande ein Stiick tber dieser
erahnen. Die besser sichtbare Bande entspricht folglich den leichten Ketten der Immunglobu-
line und die schwer erkennbare den schweren Ketten. Durch die Hauptbande des 1gG-Mono-
mers (SGO Mono.) ist erkennbar, auf welcher Hohe die Banden des IgGs zu finden sind. In
allen Proben auBer den DTT-behandelten Dimeren ist IgG enthalten. Auch im Marker ist diese
Bande gut erkennbar. Weiterhin ist zu sehen, dass der Durchbruch der Protein-G-Aufreinigung
(GO D) die gleichen Bestandteile enthalt wie das Serum, lediglich die Bande des IgGs ist weni-
ger Uberladen, was zu erwarten war. Diese ist im aufgereinigten 1gG (GO 1gG) als Hauptbe-
standteil wiederzufinden. Das Gammaglobulin daneben weist ein &hnliches Muster auf. Hier
fehlt allerdings im Gegensatz zum aufgereinigten IgG eine Bande auf mittlerer Hohe. Es wird
vermutet, dass es sich dabei um BSA handelt. Dieses Protein ist im Marker enthalten. Als Be-
statigung befindet sich auf gleicher Héhe eine gut sichtbare (liberladene) Bande im Marker, die
vermutlich das BSA enthélt. Dass sich im GO Durchbruch und beim Serum ebenfalls stark tiber-
ladene Banden auf dieser Hohe befinden, unterstiitzt diese These. BSA ist das meist vorhandene
Protein im Rinderserum (Worthington Biochemical Corporation, 2019). Es ist davon auszuge-
hen, dass es im Gammaglobulin fehlt, da dieses mittels Gelelektrophorese aufgereinigt wurde
(Merck KGaA, 2020). Wie in Abbildung 10 zu sehen, liegt die Bande im Verhaltnis zum Gel

weit entfernt von den Immunglobulinen.
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Abbildung 10: SDS-PAGE mit 6 %-igem Gel von verschiedenen IgG- bzw. Gammaglobulinproben

(M = Proteinmarker, GO D = Durchbruch der IgG-Aufreinigung mit Protein G, GO 1gG = Aufgereinigtes
1gG mit Protein G, y-Glob. = Gammaglobulin, SGO Mono. = 1gG-Monomere aus der SEC des aufgereinig-
ten 1gGs, Serum = Rinderserum, SGO Dim. = IgG-Dimere aus der SEC des aufgereinigten 1gGs,
SGO Dim. DTT = mit DTT denaturierte IgG-Dimere aus der SEC des aufgereinigten 1gGs)

4.2  Verdrangungschromatographie

Die acht Hauptversuche wurden mit vier verschiedenen Probenpuffern und zwei starken Kati-
onenaustauscher-Saulen durchgefihrt. In Abbildung 11 werden die vier Versuche an der ,,Gi-
gaCap S 650M*“-Sdule dargestellt. Zwei der Absorptionsverlaufe wurden mit einem konstanten
Faktor angepasst, da diese Verdrangungschromatographien an einer anderen Anlage mit einer
unterschiedlichen Messzelle der UV-Absorption betrieben wurden als die restlichen Hauptver-
suche. Es handelt sich dabei um die beiden Chromatographien mit dem Acetat-Puffer (gelb und
grin). Da der benutzte Detektor dieser Prozesse eine Messstrecke von 5 mm hat und die an-
sonsten verwendete Messstrecke 2 mm betrdgt, wurden die Absorptionen um den Faktor 2,5
angepasst. Bei der GigaCap-S-Séaule ist eine Variation in den Verléufen zu sehen. Besonders
der Versuch mit dem MES-Puffer bei pH 5,0 (rot) erreicht eine fast doppelt so gro3e Durch-
bruchskonzentration wie die anderen drei Verldufe. Der Verlauf mit dem Acetat-Puffer bei
pH 4,5 (gelb) weist mit Abstand den spétesten Durchbruchsverlauf auf. Er beginnt ca. 70 mL
nach den ersten Durchbriichen. Die restlichen beiden Verlaufe (blau und griin) zeigen im Ver-
héltnis dazu einen &hnlichen Verlauf. Ihre Durchbruchskurven beginnen direkt nach dem
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Beginn des Probenauftrags. Die vier Versuche an der ,,Eshmuno CPX*“-Sdule werden in der
Abbildung 12 dargestellt. Hier weisen die vier Verlaufe &hnlichere Verlaufsformen auf. Die
Absorptionen entsprechen einem mehr linearen Anstieg als die der GigaCap-Séule. Dabei va-
rileren die Startpunkte der Durchbruchskurven um maximal 10 mL. Das zeigt ebenfalls gerin-

