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Kurzfassung

Monoklonale Antikérper (mAk) werden in der modernen Medizin fiir therapeutische und
diagnostische Anwendungen eingesetzt. Durch ihre hohe spezifische Bindung an krank-
heitsauslosende Antigene konnen diese identifiziert und unschadlich gemacht werden.
Fiir den Einsatz in Medikamenten muss der hergestellte mAk hohe Reinheitsanforderun-
gen erfiillen die nur durch einen optimalen Aufreinigungsprozess nach der Produktion
erreicht werden konnen. Aufderdem sind sehr spezifische Analysen fiir jeden Antikorper

notwendig, um die biologische Wirksamkeit des Produktes nachweisen zu kénnen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein mAk, der in chinesischen Zwerghamsterova-
rien (CHO)-Zellen produziert wurde, als Modellprotein verwendet. Zunachst wurden ana-
lytische Methoden zur Quantitatsbestimmung verglichen und Stabilitdtsuntersuchungen
durchgefiihrt. Aufderdem wurden die verschiedenen Schritte der Aufreinigung eines mAk
von der Zellabtrennung bis hin zu den Polishing-Schritten optimiert und durchgefiihrt.
Dabei eignet sich fiir die Zellabtrennung vor allem die Zentrifugation. Fiir die Durchfiih-
rung des chromatographischen Protein A-Capture-Schritts besitzt eine Sdule im Vergleich
zu einem Membranadsorber eine hohere dynamische Bindungskapazitat. Fir die folgen-
den Polishing-Schritte wurden drei verschiedene chromatographische Methoden getes-
tet: Die Anionenaustauschchromatographie (AEX), die Kationenaustauschchromatogra-
phie (CEX) und die hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC). Dabei wurde mit der
AEX die hochste Ausbeute sowie Reinheit erzielt. Durch die HIC konnte hingegen die meis-
ten Wirtszellproteine entfernt werden. Bei der Kombination zweier Polishing-Schritte
ergab die Reihenfolge aus AEX und anschliefend CEX sowohl die hochste Ausbeute als
auch die grofdte Reinheit. Fiir die Qualitatskontrolle wurde ein Bioaktivitidtsassay etab-
liert, bei dem die Bindungen des mAks zu seinem Antigen genutzt wurde, um die
Apoptose-auslosende Wirkung des Antigens zu unterdriicken. Es konnte gezeigt werden,

dass der mAKk iiber die jeweiligen verschiedenen Aufreinigungsschritte bioaktiv blieb.

Schlagworter: monoklonaler Antikérper, Quantitat, Stabilitdat, Aufreinigung, Capture-

Schritt, Polishing-Schritte, Bioaktivitat
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Abstract

One of the greatest achievements in the field of therapeutics is the use of monoclonal an-
tibodies (mAb). Due to their specific binding to their respective antigen, antibodies can be
used for medical applications in a targeted manner. After binding to disease-causing anti-
gens, these antigens can subsequently be made harmless. For use in drugs, mAbs have to
be biologically active and highly purified. Both requires highly specific analytical methods

and an optimal purification process.

In this work, a mAb produced in Chinese hamster ovary (CHO) cells was used as a model
protein. First, analytical methods for quantity determination were compared and stability
studies were performed. Further, different types of cell separation and chromatographic
purification steps were tested and optimized. It was determined that centrifugation was
the most suitable method for cell separation and a Protein A column chromatography as
a capture step. The column chromatography was more applicable than a membrane ad-
sorber due to their higher dynamic binding capacity. In addition, three different chroma-
tographic methods were tested as polishing steps: anion exchange chromatography
(AEX), cation exchange chromatography (CEX) and hydrophobic interaction chromatog-
raphy (HIC). The highest yield and purity were achieved with AEX. With HIC on the other
hand, most of the host cell proteins were removed. By connecting two polishing steps, the
efficiency of the purification can be increased. Different combinations were tested and the
combination of AEX and CEX resulted in the highest yield and purity. As a quality control,
a bioactivity assay was established to determine the remaining bioactivity of the mAb af-

ter purification. The mAb stayed bioactive over all purification steps.

Keywords: monoclonal antibody, quantity, stability, purification, capture step, purifica-

tion steps, bioactivity
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Einleitung

1 Einleitung

In der Corona-Pandemie des Jahres 2020 sind Antikorper die Wunderwaffe der Medi-
zin. Sie werden bei Schnelltests eingesetzt, um nachzuweisen ob ein Patient infiziert
war. Dabei dienen sie in immobilisierter Form als Fangermolekiile und weisen die ge-
gen den Virus gebildeten Antikérper im Blut nach [1]. Der wichtigere Einsatz von An-
tikérpern in der Corona-Krise ist der in Therapeutika. Zum einen konnen Antikorper
von immunen oder schon geheilten Patienten als Medikament eingesetzt werden, um
die Erkrankung zu bekdmpfen. Zum anderen beruht die Entwicklung neuer Medika-

mente gegen den Virus ebenfalls auf dem Einsatz von monoklonalen Antikérpern [2].

Bei der Corona-Pandemie spielt der zeitliche Faktor eine erhebliche Rolle, um die Pan-
demie effizient einzuddmmen. Bevor Antikdrper allerdings als Therapeutika zugelas-
sen werden, geht eine lange Forschungs- und klinische Entwicklungszeit voran. Neben
der Identifikation und Validierung des Target-Molekiils, wird nach der Produktion und
Aufreinigung des Antikorpers dessen molekularbiologische Wirkung sowie die des An-
tigens untersucht. Aufderdem wird die Pharmakokinetik betrachtet und die erforderli-
che Dosis beim Einsatz als Medikament bestimmt. Oft verstreichen mehrere Jahre bis
ein neu erforschtes Antikérper-Medikament alle klinischen Studien durchlaufen hat
[3]. Sowohl ausfiihrliche Studien an gesunden sowie kranken Probanden werden
durchgefiihrt, bevor der Herstellungsprozess der mAk in den Produktionsmafdstab
tibergeht [4, 5]. Durch behordliche Priorisierung, Zulassungsantriage die kapitelweise
eingereicht werden kénnen, neue Technologien und Vorerfahrungen mit Impfstoffpro-
jekten wird versucht die Zeitspanne bis zur Zulassung eines Corona-Medikaments zu

verkiirzen [2, 6].

Therapeutische Antikorper sind die am schnellsten wachsende Gruppe an Medikamen-
ten der letzten 25 Jahre [7, 8], allein 2017 konnte ein globaler Umsatz von 95,1 Billio-
nen USD erzielt werden [9]. Der Grund dafiir liegt in der Spezifitit mit der therapeu-
tisch eingesetzte Antikorper bestimmte Molekiile binden kdnnen und so deren krank-
heitsauslosende Wirkung blockieren. Das heifdt, es werden gezielt krankheitsverursa-

chende Antigene gefunden und anschliefdend unschadlich gemacht [10]. Bereits 1986
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wurde der erste mAk auf den Markt gebracht. Das Praparat Orthoclone OKT3, mit sei-
nem murinen IgG-Antikorper, wurde und wird immer noch zur Verhinderung von Ab-

stof3ungsreaktionen bei Nierentransplantationen eingesetzt [11, 12].

Bei der Produktion von monoklonalen Antikérpern kommen vor allem Saugetierzellen
zum Einsatz, die den mAk mit humandhnlichen Glykosylierungsmustern herstellen,
was zu einer besseren Vertraglichkeit und einer hoheren Wirksamkeit fiihrt [13]. Der
Aufreinigungsprozess wird fiir jeden mAk vor allem hinsichtlich Produktreinheit und
Produktausbeute beurteilt und optimiert [14]. Nach der Produktion und Aufreinigung
des Antikorpers muss auféerdem dessen molekularbiologische Wirkung, zum Beispiel
Uiber einen Bioaktivitatsassay, nachgewiesen werden. Erst dann kann der monoklonale

Antikorper als Therapeutikum auf dem Markt zugelassen werden [4, 5].
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2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Dissertation ist zum einen die qualitative und quantitative Produktana-
lytik eines monoklonalen Antikérpers. Zum anderen soll das durch die Tierzellkultivie-
rung erhaltene Produkt aufgereinigt werden. Dabei kommt als Modellprodukt ein IgG-
Antikérper zum Einsatz. Uber die Kultivierung von chinesischen Hamster-Ovarienzel-

len wurde der fiir die Versuche nétige Zellkulturiiberstand generiert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen verschiedenen analytische Methoden zur Quantitats-
bestimmung des monoklonalen Antikérpers (mAk) etabliert und miteinander vergli-
chen werden. Aufderdem soll die Stabilitat des mAks bei unterschiedlichen pH-Werten

und Salzkonzentrationen untersucht werden.

Bei der Aufreinigung des Antikorpers sollen die Zellabtrennung sowie die unterschied-
lichen chromatographischen Schritte analysiert werden. Dabei kommt als Capture-
Schritt eine Protein A-Chromatographie zum Einsatz, bei der ein Vergleich zwischen
einer Protein A-Sdule und einem Protein A-Membranadsorber durchgefiihrt wird. Fiir
die anschlief}enden Polishing-Schritte sollen drei verschiedene Methoden getestet
werden: Die Anionenaustauschchromatographie, die Kationenaustauschchromatogra-
phie und die hydrophobe Interaktionschromatographie. Diese sollen hinsichtlich der
Produktreinheit, der Ausbeute sowie der Konzentration an Wirtszellproteinen beur-
teilt werden. Zusatzlich soll die optimale Kombination an Aufreinigungsschritten be-

stimmt werden.

Aufierdem soll iiber einen in vitro Assay die Bioaktivitat des mAks bestimmt werden.
Dazu wird zundchst ein Bioaktivitatsassay etabliert und die Bioaktivitat zu verschiede-

nen Zeitpunkten der Aufreinigung tiberpriift.
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3 Theoretische Grundlagen

Zur Einfithrung in diese Arbeit wird der theoretische Hintergrund zu monoklonalen
Antikorpern erldutert. Es werden sowohl ihr schematischer Aufbau als auch ihr Einsatz
in Therapeutika beschrieben. Aufierdem wird der Herstellungsprozess monoklonaler
Antikorper, welcher in Up- und Downstream unterteilt ist, aufgezeigt. Im Bereich der
Qualititskontrolle wird als letztes ein Einblick in die Uberpriifung der Bioaktivitit von

Antikorpern gegeben.

3.1 Antikorper

Antikorper, auch Immunoglobuline (Ig), sind Proteine der Klasse der Globuline, die bei
der Immunabwehr des Menschen eine entscheidende Rolle spielen. Sie werden durch
B-Lymphozyten produziert und binden hoch spezifisch an Antigene. Antigene sind fiir
den Organismus Fremdkorper wie Giftstoffe oder Krankheitserreger. Die Bindung zwi-
schen Antikdérper und Antigen l6st eine Immunantwort aus, die zur Bekampfung der
Fremdkorper fiihrt [15]. Diese Bindung erfolgt zwischen dem Epitop des Antigens und

dem Paratop des Antikorpers, welche die jeweils bindenden Abschnitte darstellen.

Es werden zwei Arten von Antikérpern unterschieden, die monoklonalen und die po-
lyklonalen. Natiirlich vorkommende Antikorper, wie bei einer Inmunantwort, werden
von unterschiedlichen B-Lymphozyten hergestellt und sind polyklonal. Sie kdnnen die
verschiedene Epitope des gleichen Antigens binden. Ein Antigen besitzt mehrere
Epitope, die auf unterschiedliche Oberflachenstrukturen zuriickzufiihren sind. Po-
lyklonale Antikorper sind im Vergleich zu monoklonalen Antikérpern in kleinen Men-
gen einfacher herzustellen, da die Produktion in weniger Schritten stattfindet. Aufier-
dem ist dabei, im Gegensatz zu monoklonalen Antikérpern, keine Immortalisierung
von einzelnen B-Zellen notig. Sowohl ihre Angriffsziele als auch ihre Zusammensetzung
kann variieren, da sich die produzierten Antikérper-Populationen gegen verschiedene
Epitope des Ziel-Antigens richten. Aus diesem Grund sind sie in der therapeutischen
oder forschungsorientierten Anwendung schlechter einsetzbar. Anders verhalt es sich
bei den monoklonalen Antikérpern (mAk), diese werden aus einem einzigen Zellklon

produziert, der auf einen einzigen B-Lymphozyten zuriickgeht. Deswegen richten sie
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sich nur gegen ein bestimmtes Epitop. Genau hier liegt auch ihr Vorteil, sie konnen sehr

gezielt gegen bestimmte Targets eingesetzt werden [16, 17].

Antikorper werden in fiinf Klassen unterteilt: 1gG, IgA, IgM, IgD und IgE. Diese unter-
scheiden sich hinsichtlich ihres Aufbaus und ihrer Funktion im Immunsystem. Die
wichtigste Klasse stellen die [gG-Antikorper dar, diese machen 80 % der menschlichen

Antikorper aus [18]. Der Aufbau eines IgG ist in Abbildung 3.1 gezeigt.

Hypervariable

Antigen- Region

bindungsstelle

R

Schwere Kette

NHs*
Le/chte Kette

gy

NHs*

DISU|fIde‘UCkOn

\ Gelenkreglon

A
|

I
N

Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau eines IgG-Antikorpers. Dargestellt sind die beiden schweren Ketten (vi-
olett) und die beiden leichten Ketten (griin). Ebenfalls gezeigt sind die konstanten Regionen (CL, CH1, CH2 und CH3),
die variablen Regionen (VH und VL) und die Glykosylierung an CH2 (modifiziert nach [19]).

Ein IgG-Antikérpermonomer besteht aus vier Polypeptidketten, zwei identischen
schweren (HC, heavy chain) sowie zwei identischen leichten (LC, light chain) Ketten,
die jeweils tiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Alle vier aneinander ge-

bundenen Ketten geben dem IgG-Antikorper seine typische Y-Form.

Die Polypeptidketten lassen sich in verschiedene Doméanen unterteilen. Dabei besitzt
die HC eine variable und drei konstante Domanen, wohingegen die LC aus je einer va-
riablen und einer konstanten Domaéne besteht. Die variablen Domanen der beiden Ket-
ten bilden zusammen die Antigenbindungsstelle, das Paratop, und sind fiir den jewei-
ligen Antikorper spezifisch. Die konstanten Regionen hingegen sind bei allen Antikor-

pern einer Klasse gleich aufgebaut und interagieren mit Zelloberflaichenrezeptoren
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und Proteinen des eigenen Komplementsystems, was zur Aktivierung des Immunsys-

tems fithrt [19].

Die schweren Ketten weisen zusatzlich zwei Besonderheiten auf. Zum einen besitzen
sie eine flexible, zw6lf Aminosadure lange Gelenkregion, welche als Scharnier bezeich-
net wird. Diese Gelenkregion sorgt fiir eine Drehbarkeit der kurzen Enden des Antikor-
pers und erhoht damit dessen Flexibilitit. Zum anderen wird bei Saugetierzellen je-
weils post-translational eine Oligosaccharid-Gruppe kovalent an die zweite konstante
Region (CH2) gebunden. Wahren der Synthese konnen mehrere Zuckerreste hinzuge-
fiigt und dadurch verschiedene Glykoformen gebildet werden. Die Glykosylierung ist
zelltypspezifisch, in verschiedenen Wirtszellen produzierte Antikérper weisen unter-
schiedliche Muster von Oligosacchariden auf [20]. Die Glykosylierung spielt eine wich-
tige Rolle bei der Zytotoxizitiat der Antikorper, da sie zur funktionellen Fahigkeit des
Antikorpers beitragt. Da nur ein funktionsfahiger Antikorper wirksam ist, wird insbe-
sondere beim Einsatz als Therapeutika auf ein korrektes Glykosylierungsmuster ge-
achtet [21]. Neben der biologischen Aktivitat, nimmt die Glykosylierung auch Einfluss

auf die Konformation, die Stabilitat sowie die Loslichkeit des mAks [22].

Monoklonale Antikorper kdnnen auf Grund ihrer spezifischen Bindung zu Antigenen
vielfdltig in der Labordiagnostik eingesetzt werden. Wird der Vorgang der Bindungs-
bildung mit leicht zu detektierbaren Liganden wie Fluoreszenzfarbstoffen, radioakti-
ven [sotopen oder Enzymen erganzt, werden charakteristische (Farb-)Reaktionen aus-
gelost. Mittels dieser ist wiederum ein spezifischer Nachweis der Antigene sowie deren
Quantifizierung moglich. Diese Vorgehensweise wird bei dem Enzyme-linked Immu-
nosorbent Assays (ELISA), dem Western Blot oder der Affinitaitschromatographie ein-
gesetzt [23-25]. Antikorper sind in ihrer Verwendung aber nicht auf Labordiagnostik
beschrankt. Sie finden zusatzlich in Form von therapeutischen Antikérpern vermehrt

Einsatz in der Medizin.

3.1.1 Therapeutische Antikoérper

Die Anfiange der therapeutischen Antikorper lagen bei murinen Antikorpern, die aus
Mausen extrahiert wurden. Diese wirkten allerdings selbst als Antigene im Menschen

und lésten somit eine Immunantwort aus [26]. Diese immunogenen Reaktionen fiihr-



Theoretische Grundlagen

ten zur Entwicklung von verschiedenen kiinstlichen Antikorperkonstrukten mit gerin-
gerem Risiko einer Immunantwort. Bei den zuerst getesteten chimaren Antikorpern
wurden die konstanten Regionen der Maus durch konstante Regionen des Menschen
ersetzt, was zu einer Reduzierung der Immunogenitat fiihrte, aber fiir einen zuverlas-
sigen Einsatz nicht ausreichte, da sie im Menschen weiterhin eine Immunantwort her-
vorriefen. Als nachster Schritt folgte die Humanisierung der mAk, bei der nur noch der
komplementaritatsbestimmende Teil der variablen Domaéne, die fiir die Bindung des
Epitops verantwortlich sind, aus der Maus stammen. Im Gegensatz zum chimaren An-
tikoérper, bei dem die komplette variable Domdne aus der Maus stammt, war es hier
nur noch ein Teil der variablen Doméne. Den derzeitigen Stand der Technik stellen
vollstandig humane Antikoérper dar, die iiber Phagen-Display oder iliber transgene
Technologien erzeugt werden. Verglichen mit den anfanglichen murinen Antikorpern,
ist sowohl die Wirksamkeit als auch die sichere und einfache Anwendung als Thera-
peutika somit deutlich verbessert worden [27-31]. Beim Phagen-Display werden die
Gene, die aus Antikorper-produzierenden B- Zellen gewonnenen werden, in einen Pha-
gen-Vektor aus Escherichia coli transformiert. Die Bakterien exprimieren die jeweili-
gen Antikorperfragmente passend zu den eingesetzten Genen. Bei jedem Zusammen-
bau eines neuen Phagen wird ein anderes Antikorperfragment gebildet und auf dessen
Aufienhiille eingebaut. Neben dem auf der Oberfliche gebundenen Antikorperfrag-
menten besitzt auch jeder Phage die genetische Information fiir dieses. Uber die spezi-
fische Wechselwirkung der exponierten Antikorperfragmente mit ihren Antigenen
konnen die relevanten Phagen identifiziert werden. Aus diesen Phagen werden wiede-
rum die passenden Gene zum Antikorperfragment isoliert. Nach der Isolation der An-
tikorper-Gene, konnen diese sequenziert und anschlief3end die Antikérperfragmente

produziert werden [32].

Monoklonale Antikorper sind die am schnellsten wachsende Gruppe von Medikamen-
ten der letzten 25 Jahre [7, 8]. Der Grund dafiir liegt zum einen an der Spezifitat mit der
therapeutisch eingesetzte Antikorper bestimmte Molekiile binden kénnen und so de-
ren krankheitsauslosende Wirkung blockieren. Das heifdt, im gezielten Einsatz werden
krankheitsverursachende Antigene gefunden und kénnen anschliefdend unschadlich
gemacht werden. Zum anderen konnen mAks in groféen Mengen produziert werden

[10]. Der erste durch die U.S. Food and Drug Adminstration (FDA) zugelassene mAk
7
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wurde bereits 1986 auf den Markt gebracht. Das Praparat Orthoclone OKT3, mit sei-
nem murinen IgG-Antikorper, wurde und wird immer noch zur Verhinderung von Ab-
stofdungsreaktionen bei Nierentransplantationen eingesetzt [11, 12]. Seitdem ist die
Anzahl der mAks fiir den therapeutischen Einsatz beim Menschen stetig gestiegen.
Wahrend im Jahr 2017 bereits zehn Antikorper entweder in der Europadischen Union
oder in den Vereinigten Staaten zugelassen wurden, wurde im Jahr 2018 eine Rekord-
zahl von zwolf verschiedenen Antikérpern erreicht [33, 34]. Dabei sind die Einsatzge-
biete der im Jahr 2018 zugelassenen Antikorper sehr verschieden. Sie werden unter
anderem zur Migrane-Pravention, bei HIV Infektionen oder bei Haarzell-Leukamie ver-
wendet [34]. Die bereits erschlossen Einsatzgebiete von therapeutischen mAks sind
breit gefachert, sie finden unter anderem in der Gastroenterologie, der Onkologie, der
Rheumatologie, der Kardiologie und bei Infektionen oder Transplantationen Anwen-
dung [16]. Besonders hervorzuheben ist dabei ihr Einsatz als eine der erfolgreichsten
therapeutischen Strategien gegen Krebserkrankungen. Dabei gibt es drei verschiedene
Mechanismen zur Abtotung der Tumorzellen die durch Antikérper hervorgerufen wer-
den. Zum einen eine direkte Abtotung der Tumorzellen, dabei bindet der Antikorper
beispielsweise an einen Oberflichenrezeptor der Tumorzelle und kann dadurch die
Apoptose auslosen. Zum anderen eine immunvermittelte Abtétung der Tumorzellen,
bei der das Komplementsystem aktiviert oder die Phagozytose induziert wird. Als drit-
tes kann eine Reaktionen auf das Gefaf3system und das Stroma der Tumore bewirkt
werden [35]. Bei der Bekdmpfung von Brustkrebs wird beispielsweise Trastuzumab,
ein humanisierter mAk, eingesetzt. Bei dem durch den humanen epidermalen Wachs-
tumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2) ausgeldsten Brustkrebs kommen diese Rezeptoren ver-
mehrt auf der Zelloberflache der Tumorzellen vor. Durch die hohe Anzahl dieser Re-
zeptoren wird ein erhohtes Wachstumssignal ins Innere der Zelle weitergeleitet,
wodurch es zu einer haufigen Teilung der Tumorzellen kommt. Trastuzumab bindet an
die Rezeptoren und inhibiert so die Proliferation und damit das Wachstum von HER2-

abhangigen Tumorzellen [36].