gere Differenzen dieser Vergleichsversuche.

Verdrangungschromatographien der GigaCap-S-Saule
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Abbildung 11: Vier Hauptversuche an der GigaCap-S-Séule im Vergleich
Die Proben enthielten bovines Gammaglobulin in einer Konzentration von 1 g/L, gel6st in unterschiedlichen Puffer-
systemen
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Verdrangungschromatographien der Eshmuno-CPX-Saule
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Abbildung 12: Vier Hauptversuche an der Eshmuno-CPX-Saule im Vergleich
Die Proben enthielten bovines Gammaglobulin in einer Konzentration von 1 g/L, geldst in unterschiedlichen Puffer-
systemen

Um mehr (ber die Eigenschaften der Trennprozesse zu erfahren, wurden die dynamischen Bin-
dungskapazititen (DBC, engl. dynamic binding capacity) der Durchbruchskurven ermittelt.
Dazu wurde der maximale Absorptionswert wahrend der Probenauftrage (bis max. 140 mL)
ermittelt und davon 5 % der Peakhthe berechnet. Damit wurde das aufgetragene VVolumen er-
mittelt, bei dem der Verlauf diesen Wert erreicht. Dieses Volumen multipliziert mit der Pro-
benkonzentration ergibt die Masse der Probensubstanz, die unter den gegebenen Bedingungen
auf die Séule aufgetragen werden kann (Anspach, 2017). Die berechneten dynamischen Bin-
dungskapazititen werden in Tabelle 6 aufgelistet. ES muss beachtet werden, dass das genaue
Saulenvolumen der selbstgepackten Eshmuno-CPX-Sdule nicht bekannt ist. Deren Werte kon-
nen von den wahren Werten stark abweichen. Auffallig ist, dass sich die groRen Differenzen
der Verlaufe bei der GigaCap-Sdaule in den DBCs widerspiegeln. Sie weisen eine Differenz von
88,4 mg / mL Sdulenmaterial auf. Die DBCs der Eshmuno-Sdule liegen im Bereich von 16,2 -
38,2 mg / mL Saulenmaterial und steigen in der Reihenfolge der Versuche an. Die verschiede-
nen Absorptionsverlaufe sowie die DBCs der Eshmuno-Sé&ule sind insgesamt konstanter. Sie
reagieren weniger auf die verschiedenen Einfliisse der Probenpuffer oder eventuelle Storfakto-
ren. Ein Grund dafiir kann die spezielle Tentakelstruktur dieser stationdren Phase sein. Das

Séulenmaterial besitzt Arme mit den funktionellen Gruppen, sodass ein dreidimensionales
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Netzwerk fiir die Bindung der Proben zur Verfligung steht (Merck KGaA, 2013). Diese sind
fur die Probenmolekiile in der mobilen Phase besser erreichbar als bei einer flachen Material-
oberflache.