Im Jahr 2002 wurde Adalimumab als erster Antikorper aus Phagen-Display auf dem
Markt zugelassen. Abbvie's Humira® ist eines der Medikamente die Adalimumab ent-

halten und seit es auf dem Markt ist, ist es eines der erfolgreichsten Therapeutika. Aus
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pharmazeutischer Sicht ist dieser Antikorper ein Blockbuster: So erzielte das Medika-
ment im Jahr 2018 einen weltweiten Umsatz von tiber 19 Milliarden US-Dollar und ist
damit das umsatzstarkste Medikament gewesen [37]. Es kann gegen eine Vielzahl von
immunvermittelten Erkrankungen wie Morbus Crohn, rheumatoider Arthritis oder
Psoriasis (Schuppenflechte) eingesetzt werden [38]. Krankheitsausldsend ist bei allen
diesen Erkrankungen der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), der das Antigen fiir Ada-
limumab darstellt. Die genaue Apoptose-auslosende Wirkung des Antigens ist im Ka-
pitel 3.3 naher beschrieben. Auf Grund der Einsetzbarkeit gegen eine Vielzahl von
Krankheiten, sind weitere Medikamente, die gegen TNF-a wirken, entwickelt worden
[39]. Neben dem bereits genannten Adalimumab, zeigt Tabelle 3.1 weitere therapeuti-
sche Antikorper und ihre Zusammensetzung gegen dieses Antigen, dabei wurden Bio-
similars bei dieser Betrachtung nicht berticksichtigt.

Tabelle 3.1: Therapeutische Anti-TNF-a-Antikorper, die bereits auf dem Markt sind. Ausgeschlossen sind Bi-

osimilars der einzelnen Medikamente. TNFR2 = Tumornekrosefaktor-Rezeptor 2, Fc = Fragment crystallizable, PEG

= Polyethylenglycol, Fab = Fragment antigen binding [38-42].

Antikérper | Antikérperkon- Medikament | Therapeutischer Einsatz
strukt
Adalimumab | Vollstidndig humaner | Humira® Morbus Crohn, rheumatoide Ar-
IgG thritis, Psoriasis-Plaque, Spondy-
litis ankylosans, Colitis ulcerosa,
Akne inversa
Infliximab Chimarer IgG Remicade® Morbus Crohn, rheumatoide Ar-
thritis, Psoriasis, Spondylitis an-
kylosans, Colitis ulcerosa
Etanercept Dimeres TNFR2- Enbrel® rheumatoide Arthritis, Psoriasis-
Fusionsprotein mit ei- arthritis
nem IgG-Fc-
Fragment
Golimumab Vollstindig humaner | Simponi® rheumatoide Arthritis, Psoriasis-
IgG arthritis, Spondylitis ankylosans
Certolizumab | PEGyliertes Fab- Cimizia® Morbus Crohn, rheumatoide Arth-
pegol Fragment eines ritis
humanisierten mAk
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3.2 Herstellungsprozess monoklonaler Antikorper

Der Herstellungsprozess fiir monoklonale Antikorper ldsst sich in zwei Teile untertei-
len: Den Upstream- und den Downstream-Prozess. Hierbei stellt der Upstream-Prozess
die Kultivierung von Zellen dar und somit die Produktion des Antikorpers. Frither wur-
den Antikoérper haufig aus tierischem Serum gewonnen. Dies hat zwei entscheidende
Nachteile: Zum einen missen viele komplexe Komponenten des Serums abgetrennt
werden und zum anderen besteht ein ethisches Problem bei der Verwendung von Ver-
suchstieren. Beiden Problemen wird mit der biotechnologischen Produktion von mAks
entgegengewirkt [43]. Im Downstream-Prozess wird die Aufreinigung des Antikdérpers

durchgefiihrt.

3.2.1 Kultivierung von Zellen zur Produktion von Antikérpern

Heutzutage werden therapeutische Antikorper in verschiedenen rekombinanten Zell-
linien produziert. Dazu gehoren sowohl Bakterien (z.B. Escherichia coli), Hefezellen o-
der die am haufigsten verwendeten Saugetierzellen [44]. Sdugetierzellen werden be-
vorzugt zur Produktion von Antikérpern genutzt, da sie in der Lage sind, den mAk mit
einem humanahnlichen Glykosylierungsmuster zu produzieren [13]. Zu den Sdugetier-
zellen zdhlen z.B. die Chinese Hamster Ovary (CHO) Zellen, welche sich auf Ovarienzel-
len eines weiblichen Hamsters zurtickfiihren lassen. Aus diesen Zellen hat T. Puck 1957
eine immortalisierte Zelllinie abgeleitet, die spater fiir die Suspensionskultur adaptiert

wurde [45].

Im Upstream-Prozess wurden bereits signifikante Optimierungsfortschritte erzielt,
Zelldichten und Produkttiter sind im Laufe der Jahre enorm gestiegen [46, 47]. So wur-
den in den Anfangen der Bioprozesse zur Herstellung von Antikérpern Konzentratio-
nen von gerade einmal 100 mg/L erreicht, bereits ein paar Jahrzehnte spater waren
Antikorpertiter von 1 - 5 g/L auf Grund hoherer Zelldichten, neuer Medien und ldnge-
rer Prozesszeiten der Standard. Durch weitere Entwicklungen von spezifischen Feed-
Strategien zu definierten Zeitpunkten der Kultivierung konnen mit einer Zelldichte von
iiber 20-10¢ Zellen/mL Antikoérperkonzentrationen von 10 g/L erreicht werden [48].
Durch die aktuelle Forschung im Bereich von kontinuierlichen Prozessen, wie z.B. Per-

fusionskultivierungen, werden weitere Produktsteigerungen angestrebt und erreicht.

10
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Hierbei werden konstant Nahrstoffe hinzugegeben und Nebenprodukte entfernt, wéah-
rend die Zellen im Bioreaktor verbleiben [49]. Kuczweski et al. (2011) konnten mit die-

ser Prozessweise einen Produktiter von 27 g/L erreichen [50].

Monoklonale Antikorper werden von den CHO-Zellen ins Medium sekretiert und liegen
im Uberstand der Kultivierung vor [51]. Der letzte Schritt des Produktionsprozesses
ist die Zellernte, bei der die Abtrennung der Zellen vom Zellkulturiiberstand erfolgt.
Eine im Labormafistab viel verwendete und kostenglinstige Methode ist die Zentrifu-
gation, bei der die Zellen und Zelltrimmer sedimentieren und der mAk im Uberstand
verbleibt. Alternativ kann die Tiefenfiltration eingesetzt werden, bei der der Zellkultu-
riiberstand auf aus Cellulose bestehende Filtersysteme gegeben wird, welche als Fil-
terhilfsmittel Kieselgur enthalten kénnen [52, 53]. Hierbei werden die Zellen sowie
Zelltrimmer durch die Filter zuriickgehalten und vom mAk enthaltenen Zellkultu-
riiberstand getrennt. Mit dem jeweils erhaltenen Zellkulturiiberstand wird die Aufrei-

nigung des Antikorpers gestartet.

3.2.2 Aufreinigung von Antikérpern

Der klassische Downstream-Prozess monoklonaler Antikérper ist in Abbildung 3.2 ge-
zeigt. Er kann typischerweise in sechs Schritte unterteilt werden und stellt einen Refe-
renzrahmen dar, der je nach Antikérper und deren spaterer Verwendung angepasst

werden kann [54].

Protein A- L L e .
[ Chromatographie H Virusinaktivierung H Polishing-Schritt 1 }—‘
L[ Polishing-Schritt 2 H Virusfiltration H Ultra-/Diafiltration H F|na|e:nPALodukt: ]

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung zur Gewinnung eines mAk (Abbildung nach [14]).

Der erste Schritt der Aufreinigung, auch Capture-Schritt genannt, eines mAk ist im Re-
gelfall der Protein A-Chromatographieschritt. Hierbei kommt es zu einer Bindung zwi-
schen dem Fc-Fragment (Fragment crystallizable) des Antikérpers und des an das Sau-
lenmaterial immobilisierten Protein A [55, 56]. Das Fc-Fragment wird durch die kon-
stanten Regionen CH2 und CH3 der schweren Kette des Antikorpers gebildet (Abbil-

dung 3.1). Protein A ist ein kleines Zellwandprotein, das aus Staphylococcus aureus
11
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stammt. Protein A bindet spezifisch an das Fc-Fragment von Antikérpern, da dieses
eine hoch konservierte Struktur darstellt. Die Bindung ist reversibel und kann durch
einen geeigneten Elutionspuffer mit niedrigem pH-Wert wieder gelost werden. In die-
sem Schritt findet eine Aufkonzentrierung des Antikdrpers statt [57]. Das Sdulenmate-
rial dieses chromatographischen Schritts ist im Vergleich zu den weiteren chromato-
graphischen Schritten kostenintensiver. Auch ist die Protein A-Chromatographie in Be-
zug auf technische Aspekte wie Sdulenabmessungen, Durchflussraten und dynamische
Bindungskapazitidten unproduktiver als die folgenden chromatographischen Po-
lishing-Schritte [14, 58]. Aufgrund des Fehlens tragfahiger Alternativen, die eine ver-
gleichbare Reinigungsleistung gewdahrleisten, bleibt die Affinitatschromatographie je-
doch der am weitesten verbreitete Capture-Schritt und damit ein wichtiger Schritt der
Antikorperaufreinigung. Allerdings sind alternative Ansidtze, wie die Kationenaus-
tauschchromatographie, derzeit in der Entwicklung [44, 59]. Durch den Protein A-

Schritt kann bereits eine Reinheit von tiber 95 % erreicht werden [60].