Tabelle 6: Darstellung der berechneten dynamischen Bindungskapa-
zitaten der acht Hauptversuche

DBC in
Trennprozess mg / mL S&au-
lenmaterial
GigaCap, MES, pH 5,0 38,9
GigaCap, MES, pH 5,5 1,9
GigaCap, Acetat, pH 4,5 90,0
GigaCap, Acetat, pH 5,0 1,6
| Eshmuno, MES, pH 5,0 16,2
Eshmuno, MES, pH 5,5 25,4
Eshmuno, Acetat, pH 4,5 34,2
Eshmuno, Acetat, pH 5,0 38,2

Die Differenzen der Prozessverldufe an der GigaCap-S-Séule zeigen keine direkten Zusam-
menhange mit den verwendeten Puffern oder deren pH-Werten. Es kénnen keine Tendenzen
festgestellt werden, welches Puffersystem oder welcher pH-Wert fur sich am besten geeignet
ist. Hier entscheiden die Versuchsergebnisse der einzelnen Kombinationen tber den Grad der
Aufreinigung. Fir die Ermittlung einer zusatzlich mdglichen Ursache fur die stark variierenden
Verlaufe wurde die Saule auf den Einfluss von eventuellen Verunreinigungen untersucht. Daftir
wurde sie gereinigt und anschlieBend der letzte Hauptversuch mit dieser Séule (Acetatpuffer
mit pH-Wert 5,0; grun) wiederholt. Entsprechend den empfohlenen Herstellerangaben wurde
sie mit (30 mL) einer 0,1 M Salzsdurelésung und (40 mL) einer 0,5 M Natronlaugeldsung ge-
saubert (Tosoh Bioscience, 2020). In der Abbildung 13 werden die beiden Verlaufe mit dem-
selben Probenpuffer vor und nach der Reinigung vergleichend dargestellt. Die Durchbruchs-
kurve zeigt einen steileren Anstieg und die Konzentration des Eluats nach der Reinigung ist
groRer als vor der Reinigung. Das Saulenmaterial nimmt folglich nach der Reinigung weniger
Probe auf als davor. Die Erwartung ist gegensétzlich, da theoretisch nach der Reinigung mehr
Bindungsstellen vorhanden sein missten. Es ist nicht auszuschlieRen, dass trotz der griindlichen

Reinigung Molekile auf der S&ule verblieben sind, die die Bindungsstellen fir die Probe
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blockieren. Obwohl sich die Formen der beiden Verldufe grundsétzlich ahneln, ist hier keine
deutliche Reproduzierbarkeit vorhanden. Um genauere Aussagen Uber die Reproduzierbarkeit

treffen zu kdnnen, missten weitere Versuche durchgefiihrt werden.

Vergleich der Verdrangungschromatographien
mit der gereinigten und ungereinigten Saule

Vor Reinigung Nach Reinigung
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Abbildung 13: Vergleich der Verdrangungschromatographien mit dem Acetat-Puffer (pH 5,0) an
der GigaCap-S-Saule vor und nach der Reinigung

4.3  Grolenausschlusschromatographie

Die Effizienz der Trennung von den Immunglobulinaggregaten vom Monomer wurde mithilfe
der Berechnung des Verhaltnisses der Monomer- und Dimer-Flachen durch die Software ermit-
telt (siehe Kapitel 3.2). Dabei wurden je Hauptversuch drei Proben dahingehend analysiert. Im
Anhang 1 - 6 sind die einzelnen Analysen je nach Saule und Peakhdhe zusammengefihrt und
vergleichend dargestellt. Die ersten Proben von jedem Verdrangungsprozess wurden bei einer
Peakhohe von 11 % * 3 % ausgewahlt. Die zweiten Proben entsprechen einer Peakhdhe von
38 % + 7 % und die dritten Proben der Peakhthe von 80 % % 11 %. So kann die Zusammenset-
zung des Eluats im Verlauf des Trennprozesses verfolgt werden. Im Folgenden werden die Mo-
nomeranteile der drei Proben eines jeden Trennprozesses in zwei Diagrammen dargestellt. Ab-
bildung 14 zeigt die Verlaufe der Monomeranteile an der GigaCap-S&ule und die Monomeran-
teile an der Eshmuno-Sdule werden in der Abbildung 15 aufgefiihrt. Zusatzlich wurde in die
Abbildungen der Monomeranteil des unbehandelten Gammaglobulins eingefiigt. Dieser betragt
91 %. Es ist erkennbar, dass bei beiden Sdulen der Fall auftritt, dass die Monomeranteile in
allen Proben, bis auf die der Verlaufe mit dem MES-Puffer bei dem pH-Wert 5,0 (rot), groRer
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sind als bei dem unbehandelten Gammaglobulin. Es findet also bei drei der vier Probenpuffer
eine Abtrennung der Dimere (ber die gesamten Verdrangungsprozesse statt. Je nach Dauer der
Verdréangungsprozesse erzielen unterschiedliche Puffer die groiten Monomeranteile. Der Ace-
tat-Puffer mit dem pH-Wert 5,0 (griin) erreicht bis zur zweiten Probe bei beiden Saulen eine
der beiden grofiten Monomeranteile. Bei der Eshmuno-Séule hat lediglich bei der dritten Probe
der Acetat-Puffer mit pH-Wert 4,5 (gelb) einen grofieren Monomeranteil. Bei der GigaCap-
Sdule hat der griine Puffer (als griine Datenreihe dargestellt) bei Probe drei einen grofieren Mo-
nomeranteil. Bei Probe zwei dieser Sdule besitzt der MES-Puffer mit pH-Wert 5,5 den gréfiten
Monomeranteil. Im Durchschnitt erzielen bei der GigaCap-Saule die Probenpuffer mit dem ho-
heren pH-Wert die grofieren Monomeranteile. Bei der Eshmuno-Sdule ist diese Tendenz nicht
zu erkennen. (Der Durchschnitt hier bei beiden Acetat-Puffern ist 97 %.)

Monomer-Anteile bei der GigaCap-S-Saule

—&— MES-Puffer, pH 5,0 —A— MES-Puffer, pH 5,5
Acetat-Puffer, pH 4,5 ~ —— Acetat-Puffer, pH 5,0

Original Gammaglobulin
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Monomer-Anteil in %

Abbildung 14: Vergleich der Monomeranteile im Verlauf der Verdréangungsprozesse zwischen den
verschiedenen Probenpuffern und im Vergleich zum unbehandelten Gammaglobulin an der Gi-
gaCap-S-Séaule. Der dritte Wert des MES-Puffers mit dem pH-Wert 5,0 betrégt 75 %.
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Monomer-Anteile bei der Eshmuno-Saule
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Abbildung 15: Vergleich der Monomeranteile im Verlauf der Verdréangungsprozesse zwischen den
verschiedenen Probenpuffern und im Vergleich zum unbehandelten Gammaglobulin an der
Eshmuno-CPX-Saule. Der dritte Wert des MES-Puffers mit dem pH-Wert 5,0 betragt 58 %.

Bei den SECs der Hauptversuche féllt eine Substanz auf, die in den meisten Analysen bei einer
Retentionszeit von 21 mL erscheint (siehe Anhang 1 - 6). Sie wird im Folgenden als Substanz
R21 bezeichnet. Es kann sich dabei nicht um BSA handeln, da dieses bei 15,8 mL eluiert (s. 0.).
Zur moglichen Identifikation wurde diese Substanz wahrend einer SEC aufgefangen und mittels
SDS-PAGE und einem Wellenldangen-Scan analysiert. In Abbildung 16 ist bei dem Wellenlan-
genspektrum zu sehen, dass das Absorptionsmaximum bei 280 nm liegt. Bei dieser Wellen-
ldnge haben Proteine ihr Absorptionsmaximum. Die Peptidbindung absorbiert bei einer Wel-
lenldnge von 205 nm (Wiley Information Services GmbH, 1999-2016). Auch hier ist eine Ab-
sorption der Substanz erkennbar. Das l&sst auf ein kleines Protein oder Peptid schliel3en, da die
Substanz mit der mobilen Phase im unteren GroRenausschluss der SEC eluiert (siehe Anhénge).
Das Ergebnis der SDS-PAGE passt nicht zu den bisherigen Ergebnissen. Abbildung 17 zeigt
das Gel mit dem Marker und daneben die Laufstrecke der Substanz R21. In der Abbildung 18
wird der Bereich, in dem die Bande des Substrats erscheint, vergroRert dargestellt. Der Marker
enthalt die Proteine Lysozym (14 kDa), Trypsin Inhibitor (20 kDa), Carboanhydrase (29 kDa),
Ovalbumin (43 kDa), BSA (66 kDa), [-Galaktosidase (118 kDa) und bovines Myosin
(212 kDa) (Carl Roth GmbH + Co. KG, 2017). Die Bande des Substrats R21 befindet sich in
einem GrolRenbereich zwischen 118 kDa (B-Galaktosidase) und 212 kDa (Myosin). Dement-
sprechend mdsste es in der SEC vor dem BSA, in der Nahe des IgGs, eluieren. Dies ist nicht