Dem Protein A-Schritt folgt als zweiter Schritt eine virale Inaktivierung im sauren Elu-
tionspuffer der Protein A-Chromatographie. Durch die saure Umgebung werden die auf
der Oberfldache von Viren sitzenden Glykoproteine chemisch verandert, wodurch even-
tuell vorhandene Viren nicht mehr in der Lage sind andere Zellen zu infizieren [61].
Anschlief3end folgen zwei chromatographische Polishing-Schritte, um zuriickgeblie-
bene Verunreinigungen aus dem Herstellungsprozess wie DNA oder Wirtszellproteine
zu entfernen. Dabei kommt vermehrt die Kombination von zwei der drei folgenden
Saulen zum Einsatz. Eine ist die hydrophobe Interaktionschromatographie, mit der Ag-
gregate mit hohem Molekulargewicht wie nicht aktive Antikdrperaggregate entfernt
werden konnen. Bei den anderen beiden handelt es sich um die Kationen- und Anio-
nenaustauschchromatographie. Die Kationenaustauschchromatographie wird ver-
wendet, um Wirtszellproteinverunreinigungen und ausgewaschenes Protein A zu ent-
fernen. Bei der Anionenaustauschchromatographie wird hauptsachlich DNA aus den
Proben entfernt [14, 62]. Ein folgendes virales Filtrationsverfahren zur Komplemen-
tierung der Virusinaktivierung wird durchgefiihrt, um die biologische Sicherheit fiir
spatere Anwendungen zu gewahrleisten [63]. Als letzter Schritt folgt eine Ultrafiltra-

tion/Diafiltration um den mAk in seinen Formulierungspuffer zu iiberfiihren [14]. Die

12
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Endkonzentration bei kommerziellen mAks bewegt sich in einem Bereich von 2 bis

200 mg/mL [64].

Kiinftige Herausforderungen der industriellen Antikérperaufreinigung werden in wei-
ter steigenden Zellkulturtitern liegen, da mit Hochzelldichtekultivierung und Perfusi-
onskultivierung der Grundstein fiir hohere Antikorperkonzentrationen gelegt wurde.
Der Downstreambereich muss sowohl den hohen Aufreinigungsanspruch erfiillen als
auch mit steigenden Kultivierungsgrofien umgehen [65]. Dabei ist der Einsatz von kon-
tinuierlichen Chromatographien statt der konventionellen Batch-Chromatographie Ge-
genstand aktueller Forschung. Vor allem die Nachteile des Batch-Prozesses, der kos-
tenintensiver ist, langsamer ablauft und nicht die volle Ausnutzung der Gesamtkapazi-

tat gewahrleistet, sollen dabei tiberwunden werden [65].

3.3 Bioaktivitatsassay

Fiir den Einsatz in Medikamenten muss der Antikorper seine biologische Aktivitit im
Menschen wirksam und zuverlassig ausiiben. Daher muss zum einen ein biologisch ak-
tiver Antikorper hergestellt werden, und zum anderen darf der mAk seine Aktivitat
nicht durch einen Aufreinigungsschritt verlieren. Bioaktivitatstest werden verwendet,

um die Bioaktivitat von Antikérpern nach ihrer Produktion zu untersuchen.

Als Beispiel fiir einen Bioaktivitatstest fiir einen mAk wird hier als Antigen der Tumor-
nekrosefaktor (TNF)-a betrachtet. Eine erh6hte Konzentration des Zytokins TNF-a ist
der Ausloser bei verschiedenen chronischen immunvermittelten Entziindungskrank-
heiten, wie Morbus Crohn oder rheumatoider Arthritis [66, 67]. Bei diesen Krankheiten
wirkt das 17 kDa grofde Protein als Initiator des physiologischen Prozesses des pro-
grammierten Zelltods, der Apoptose. TNF-a bindet an einen sogenannten Todesrezep-
tor, den Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR-1), und 16st dadurch die molekulare

Kaskade fiir die Apoptose aus. Der Signalweg ist in Abbildung 3.3 dargestellt.
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Abbildung 3.3: Molekulare Kaskade der Apoptose, ausgelost durch TNF-a, welches an TNFR-1 bindet. Es sind

die beteiligten Proteine und deren Wirkung aufeinander dargestellt (modifiziert nach [68]).

Im Normalfall ist die Todesdomiane des Rezeptors TNFR-1 durch ein Silencerprotein
(Silencer der Todesdoméne, SODD) blockiert. Kommt es aber zur Bindung von TNF-«a
an diesen Rezeptor wird eine Reaktionskaskade in der Zelle ausgeldst. Sie beginnt mit
der Bindung von zwei Adapterproteinen (TNF-assoziierte Todesdomane, TRADD und
Fas-assozierte Todesdoméane, FADD), welche weitere Proteine binden und aktivieren.
Zum einen wird iiber die Caspase-8 im Mitochondrium die Caspase 9 ausgeldst, welche
wiederum einen aktivierenden Einfluss auf die Caspasen 3 und 7 hat. Zum anderen
wird die Nuclease EndoG, ebenfalls iber das Mitochondrium, angeregt. Die Caspasen 3
und 7 aktivieren ihrerseits die Nuclease Caspase-aktivierte DNase (CAD). Beide
Nucelasen (EndoG und CAD) kénnen DNA-Fragmentierungen oder Chromatinkonden-

sationen und damit den Tod der Zelle hervorrufen [69].

Bei der Zugabe von TNF-a auf eine TNF-a-sensitive Zelllinie wird die Apoptose der Zel-
len ausgelost. Durch parallele Zugabe eines Neutralisators wird das freie TNF-a gebun-
den und der Signalweg damit nicht ausgeldst. Durch dieses Abfangen des Zytokins blei-

ben die Zellen viabel. Einige bereits als Therapeutika eingesetzt mAks zdhlen zu den
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TNF-a-Neutralisatoren (Tabelle 3.1, Kapitel 3.1.1). Ihr Fab-Fragment (Fragment anti-
gen binding), bindet an das freie TNF-a und verhindert so dessen Bindung an den
TNFR-1-Rezeptor. Beim Fab-Fragment handelt es sich jeweils um die variablen Regio-
nen einer schweren sowie einer leichten Kette, die in Kombination die Antigenbin-
dungsstelle darstellen. Die Bioaktivitat des Antikorpers ist bei erfolgreicher Bindung
an das Antigen nachgewiesen, da die Apoptose-auslésende Wirkung blockiert ist und
die Zellen viabel bleiben. Sterben die Zellen trotz Zugabe des Antikorpers ab, so ist die-

ser nicht biologisch aktiv.
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4 Experimentelle Arbeiten

Ziel dieser Arbeit ist die Aufreinigung und Analytik eines in chinesischen Zwerghams-
terovarien (CHO)-Zellen produzierten monoklonalen Antikérpers (mAk). Der mAKk ist
150 kDa grof3, wobei die schwere Kette 50 kDa und die leichte Kette 25 kDa ausma-
chen. Er gehort zum Typ der I[gG1-Antikérper und richtet sich gegen den Tumornekro-
sefaktor (TNF)-a. Die experimentellen Daten konnen in drei Bereiche unterteilt wer-
den: Zum einen die analytischen Methoden und Stabilitatsexperimente (Kapitel 4.1).
Hierbei wurden verschiedene chromatographische Methoden an der Hochleistungs-
fliissigchromatographie getestet, um die Quantitit des Antikérpers zu bestimmen. Au-
Berdem wurden diese Methoden verwendet, um die Stabilitit des mAks bei unter-
schiedlichen pH-Werten und verschiedenen Salzkonzentrationen zu untersuchen.
Ebenfalls stellt die Aufarbeitung des mAks (Kapitel 4.2) ein Kapitel dar, wobei sowohl
die Zellabtrennung als auch die folgenden verschiedenen chromatographischen
Schritte betrachtet wurden. Dabei wurden Optimierungen des Capture-Schritts sowie
der Polishing-Schritte durchgefiihrt. Der dritte Teil beschaftigte sich mit der Etablie-
rung eines Bioaktivitatsassays und dem Nachweis der Bioaktivitit des mAks (Kapitel

4.3). Dieser Abschnitt stellt im Gegensatz zum ersten Teil die Qualitatskontrolle dar.

4.1 Analytische Methoden und Stabilitatsexperimente

Die Kultivierung der CHO-Zellen wurde im Rahmen weiterer Doktorarbeiten
(Tamanna Nagraik und Jana Schellenberg, Institut fiir Technische Chemie, Leibniz Uni-
versitat Hannover) durchgefiihrt. Hierbei wurden die Zellen in verschiedenen Bioreak-
toren (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen, DE) zur Herstellung des mAks kulti-
viert. Nach einer Vorkultur bis zur fiinften Passage, wurde die Hauptkultur mit einer
Zellzahl von 0,3 x 106 Zellen-mL-1 angeimpft. Die Kultivierung verlief bei 36,8°C, einem
pH-Wert von 7,1 und 60 % pO: iliber zwolf Tage (siehe Kapitel B.1, Material und Me-
thoden). Der mAk wurde hierbei in den Uberstand sekretiert. Es wurde jeden Tag wih-
rend einer 2 L Kultivierung eine Probe entnommen. Die Zellen und Zelltriimmer der

Proben wurden mittels Zentrifugation vom Uberstand separiert und der Uberstand
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mittels Gradientengel (4 - 20 %), eine Variation der Natriumdodecylsulfat-Polyac-
rylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), unter nicht-reduzierenden Bedingungen ana-

lysiert und densitometrisch ausgewertet (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Proteinzusammensetzung einer 2 L CHO-Kultivierung zur Produktion eines mAK. A: Gradien-
tengel (4 - 20 %) der Kultivierung, M = Groflenstandard (Unstained Protein Ladder), 0-12 = Kultivierungstage;
nicht-reduzierende Bedingungen. B: Densitometrische Bestimmung der {liber das Gradientengel bestimmten Pro-
teinzusammensetzung, Prozentzahl der Verunreinigungen, der Aggregate, des kompletten mAk sowie der einzelnen

schweren (HC) und der einzelnen leichten Kette (LC).