zutreffend. Selbst wenn das Gel nur Proteine bis zu einer GréRe von 60 kDa auftrennt, da es ein
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12-iges Gel ist, musste die Bande der Substanz weiter unten im Gel auftauchen. Die verwendete
Superdex-Sdule trennt Molekule ab einem Molekulargewicht von 10 kDa auf (GE Healthcare,
1998). Da es nicht mit der Sdaule aufgetrennt wird, sondern mit der mobilen Phase eluiert,
miusste es dafur jedoch kleiner als 10 kDa sein. Fr eine Klarung der Identitat missten weitere

Versuche durchgefiihrt werden.

Wellenlangen-Scan der Substanz R21
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Abbildung 16: Wellenldngen-Scan der Substanz R21 von 190 nm bis 600 nm
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Abbildung 17: SDS-PAGE-Gel (12%-ig) zur Untersuchung der
Substanz R21

Abbildung 18: GroRaufnahme des SDS-PAGE-Gels aus Abbildung 16
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5 Diskussion

Durch die Analysen der Verdrangungschromatographien kann die Aufreinigung des 1gG-Mo-
nomers mit den beiden Kationenaustauschern als erfolgreich angesehen werden. Zu Beginn al-
ler Verdrangungsprozesse (11 % der Peakhdhen) liegt die Reinheit des IgG-Monomers mindes-
tens bei 98 %. Der Monomeranteil der unbehandelten Gammaglobulinprobe liegt bei 91 %. Je
nach Auftragsvolumen der Proben variiert der Reinheitsgrad im Fortgang der Aufreinigungen.
Bei Betrachtung beider Sdulen erzielt der Acetatpuffer mit dem pH-Wert 5,0 (griin) insgesamt

die grofiten IgG-Monomer-Reinheiten.

Dieser Puffer wurde standardméfRig von Stone et al. (2019) in ihrer Studie verwendet. Diese
beiden Tatsachen lassen vermuten, dass dieser Puffer gute Voraussetzungen fur die IgG-
Monomer-Aufreinigung mittels Verdrangungschromatographie besitzt. Die Beobachtung in
deren Studie, dass bei der GigaCap-S-Sdule der Aggregatanteil des Eluats generell gréRer ist,
konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Zu Beginn der Trennungsprozesse treten hier
durchschnittlich gréRere Monomeranteile auf als bei der Eshmuno-CPX-Séaule. Auch das
Verhalten des pH-Werts differenziert sich. In der Studie gilt die Tendenz je niedriger der
pH-Wert, desto geringer der Anteil an Aggregaten. Bei den Chromatographien an der GigaCap-
Séule in dieser Arbeit weisen die Puffer mit dem groReren pH-Wert die niedrigeren Anteile an
Aggregaten auf. Bei der Eshmuno-Séule sind keine Tendenzen ersichtlich. Der Grad der
Aufreinigung durch die Verdrangungsprozesse in der Publikation und in der vorliegenden
Arbeit ist vergleichbar. Die GigaCap-S-Saule erreicht in der Publikation Aggregatanteile bis zu
10 %. Wird der MES-Puffer mit pH 5,0 in dieser Arbeit aul3er Acht gelassen, erreicht die Saule
hier Aggregatanteile bis zu 6 %. Die Eshmuno-CPX-S&ule erreicht in der Publikation
Aggregatanteile bis zu 7,5 %. Wird hier ebenfalls der MES-Puffer mit pH 5,0 aulRer Acht

gelassen, erreicht die Sdule in dieser Arbeit Aggregatanteile bis zu 7 %.