Abbildung 4.1, A zeigt ab Tag 3 intensive Banden bei etwa 150 kDa, welche dem Anti-
koérper zugeordnet werden kdnnen. Mit steigender Kultivierungsdauer stieg auch die
Intensitat der mAk-Bande, was fiir eine steigende Produktion des Antikorpers spricht.
Die Banden mit einem Molekulargewicht grofder als 150 kDa, deuten auf Aggregate des
mAks hin, da CHO-Zellen keine zelleigenen Proteine mit einer solchen molekularen
Masse besitzen [70]. Ebenfalls trat eine schwache Bande bei etwa 50 kDa auf, welche
der schweren Kette (HC, heavy chain) zugeordnet werden kann, und eine intensivere
Bande bei 25 kDa, welche wiederum der leichten Kette (LC, light chain) des Antikor-
pers zugeordnet werden kann. Dies stimmt mit der Literatur iiberein, da die LC im Ver-
haltnis zur HC in gréfderer Menge produziert werden muss, damit die Menge an gebil-
detem mAk maximal wird [71, 72]. Bei allen weiteren im Gel erkennbaren Banden han-

delt es sich um Verunreinigungen durch Wirtszellproteine.
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Uber eine densitometrische Bestimmung kann das Verhiltnis der einzelnen nachge-
wiesenen Komponenten zueinander bestimmt werden (Abbildung 4.1, B). Ab Tag 5
konnen Aggregate nachgewiesen werden, die zum Ende der Kultivierung etwa 14 %
ausmachen, wobei sich ihre prozentuale Menge ab Tag 7 nicht weiter erhoht. Die Erho-
hung der Verunreinigungen auf bis zu 20 % am Ende der Kultivierung ist auf abster-
bende Zellen zuriick zu fiihren. Sterben die CHO-Zellen wahrend der Kultivierung ab,
setzen sie ihre Wirtszellproteine frei. Uber die Dauer der Kultivierung sinkt der Pro-
zentanteil der mAk-Bande von anfanglich 90 auf 50 %, wobei der Riickgang zwischen
Tag 7 und 12 niedriger ausfallt als zwischen Tag 3 und 7. Der prozentuale Anteil des
mAKks spiegelt aber nicht die absolute Menge des mAks wider. Fiir eine erfolgreiche
Kultivierung ist nicht der prozentuale Anteil des mAks entscheidend, sondern die Kon-

zentration des mAks im Uberstand.

4.1.1 Protein A-Chromatographie zur Quantitatsbestimmung

Um die Konzentration des mAks zu bestimmen, wurde eine Protein A-Chromatogra-
phie an der Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) optimiert und durchgefiihrt.
Ziel der Etablierung dieser Methode ist die genaue und reproduzierbare Bestimmung
der Antikérperkonzentration im Uberstand einer Probe. Fiir diese Versuche wurde
eine Protein A-Saule (POROS® A 20 pm) von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
verwendet. Das Prinzip der Protein A-Affinititschromatographie beruht auf einem
Zwei-Puffer-System. Der Aquilibrierungspuffer soll optimale Bindungsbedingungen
fiir den mAk an die Saule schaffen, wahrend tiber einen pH-Shift in den sauren Bereich

der mAk mittels Elutionspuffer wieder von der Saule gelost werden soll.

Zu Beginn wurde der Elutionspuffer optimiert, da erst nach einer optimierten Elution
die Bindungsbedingungen untersucht werden kénnen [73]. Es wurde ein Puffersystem
verwendet, dass Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) fiir diese Saule empfiehlt,
bestehend aus Natriumphosphat (gemischt aus Natriumdihydrogenphosphat und Di-
natriumhydrogenphosphat) als Aquilibrierungspuffer und einem salzsidurehaltigem
Elutionspuffer [74]. Dem Elutionspuffer wurde Glycin beigefligt, da Aminosduren in
wassrigen Phasen eine stabilisierende Wirkung auf Proteine aufweisen. Glycin konkur-

riert mit dem mAk um die vorhandenen Wassermolekiile des Puffers. So wird die durch
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die Salzsdure katalysierte Hydratisierung des mAks herabgesetzt. Die Bindung zwi-

schen dem Protein A und dem mAk kann besser geldst werden [75].

Uber ein Design of Experiment (DoE) wurde zunichst der Elutionspuffers und an-
schlieBend der Aquilibrierungspuffer optimiert. Bei einem DoE werden mehrere Vari-
ablen gleichzeitig systematisch verdandert und ihr Einfluss auf festgelegte Zielgrofden
untersucht. Der Versuchsraum zeichnet sich durch Zentral- sowie Eckexperimente aus.
Die Ergebnisse liefern Aussagen liber den gesamten Versuchsraum zu der optimalen
Auspragung der Variablen. Die mehrfach durchgefiihrten Zentralexperimente stellen
dabei die Reproduzierbarkeit des Versuchs dar. Die Eckexperimente hingegen testen

verschiedene Auspragungskombinationen der Variablen [76].

Optimierung des Elutionspuffers

Das vollfaktorielle Versuchsdesign, sieben Versuche, liber die getesteten Bedingungen
des Elutionspuffers wurde mit Hilfe des Programms MODDE® (Sartorius Stedim Bio-
tech GmbH, Gottingen, DE) erstellt. Die zu untersuchenden Faktoren waren dabei zum
einen der pH-Wert und zum anderen die Flussrate. Der pH-Wert beeinflusst die La-
dung, die fiir die Bindung zwischen Antikorper und den Liganden der Saule sorgen
[77]. Die Flussrate hingegen beeinflusst die Trenneffizienz und die Zeit, die fiir die Bin-
dung zur Verfiigung steht [78]. Die Zielgrof3en dieses DoE waren zum einen die Retenti-
onszeit des Antikorperpeaks und zum anderen die Antikorperpeakflache welche pro-
portional zur Antikérpermenge ist. Die Peakflache spiegelt folglich die Konzentration
des Antikorpers wider. Uber die Retentionszeit hingegen lisst sich ermitteln, ob der
Antikorperpeak erst in der Elutionsphase detektiert wird. Eine von Sartorius Stedim
Biotech GmbH (Gottingen, DE) zur Verfligung gestellte gereinigte Antikorperlésung
wurde fiir jeden der Versuche auf 200 pg:mL-1 verdiinnt und jeweils 100 pL pro Mes-
sung injiziert. Es wurden sieben Experimente, von denen drei Zentralexperimente dar-
stellen, durchgefiihrt. Die genaue Durchfiihrung ist unter B.3.1 (Material und Metho-
den) beschreiben. Die Ergebnisse der einzelnen Messungen wurden statistisch mit
MODDE® aufbereitet und daraus ein Modell zur Beschreibung der Zielgrofien in Ab-
hangigkeit der Flussrate und des pH-Wertes gebildet (Abbildung 4.2). Die Reprodu-
zierbarkeit der Retentionszeit lag bei 83 % und die der Antikorperpeakfldache bei 97 %.
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Retentionszeit [min] B Antikérperpeakfliche [10°mV-min]

pH[/]

2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4
Flussrate [mL-min-!] Flussrate [mL-min!]

Abbildung 4.2: Contour-Plots der Optimierung des Elutionspuffers mittels DoE. A: Retentionszeit in Abhan-
gigkeit von der Flussrate und dem pH-Wert. B: Peakflache in Abhdngigkeit von der Flussrate und dem pH-Wert
(modifiziert nach [79]).

Sowohl die Flussrate als auch der pH-Wert sind signifikante Einflussfaktoren fiir die
Retentionszeit (Abbildung 4.2, A). Durch eine hohere Flussrate in Verbindung mit ei-
nem niedrigen pH-Wert wurde eine schnellere Elution erreicht. Bei schnelleren Fluss-
raten ist im Vergleich zu langsameren Flussraten die Interaktionszeit des mAks mit
dem Sdulenmaterial verkirzt. Auflerdem stehen die Sduremolekiile mit dem mAKk in
direkter Konkurrenz um die Bindungsdomaéne des Protein A, wodurch bei geringerem
pH-Wert der mAk besser verdrangt werden kann. Der pH-Wert hatte auf die Antikor-
perpeakflache keinen signifikanten Einfluss (Abbildung 4.2, B), die Flussrate hingegen
schon. Je kleiner die Flussrate ist, desto grofder ist die Antikorperpeakflache. Die Flache
des Antikorperpeaks sollte maximal sein, da somit gewahrleistet war, dass der mAk
komplett von der Saule eluiert wurde. Je geringer die Flussrate umso grofier die Peak-
flache, wodurch sich zwar die Retentionszeit verlangert, was aber durch einen mog-
lichst niedrigen pH-Wert ausgeglichen werden konnte. Entsprechend der Van-Deem-
ter-Gleichung fithren geringe Flussraten zu einer héheren Trenneffizienz [78]. Dabei
ist allerdings auch zu beachten, dass die Flussrate nicht unendlich klein werden kann,
da sonst Diffusion die Trennschéarfe der Chromatographie wieder verschlechtert. Bei

einer Flussrate von 1 mL-min-1 kam es entsprechend der Van-Deemter-Gleichung zu
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einer weiteren Erh6hung der Antikdrperpeakflache auf 2,3 10émV-min. Daher wurde

die Flussrate auf 1 mL-min-! festgelegt und der pH-Wert des Elutionspuffers auf 2.

Ebenfalls getestet wurde Natriumchlorid (NaCl) als Additiv im Elutionspuffer, da es die
Aggregatbildung von Antikoérpermolekiilen verhindert, indem intermolekulare Wech-
selwirkungen unterdriickt werden [80, 81]. Aufierdem verhindert es hydrophobe
Wechselwirkungen der Probe mit dem Sdulenmaterial selbst. Die Probenvorbereitung
sowie der Aquilibrierungspuffer entsprachen den Bedingungen des vorangegangenen
DoE. Getestet wurden NaCl-Konzentrationen zwischen 0 und 1500 mM. In Abbildung
4.3 sind die ermittelten Peakflachen gegen die getesteten Salzkonzentrationen im Elu-

tionspuffer aufgetragen.

5 4

Antikérperpeakflache [10°mV-min]

0 100 150 300 500 750 1000 1500
NaCl-Konz. [mM]

Abbildung 4.3: Ermittelte Antikérperpeakflichen an der HPLC mittels Protein A-Chromatographie aufge-

tragen gegen die NaCl-Konzentration des Elutionspuffers.

Bei einer Salzkonzentration von 500 mM NaCl konnte die grofdte Peakflache erreicht
werden. Die grofdte Peakflache entspricht auf Grund des proportionalen Zusammen-
hangs auch der grofdten Antikdpermenge, die eluiert wurde. Sowohl niedrigere als auch
hohere Salzkonzentrationen ergaben eine geringere Antikérperpeakflache. Fiir alle
weiteren Experimente wurde der Elutionspuffer mittels Salzsdure auf einen pH-Wert
von 2 eingestellt und neben dem Zusatz von 100 mM Glycin wurden 500 mM NaCl bei-

gefligt. Auferdem wurde die Flussrate von 1 mL-min-! verwendet.
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Optimierung des Aquilibrierungspuffers

Nach der Optimierung der Elution folgte die Optimierung des Aquilibrierungspuffers
fir die Protein A-Affinitdtschromatographie. Die zuvor untersuchte Flussrate wurde
hierbei ibernommen. Fiir den vollfaktoriellen DoE, sieben Versuche, wurden die NaCl-
Konzentration sowie der pH-Wert als Variablen festgelegt, da sich ihr Einfluss bereits
bei der Optimierung des Elutionspuffers als relevant erwies. Die pH-Wert-Grenzen ent-
sprachen dabei dem Pufferbereich von Natriumphosphatpuffer in der Mischung von
Dinatriumhydrogenphosphat und Natriumdihydrogenphospaht (pH-Werte 6 bis 8).
Aufierdem wurde eine NaCl-Konzentration von 0 bis 500 mM untersucht. Als Zielgro-
3en diente erneut die Antikérperpeakflache, da diese proportional zur Antikérper-
menge ist. Die Antikorperpeakflache sollte dementsprechend maoglichst grof$ sein. Au-
f8erdem wurde die Flache des Durchflusspeaks betrachtet. Diese sollte moglichst klein

sein, da sie die Menge an nicht gebundenem Antikorper reprasentiert [82].

Es wurde jeweils gereinigte Antikorperlésung mit einer Antikdrper-Konzentration von
200 pg'mL-1 verwendet und jeweils 100 pL pro Messung injiziert Mit den unterschied-
lichen Aquilibrierungspuffern wurden sieben Experimente, von denen drei Zentralex-
perimente darstellten, durchgefiihrt. Die Ergebnisse der einzelnen Messungen wurden
statistisch mit MODDE® aufbereitet. Abbildung 4.3 zeigt die Ergebnisse des DoE des
Aquilibrierungspuffers. Die Reproduzierbarkeit der Fliche des Durchflusspeaks lag bei
80 % und die der Antikorperpeakflache bei 92 %.
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Fliche des Durchflusspeaks [10°mV-min] Antikorperpeakfliche [10°mV-min]
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Abbildung 4.4: Contour-Plots der Optimierung des Aquilibrierungspuffers mittels DoE. A: Fliche des Durch-
flusspeaks in Abhdngigkeit vom Salzgehalt und dem pH-Wert. B: Flache des Antikérperpeaks in Abhdngigkeit vom
Salzgehalt und dem pH-Wert (modifiziert nach [83]).

Die NaCl-Konzentration hat keinen Einfluss auf die Peakflache des Durchflusses (Ab-
bildung 4.4, A). Der pH-Wert hingegen sollte méglichst hoch sein, da die Peakflache und
damit die nicht gebundene Antikdrpermenge mit steigendem pH-Wert kleiner wurde.
Auf den Antikérperpeak haben sowohl der pH-Wert als auch die Salzkonzentrationen
einen Einfluss (Abbildung 4.4, B). Die Flache dieses Peaks soll maximal sein, was so-
wohl durch eine Erh6hung des pH-Wertes als auch durch eine Erh6hung der Salzkon-
zentration erreicht wird. Als optimaler pH-Wert wurde 7,9 festgelegt, da er eine grofde
Antikorperpeakflache ergab und das Mischungsverhaltnis bei der Puffervorbereitung
leicht herzustellen ist. Auflerdem wurde der Salzgehalt fiir alle zukinftigen Experi-

mente auf 500 mM NaCl festgelegt.

Fir die Protein A-Chromatographie an der HPLC konnten fiir einen schnellen und pra-
zisen Nachweis des Antikorpers und seiner Konzentrationsbestimmung folgenden Be-
dingungen festgelegt werden: 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,9 sowie 500 mM
NaCl im Aquilibrierungspuffer und 100 mM Glycin, pH 2 sowie 500 mM NaCl im Eluti-
onspuffer. AufRerdem wurde eine Flussrate von 1 mL-min-! fiir die ganze Methode fest-

gelegt.
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4.1.2 Vergleich SEC- und Protein A-Chromatographie

Bei der Protein A-Chromatographie weisen die eingesetzten Liganden eine hohe Bin-
dungsaffinitat zum mAk auf, wodurch ein spezifischer Nachweis des mAk stattfindet.
Zusatzlich sind Protein A-Saulen sehr robust, es kommt selten zu Verblockungen der
Sadule und sie konnen bei extremen pH-Werten eingesetzt werden [84, 85]. Neben der
Protein A-Affinitdtschromatographie kann aber auch eine Gréfdenausschlusschroma-
tographie (SEC, size exclusion chromatography) verwendet werden, um die Antikor-
perkonzentration an der HPLC zu bestimmen. Die SEC trennt im Gegensatz zur Protein
A-Chromatographie eine Probe nach der unterschiedlichen Gréfse der enthaltenen Be-
standteile auf, ohne spezifische Bindung an das Saulenmaterial. Dabei basiert diese
Trennung auf den unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten der Komponen-
ten durch ein feinporiges Gel, dementsprechend eluieren grof3e Molekiile zuerst [86].
Ihre pordse stationdre Phase ist im Vergleich zur Protein A-Saule anfalliger fiir Verblo-
ckungen. Ein Vergleich beider Methoden wurde durchgefiihrt, da das Injektionsvolu-
men der SEC nur 5 pL betrug, bei der Protein A-Methode waren es 100 pL. Wahrend
einer Kultivierung mit einem geringen Kultivierungsvolumen, ist das Volumen der Pro-
ben ebenfalls beschrankt. Mit der genommenen Probe werden neben der mAk-Quanti-
tat aber auch die Glucose-, Lactose-, Glutamin- und Glutamatkonzentration sowie die
Zelldichte und Viabilitit der Zellen bestimmt. Ein geringeres Probenvolumen fiir die
HPLC ist demnach zu bevorzugen. Aufderdem kann mittels SEC die prozentuale Menge
an Aggregaten in einer Probe bestimmt werden. Die zuvor optimierte Methode der Pro-
tein A-Chromatographie (Kapitel 4.1.1) wurde fiir den Vergleich verwendet. Fiir die
eingesetzte SEC-Saule (Yarra™ 3 pm SEC-3000, Phenomenex Inc., Torrance, USA)
wurde eine bereits optimierte Methode von Sartorius Stedim Biotech GmbH (Go6ttin-

gen, DE) zur Verfiligung gestellt [87].

Die SEC Methode setzte, im Gegensatz zur Protein A-Chromatographie, nur einen Puf-
fer voraus, da es zu keiner Bindung mit dem Saulenmaterial kommt. Hierbei wurde ein
100 mM Natriumphosphatpuffer mit 0,1 M Natriumsulfat bei einem pH-Wert von 6,6
verwendet. Bei der Protein A-Methode wurde als Aquilibrierungspuffer der 50 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7,9 und 500 mM NaCl und als Elutionspuffer 100 mM Gly-
cin, pH 2 mit 500 mM NaCl verwendet. Eine Messung dauerte genau wie bei der Protein

A-Saule 20 min und wurde ebenfalls mit einer Flussrate von 1 mL-min-1 durchgefiihrt.
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Der direkte Vergleich der beider Methoden wurde mit Kultivierungsproben einer 2 L

Reaktorkultivierung von Tag 2 bis Tag 12 durchgefiihrt (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Antikorperkonzentration einer 2 L Kultivierung mittels Protein A- und SEC-Saule, aufgetra-

gen iiber die Dauer der Kultivierung.

Abbildung 4.5 zeigt, dass sich die Konzentration des Antikorpers fiir beide Methoden
im Laufe der Kultivierung mit jedem Tag stetig erhoht. An Tag 12 wurden Antikorper-
konzentrationen von iiber 3 g-L-1 erreicht. Ebenfalls stimmt die Konzentration des
mAks mit beiden Methoden, fiir alle Kultivierungsproben an allen Tagen gut tiberein.
Lediglich an Tag 6, 7 und 12 wies die Protein A-Saule eine leicht hohere Antikérper-
konzentration auf. Beide Methoden sind geeignet die Antikérperkonzentration zu be-
stimmen. Die Dauer einer Messung war filir beide Methoden gleich. Hingegen bietet die
SEC methodisch den Vorteil, dass nur ein Puffer hergestellt werden musste und das
Injektionsvolumen mit 5 pL viel kleiner war als bei der Protein A-Chromatographie mit
100 pL. Ein weiterer Vorteil lag in der Auswertung der SEC, mit ihr konnte nicht nur
die Antikorperkonzentration bestimmt werden. Zusatzlich kann eine eindeutige Zu-
ordnung aller Peaks des Chromatogramms erfolgen, da alle Molekiile einer Probe nach-
einander eluieren. Uber verschiedene Proteine mit bekanntem Molekulargewicht, die
zu bestimmten Zeitpunkten eluieren, kann so eine Zuordnung der Peaks zu einem Mo-

lekulargewicht erfolgen. So konnten beispielsweise Antikérper-Dimere zugeordnet
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werden, genau wie Verunreinigungen, die entweder ein grofdes oder kleines Moleku-
largewicht besitzen. Damit lieferte die SEC eine zusatzliche qualitative Aussage, die mit

der Protein A-Chromatographie nicht getroffen werden konnte.

4.1.3 Stabilitat des mAks

Fiir die Aufreinigung des mAks, bei der verschiedene chromatographische Methoden
und damit verschiedene Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten und Salzkonzentrati-
onen verwendet werden, ist es wichtig zu wissen, bei welchen Bedingungen der mAk
intakt und stabil bleibt. Ebenfalls konnen diese Informationen hilfreich sein, wenn der
Antikorper auf Grund langerer Wartezeiten gelagert werden soll. In diesem Kapitel
werden die verschiedenen Faktoren (pH-Wert und Salzkonzentration) untersucht und

mittels SEC-Siule an der HPLC die Stabilitit des mAks beurteilt.