Die Ergebnisse aus der Publikation von Stone et al. sind nicht mit denen aus der vorliegenden
Arbeit identisch. Dabei muss bertcksichtigt werden, dass die verschiedenen Arbeiten
unterschiedliche Proben verwenden. Dass ein Gemisch aus verschiedenen Immunglobu-
linklassen (Gammaglobulin) andere Eigenschaften aufweist als monoklonale Antikorper, ist
wahrscheinlich. Eine Probe aus verschiedenen Substanzen reagiert in der Regel mit
unterschiedlicheren Reaktionen auf Einflusse als eine Probe mit einer einzigen Substanz.
Zusatzlich haben die Arbeiten in einem unterschiedlich groRen Umfang stattgefunden. Um

ahnlich umfangreiche Aussagen und prézise Ergebnisse wie in der Publikation ermitteln zu
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konnen, missten weitaus mehr Versuche (Mehrfachbestimmungen und weitere
Vergleichsparameter) und Analysen (mehr Proben der Hauptversuche) durchgefihrt sowie
weiteres Material (andere Sdulenmaterialien und Puffersysteme) benutzt werden. Jedoch kann
die grundsitzliche Ubertragbarkeit der Trennungsmethode aus der Publikation fir die
Anwendung mit bovinem Gammaglobulin durch die ahnlich grol3 erzielten Monomeranteile
des 1gGs bestatigt werden. Grenzen der Ubertragbarkeit miissten hinsichtlich der unterschied-
lichen Immunglobulintypen mit weiteren Versuchen untersucht werden. Die Wahl des Proben-
puffers ist ein wichtiger Faktor. Hier sollte bei einer Ubertragung des Trennprozesses die Vari-
ation in Puffersalz, pH-Wert und Leitfahigkeit mit deren verschiedenen Kombinationen getestet

werden.

Die Aufreinigung von IgG aus Rinderserum hat gezeigt, dass die Probengewinnung Gber diesen
Weg gut mdglich ist. In dem Chromatogramm von der SEC des aufgereinigten 1gGs ist zu er-
kennen, dass das Monomer-Dimer-Verhéltnis ahnlich grof3 ist wie bei dem Gammaglobulin.
Die SDS-PAGE der 1gG-Proben bestétigt die zuverlassige Handelbarkeit und Aufreinigungs-
fahigkeit dieser Prozesse. (100%-ige Aufreinigungen sind in der Praxis nicht méglich.) Es gab
Uber den gesamten Zeitraum mit dem Umgang dieser Proben bei den verschiedenen Prozessen
keinerlei Komplikationen oder unerwartete Ergebnisse. Da der Wiederholungsversuch an der
GigaCap-S-Saule nach der Reinigung keine sichere Reproduzierbarkeit des Versuchs aufzeigt,
sollte dies fur die Aussagekraft der Ergebnisse aus dieser Arbeit bedacht werden.

6 Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit befasste sich mit der Trennung von bovinen Gammaglobulinaggregaten und dem
Monomer mittels der Verdrangungschromatographie an zwei Kationenaustauschern. In diesem
Rahmen wurden acht Vergleichsversuche mit zwei verschiedenen Puffersystemen und jeweils
zwei unterschiedlichen pH-Werten an den beiden Sdulen durchgefuhrt. Der Aufbau der Ver-
gleichsversuche glich dem aus der Studie von Stone et al. (2019), um eine Ubertragbarkeit ihrer
Trennungsmethode auf bovines Gammaglobulin prufen zu kénnen. Der Aufreinigungserfolg
der Versuche wurde mithilfe der SEC analysiert. Dazu diente der Vergleich der Verhaltnisse

von Di- und Monomer-Peakflachen.