Einfluss des pH-Wertes

Zuerst wurde der Einfluss des pH-Wertes auf die Stabilitit des mAks untersucht und
anschliefdend die Kombination mit NaCl als Salz. Der Antikérper wurde bei verschiede-
nen pH-Werten in 1 mL 0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer bei 50°C iiber sieben Tage inku-
biert. Dieser Puffer wurde gewahlt, weil er durch unterschiedliches Mischen seiner bei-
den Komponenten einen breiten pH-Bereich von 2,2 bis 8,7 abdeckt. Bei der Auswahl
der Temperatur wurde sich an den Extrembedingungen bei Stabilitdtsuntersuchungen
der ICH (International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use)-Guideline orientiert, unter denen ein
Antikorper getestet wird, wenn er als Medikament zugelassen werden soll [88]. Fiir die
Experimente wurde eine durch Protein A-Chromatographie gereinigte Antikorperlo-
sung mit einer mAk-Konzentration von 1 g-L-1 verwendet. Analysiert wurden die Pro-
ben mit der in Kapitel B.3.2 (Material und Methoden) beschriebenen SEC-Methode, da
sie den Vorteil hat, neben der Antikérperkonzentration auch den Aggregat-Anteil oder
die Menge an Verunreinigungen aufzuzeigen (siehe auch Kapitel 4.1.2, Vergleich SEC-
und Protein A-Chromatographie). Nach der einw6chigen Inkubation wurde die Anti-
korpermenge in mg, die Aggregatmenge in % sowie die Reinheit in % bestimmt. Die

Reinheit kann hierbei als Qualitatsmerkmal der Probe gesehen werden. Sie wurde als
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Menge der Antikorperpeakflache im Vergleich zu allen Peakflachen des SEC-Chroma-
togramms berechnet. Alle Peaks neben dem Antikorperpeak, stellen Verunreinigungen
wie z.B. Wirtszellproteine, DNA, Antikorperfragmente oder Aggregate mit hohem Mo-
lekulargewicht dar [14, 89, 90]. Abbildung 4.6 zeigt die Ergebnisse der Stabilitatstests

des Antikorpers bei unterschiedlichen pH-Werten.
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Abbildung 4.6: SEC-HPLC-Ergebnisse nach Inkubation des mAKs bei 50°C fiir eine Woche bei verschiedenen
pH-Werten, von 2,2 bis 8,7.

Die hochste mAk-Menge wurde bei den pH-Werten 6 und 7 mit einer zugehorigen Ag-
gregatkonzentration von 0,2 bis 0,3 % beobachtet. Wobei bei einem pH-Wert von 6 die
Antikérpermenge hoher und der Prozentsatz an Aggregaten niedriger ist, somit ist hier
die Qualitat der inkubierten Antikorperlosung hoher. Die Formulierungspuffer fiir
mAks, die derzeit als Medikamente auf dem Markt sind, wie Humira®, Rituxan®, Her-
ceptin® und Avastin®, geben pH-Werte von 5 bis 6 an [91-94]. Dieser pH-Bereich ent-
spricht dem oben gezeigten Ergebnis beim pH-Wert 6. Auf Grund der niedrigen mAk-

Menge ist von einem pH-Wert von 5 fiir eine Lagerung abzusehen.

Flr hoheren pH-Werte (pH 8 und 8,7) konnten keine Aggregate mehr nachgewiesen
werden und diese Proben zeigten die hochste Reinheit. Diese hohen pH-Bereiche fallen

im Hinblick auf die Aufreinigung des Antikorpers allerdings weg, da die Menge an mAk
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deutlich geringer war als bei den pH-Werten 6 und 7. Auf3erdem liegen sie fiir die Po-
lishing-Schritte wie lonenaustauschchromatographie zu nah am Isoelektrischen Punkt
(pI) des Antikorpers von 8,25. Bei pH-Werten unter 5 hingegen war nur noch eine ge-
ringe Menge an mAk zu detektieren. Das bedeutet, dass wenig intakter Antikérper vor-
handen war, hier hat ein hoher Abbau des Antikdrpers stattgefunden. Trotz der Aggre-
gatbildung sind daher pH-Werte im Bereich von 6 bis 7 fiir die weiteren Aufreinigungs-

schritte und die Lagerung des Antikorpers zu bevorzugen.

Einfluss der Salzkonzentration

Zusatzlich zum pH-Wert wurde auch der Einfluss der Salzkonzentration, in Form von
NaCl, auf die Antikorperstabilitidt untersucht. Salz wird in den meisten Aufreinigungs-
schritten zugesetzt und ist daher sowohl beim chromatographischen Prozess aber

auch bei der Lagerung des Antikorpers von Bedeutung [90].

Es wurden zwei verschiedene pH-Bereiche untersucht. Zum einen wurden neutrale
pH-Werte und zum anderen saure pH-Werte untersucht. Da sowohl der Aquilibrie-
rungspuffer fiir die Protein A-Sdule bei der Aufreinigung als auch der Formulierungs-
puffer fiir I[gG-Antikérper neutrale pH-Werte erfordern, wurde der Einfluss von drei
NaCl-Konzentrationen (0; 0,5 und 1 M) mit den pH-Werten 5, 6 und 7 getestet. Hohere
pH-Werte konnten auf Grund der geringen mAk-Menge bereits beim vorherigen Ver-
such, der ausschliefdlichen Betrachtung des pH-Wertes, ausgeschlossen werden. Die
Versuchsdurchfiihrung entspricht der einw6chigen Inkubation bei 50°C des vorange-
gangenen Versuches mit einer mAk-Konzentration von 1 g-L-1in 1 mL 0,1 M Phosphat-
Citrat-Puffer. Die Auswertung erfolgte abermals iiber eine SEC-Messung (Abbildung
4.7).
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Abbildung 4.7: SEC-HPLC-Ergebnisse nach Inkubation des mAKks bei 50°C fiir eine Woche bei den pH-Werten

von 5 bis 7, sowie verschiedenen NaCl-Konzentrationen.

Die Messungen an der HPLC ergaben bei einem pH von 5 mit der Zugabe von NaCl keine
Verdanderung der gemessenen Parameter. Sowohl die mAk-Menge als auch die Reinheit
und der Aggregatanteil haben sich nicht verandert. Ohne Zugabe von Salz lag bei den
pH-Werten 6 und 7 die hochste Antikérperkonzentration und die hochste Reinheit vor,
allerdings konnten gleichzeitig auch jeweils Aggregate nachgewiesen werden. Die Zu-
gabe von Salz senkte zwar die mAk-Menge und damit die Reinheit leicht, eliminierte
aber auch die Bildung von Aggregaten komplett. Dabei fiihrte die Zugabe von 1 M NaCl
zu einem etwas grofderen Verlust der mAk-Menge und der Reinheit als die Zugabe von
0,5 M NaCl. Demzufolge ist die Zugabe von 0,5 M NaCl bei diesen pH-Werten von 6 und

7 sowohl moglich als auch hilfreich.

Fir die Aufreinigung und Analytik mit der Protein A-Saule ist ein niedriger pH-Wert
notig. Deswegen wurden zusatzlich die pH-Werte 2,5; 3 und 4 mit denselben NaCl-Kon-
zentrationen (0; 0,5 und 1 M) untersucht. Die Durchfiihrung entsprach hierbei eben-
falls der einwodchigen Inkubation bei 50°C mit einer mAk-Konzentration von 1 g-L-1 in
1 mL 0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer. Die Auswertung erfolgte iiber eine SEC-Messung an

der HPLC (siehe Kapitel 7.1, zusatzliche experimentelle Daten). Die bereits erwahnten
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negativen Auswirkungen des niedrigen pH-Wertes (Abbildung 4.6) konnten mit keiner
der zugegebenen Salzkonzentrationen verringert werden. Die Addition von Salz ergab
weder flir die mAk-Menge noch die Aggregatmenge oder die Reinheit eine nennens-

werte Verbesserung.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der mAk in einem pH-Bereich von 5 bis
8,7 sehr stabil ist, mit einem deutlichen Qualitatsverlust bei pH-Werten unter 4. Da der
mAk wahren der Aufreinigung sowohl bei der Elution von der Protein A-Saule als auch
bei der Virusinaktivierung niedrigen pH-Werten ausgesetzt ist, sollten diese Schritte
so kurz wie moglich gehalten werden. Bei neutralen pH-Werten verhindert die Zugabe

von Salz die Bildung von Aggregaten.

4.1.4 Fazit der analytischen Methoden und Stabilitatsexperimente

Bei der Protein A-Chromatographie konnte fiir die Aquilibrierung ein 500 mM Natri-
umphosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,9 und einer Zugabe von 500 mM Nac(l als
optimaler Puffer eingesetzt werden. Beim Elutionspuffer stellten sich 100 mM Glycin
und 500 mM NaCl bei einem pH-Wert von 2 als optimal dar. Fiir die ganze Methode
konnte eine Flussrate von 1 mL-min-! festgelegt werden, was einer Versuchsdauer von
20 min pro Probe entspricht. Die Affinitdtschromatographie konnte erfolgreich ver-

wendet werden, um die mAk-Konzentration in Kultivierungsproben zu bestimmen.

Beim Vergleich mit der SEC haben beide Methoden dieselben Ergebnisse geliefert, hin-
sichtlich der mAk-Konzentrationsbestimmung unterschieden sie sich nicht. Die SEC
bietet allerdings verschiedene Vorteile gegeniiber der Protein A-Chromatographie. Es
wird nur ein Puffer benoétigt, was in der Vorbereitung eine Zeitersparnis darstellt. Au-
3erdem ist das Probenvolumen mit nur 5 pL, gegentiber den 100 pL fiir die Protein A-
Saule, viel geringer. Damit ist die SEC sowohl fiir kleinere Reaktions- als auch Proben-
volumina von Vorteil. Des Weiteren konnen durch eine Zuordnung der Retentionszeit
von Proteinen mit bekannten Molekulargewichten alle Peaks des Chromatogramms ei-
nem bestimmten Molekulargewicht zugeordnet werden. So lassen sich z.B. mAk-Ag-

gregate genau identifizieren.
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Die Stabilitatsuntersuchung hat ergeben, dass der mAk ist bei pH-Werten unter 4 nicht
mehr stabil ist. Die nachgewiesene mAk-Menge ist bei den pH-Werten 6 und 7 am grof3-
ten, allerdings bilden sich auch nur bei diesen pH-Werten Aggregate. Die Aggregatbil-
dung kann wiederum durch Zugabe von 0,5 M NaCl verhindert werden. Somit wurde
die quantitative Analytik fiir den mAk erfolgreich etabliert und die optimalen Lage-

rungsbedingungen identifiziert.

4.2 Aufarbeitung des mAks

Zur Aufarbeitung von monoklonalen Antikérpern zahlt die Zellabtrennung, der Cap-
ture-Schritt mittels Protein A-Affinitatschromatographie und verschiedene Polishing-
Schritte (vergleiche Kapitel 3.2.2, Theorie). Alle diese Verfahren wurden vergleichend
untersucht und die chromatographischen Verfahren optimiert. Zusatzlich wurde die

optimale Kombination der Polishing-Schritte bestimmt.