Diese Arbeit hat gezeigt, dass sich die Trennungsmethode mit der Verdrdngungschromatogra-

phie auf das bovine Gammaglobulin mit den beiden Kationenaustauschern tbertragen l&sst.
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Dabei treten jedoch auch unterschiedliche Beobachtungen und Ergebnisse bei den einzelnen
Prozessen auf. Bei dem Einsatz einer Verdrdngungschromatographie zur Trennung von Im-
munglobulinaggregaten vom Monomer ist die Wahl eines geeigneten Puffers ein bedeutender
Faktor. Das Puffersalz, der pH-Wert und die Leitféhigkeit haben einen wesentlichen Einfluss
auf die Trennungseffektivitit. Die Reproduzierbarkeit der Versuche in dieser Arbeit muss auf-

grund der vorliegenden Ergebnisse vorsichtig betrachtet werden.

Die Investition, diese Thematik weiter zu untersuchen, liegt im Interesse der Forschung, da die
Nachfrage von aufgereinigten Immunglobulinen durch den wachsenden Einsatz in der For-
schung und Kklinischen Diagnostik wéchst (GE Healthcare, 2016). Zur Erganzung dieser Arbeit
konnten weitere Vergleichsversuche durchgefiihrt werden. Diese Versuche kdnnen sich auf ver-
schiedene Sdaulenmaterialen (andere starke Kationenaustauscher), unterschiedliche Leitfahig-
keiten des Probenpuffers, verschiedene Flussraten bzw. Verweilzeiten auf der Saule, unter-
schiedlich konzentrierte Proben oder unterschiedlich zusammengesetzte Proben beziehen. Wei-
terhin konnten Versuche mit schwachen Kationenaustauschern durchgefiihrt werden. Da diese
stationdren Phasen die Immunglobuline weniger stark binden, kénnte dadurch der Verdréan-
gungsprozess begunstigt werden (Anspach, 2019). Letztendlich kénnen sich jedoch die geeig-
neten Prozessparameter und Materialien fur jede chromatographische Trennung unter verschie-

denen Bedingungen differenzieren.
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VIl Anhang

Anhang 1: SEC der Proben bei 11 % der Peakh6hen bei der GigaCap-S-Séule

SEC der Proben bei 11 % der Peakhthen bei der
GigaCap-S-Saule

—— MES-Puffer, pH 5,0 —— MES-Puffer, pH 5,5
Acetat-Puffer, pH 4,5

Acetat-Puffer, pH 5,0
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Anhang 2: SEC der Proben bei 38 % der Peakhthen bei der GigaCap-S-Saule

Absorption in mAU

SEC der Proben bei 38 % der Peakhéhen bei der
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Anhang 3: SEC der Proben bei 80 % der Peakhthen bei der GigaCap-S-Séule

SEC der Proben bei 80 % der Peakhdhen bei der
GigaCap-S-Saule
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Anhang 4: SEC der Proben bei 11 % der Peakhthen bei der Eshmuno-CPX-Séule

SEC der Proben bei 11 % der Peakhdhen bei der
Eshmuno-CPX-Saule

—— MES-Puffer, pH 5,0 —— MES-Puffer, pH 5,5
Acetat-Puffer, pH 4,5

Acetat-Puffer, pH 5,0
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Anhang 5: SEC der Proben bei 38 % der Peakhthen bei der Eshmuno-CPX-Sédule

SEC der Proben bei 38 % der Peakhdhen bei der
Eshmuno-CPX-Saule
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Anhang 6: SEC der Proben bei 80 % der Peakhthen bei der Eshmuno-CPX-Sédule

SEC der Proben bei 80 % der Peakhthen bei der
Eshmuno-CPX-Saule
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