Der Zellkulturiiberstand, der fiir die Aufreinigungsexperimente verwendet wurde,
wurde im Zuge weiterer Promotionsarbeiten generiert (Tamanna Nagraik und Jana
Schellenberg, Institut fiir Technische Chemie, Leibniz Universitdt Hannover). Die Kul-
tivierungen wurden dabei in CHO-Zellen der Zelllinie DG44 durchgefiihrt. Eine Fed-
Batch-Kultivierung wurde iiber 12 Tage durchgefiihrt (Kultivierungsbedingungen in
Kapitel 4.1, experimentelle Arbeiten oder Kapitel B.1, Material und Methoden). Nach
der Kultivierung sollte der Antikérper im Uberstand vorliegen. Zur Uberpriifung dieser
Annahme und um einen Verlust an mAk zu vermeiden, wurde ein Zellaufschluss durch-
gefiihrt. Dabei wurde die mAk-Konzentration iiber eine SEC-HPLC-Messung vor und
nach der Durchfiihrung des Zellaufschlusses verglichen. Der Zellaufschluss wurde je
zweimal 1 min mittels Ultraschall durchgefiihrt. Die mAk-Konzentration vor dem Zell-
aufschlusslagbei 2,04 g-L-1 und nach dem Zellaufschluss bei 2,07 g-L-1. Der Unterschied
der beiden Konzentrationen ist minimal und wird als vernachlassigbar betrachtet, der

Grof3teil des mAKks wird somit direkt in den Uberstand sekretiert.

4.2.1 Vergleich verschiedener Zellabtrennungsschritte

Nach der erfolgreichen Kultivierung der Zellen miissen diese, sowie Zelltrimmer aus
der Zellkulturbriihe entfernt werden, um mit der daraus resultierenden Losung die

chromatographischen Aufreinigungsschritte durchfiihren zu konnen. Die Anforderung
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an den Zellabtrennungsschritt ist enorm gestiegen, da tiber Hochzelldichte- oder Per-
fusionskultivierungen immer grofiere Zellkonzentrationen abgetrennt werden miis-
sen. Allerdings kdnnen mit diesen Kultivierungsstrategien auch deutlich hohere Anti-

korpertiter erreicht werden [48-50].

Fiir den Zellabtrennungsschritt konnen verschiedene Techniken eingesetzt werden,
bei der Aufreinigung von mAks kommen vor allem die Zentrifugation und die Filtration
zum Einsatz [52, 53, 90]. Die Zentrifugation ist eine kostengiinstige Methode und wird
haufig im Labormafistab verwendet. Im Prozessmaf3stab hingegen wird oft die Tiefen-
filtration eingesetzt, da sie zusatzlich zur Zellabtrennung zur Abreicherung von Konta-
minanten fithrt [53]. Uber Flokkulation kann eine weitere Abtrennungssteigerung der
Zentrifugation oder Filtration stattfinden [56]. Hierbei werden die Zellen und Zelltrim-
mer Uber ein Flockungsmittel zu grofieren Flocken vereint und anschliefiend aus der
Zellkulturbriihe entfernt. In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Verfahren fiir die-
sen Schritt im Hinblick auf ihren Abtrennungseffekt sowie den mAk-Gehalt im Uber-
stand miteinander vergleichen: Die Zentrifugation, die Tiefenfiltration und die Dyna-

mic Body Feed Filtration.
Die Zentrifugation erfolgte bei 4700 x g fiir eine Stunde bei 4°C.

Die Tiefenfiltration erfolgte mit Sartoclear MaxiCap® Filtern von Sartorius Stedim Bi-
otech GmbH (Gottingen, DE), der Aufbau der Tiefenfiltration ist in Abbildung 4.8 dar-
gestellt.
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Abbildung 4.8: Aufbau der Tiefenfiltration. A: Schematische Darstellung des Aufbaus. B: Foto des Aufbaus.

Fir die Tiefenfiltration wurden zuerst zwei Sartoclear MaxiCap® DL90 Filter (Sarto-
rius Stedim Biotech GmbH, Gottingen, DE) mit einer Porengréfie von 15 pm parallel
geschalten. Dahinter folgte ein in Reihe geschalteter Sartoclear MaxiCap® DL20 Filter
(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen, DE) mit einer geringeren Porengrofde von
0,8 um, und anschliefsend ein Sterilfilter (Sartopore 2 XLG, Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Gottingen, DE, Porengrofde 0,2 pm). Der Sterilfilter wurde eingesetzt, um das
grofde Volumen Zellkulturbriihe, welches aufgereinigt wurde hinterher sicher lagern
zu konnen. Vor den jeweiligen Filtereinheiten wurde der Druck kontrolliert (Abbildung

4.8 P1-P3).

Bei der Dynamic Body Feed Filtration wurde die Zellkulturbriihe mit befeuchtetem, y-
sterilisiertem Kieselgur gemischt und anschliefdend iiber einen Sartolab® Flaschenauf-

satzfilter (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen, DE) filtriert.

Fiir den Vergleich der drei Zellabtrennungsmethoden wurde derselbe Uberstand am
Ende einer Kultivierung von Tag 12 verwendet. Die Lebendzellzahl in der Zellkultur-
briihe betrug 15,75 Mio. Zellen-mL-1, bei einer Viabilitdat von 45,3 % und einer Triibung
von 5568 NTU. Die geringe Zellviabilitiat bedeutete, dass viele Zellen bereits abgestor-

ben waren, wodurch sich im Uberstand viele Zelltriimmer befanden, was wiederum die
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hohe Triibung erklart. Tabelle 4.1 fasst die Ergebnisse der einzelnen Methoden im Ver-
gleich zur Zellkulturbrithe zusammen. Die mAk-Konzentration sowie die Reinheit

wurde tiber eine SEC-HPLC-Messung bestimmt.

Tabelle 4.1: Ergebnisse des Zellabtrennungsvergleichs mittels Tiefenfiltration, Dynamic Body Filtration

und Zentrifugation.

Zellkultur- | Tiefen- Dynmaic | Zentrifu-
briihe filtration | Body Feed | gation
Filtration
Aufreinigungsvolumen [L] - 4 0,25 1
Dauer [min/L] - ~180 ~20 60
Triibung [NTU] 5568 39 37,9 119
mAKk-Konz. [g-L1] 3,17 2,18 2,88 3,12
Reinheit [%] 18,3 19,66 15,08 14,66

Bei den unterschiedlichen Methoden wurden auf Grund technischer Gegebenheiten
unterschiedliche Volumina aufgereinigt. Uber die Tiefenfiltration konnten 4 L Zellkul-
turbriihe aufgereinigt werden. In die Zentrifuge passt pro Ansatz 1 L Zellkulturbriihe
und bei der Dynamic Body Feed Filtration waren es 250 mL. Die Dynamic Body Feed
Filtration ist allerdings nur durch den Flaschenaufsatzfilter beschrankt und kann bis
zu 1 L hochskaliert werden. Die Dynamic Body Feed Methode ist mit nur etwa 20 Mi-

nuten Durchfiihrungszeit die schnellste.

Die Triibung wies vor der Zellabtrennung mit 5568 NTU einen weitaus hoheren Wert
auf als nach den jeweiligen Zellabtrennungsmethoden. Die Triibung dient als Maf3 fiir
den Abtrennungseffekt, je mehr Zellen und Zelltriimmer vorhanden sind, desto hoher
die Triilbung. Dabei ergab sich mit nur 3,9 NTU bei der Tiefenfiltration der geringste

Wert. Hier war der Abtrennungseffekt am grofiten.

Uber die SEC-HPLC-Methode wurde zusitzlich die mAk-Konzentration der Zellkultur-
brithe und des jeweiligen Uberstandes bestimmt. Die Zellkulturbriihe wies eine mAKk-
Konzentration von 3,17 g-L-1 auf. Die mAk-Konzentration nach der Zellabtrennung war

bei der Zentrifugation mit 3,12 g-L-1 am grofdten, was bei den anderen beiden Metho-
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den auf einen zum Teil erheblichen Verlust des Antikorpers hindeutet. Bei der Tiefen-
filtration kann Antikérper an den Membranen hangen geblieben sein. Genauso kann
bei der Dynamic Body Feed Methode mAk in dem Kieselgur-Zellen-Gemisch zurtickge-

halten werden.

Zusatzlich zur mAk-Konzentration, wurde ebenfalls die Reinheit bestimmt. Wie in Ka-
pitel 4.1.3 bereits beschrieben, gibt sie den prozentualen Anteil der Flache des mAk-
Peaks zur Gesamtflache aller Peaks des Chromatogramms an. Verunreinigungen, wie
Wirtszellproteine oder Aggregate, haben einen Einfluss auf diesen Wert. Die Reinheit
der Zellkulturbriihe von 18,3 % zeigt einen hohen Anteil an Wirtszellproteinen an. Der
Grund liegt vermutlich an der grof3en Menge verstorbener Zellen, deren Proteine nach
der Apoptose freigesetzt werden. Prozentual ist die Reinheit des mAks nach der Tie-
fenfiltration am grofdten. Eine hohe Reinheit kann eine leichtere weitere Aufreinigung
der Probe bedeuten. Bei der Dynamic Body Feed Filtration und der Zentrifugation ist

dieser Wert etwas geringer.

Alle drei getesteten Methoden hatten unterschiedliche Vorteile. Die Tiefenfiltration er-
zielte den grofdten Abtrennungseffekt, die Dynamic Body Feed Methode erforderte den
geringsten zeitlichen Aufwand und die Zentrifugation ergab die hochste Antikdrper-
konzentration. Keine der Methoden hebt sich in mehreren Punkten deutlich von den
anderen ab. Auf Grund der hohen Antikérperkonzentration im Uberstand und des ge-
ringen apparativ Aufwands wird fiir zukiinftige Aufreinigungen die Zentrifugation als

Zellabtrennungsschritt verwendet.

4.2.2 Optimierung des Capture-Schritts fiir I[gG1-Systeme

Der erste Schritt der Aufreinigung, auch Capture-Schritt genannt, eines mAK ist eine
Protein A-Chromatographie (siehe Abbildung 3.2, Theorie). Fiir diesen Schritt wurde
eine HiTrap™ Protein A HP Saule (GE Healthcare, Chicago, USA) mit einem Saulenvo-
lumen von 1 mL und einer maximalen Bindungskapazitdt von 20 mg IgG-Antikorper
verwendet. Fiir diese Sdule wurde eine Optimierung der Pufferzusammensetzungen
durchgefiihrt und sowohl der Aquilibrierungs- als auch der Elutionspuffer im Hinblick
auf den pH-Wert und die Salzkonzentration optimiert. Zusatzlich zum Bindungs- und
Elutionsschritt wurde ein Cleaning-in-place (CIP)-Schritt in die Methode integriert.

Dieser gewahrleistet, dass zuvor nicht eluierter mAk von der Saule gelost wird, um ihre
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Kapazitat fiir den nachsten Durchlauf zu erhalten. Hierfiir wurden 10 Sdulenvolumen
0,1 M Tris-Puffer, pH 8,5 mit 500 mM NaCl als CIP-Schritt in die Methode integriert.
Genau wie bei der HPLC-Methodenoptimierung (Kapitel 4.1.1) der Protein A-Saule,
wurde auch hier zuerst die Elution optimiert und anschlief3end die Bindungsbedingun-
gen untersucht. Die Bindung erfolgt im neutralen pH-Bereich, wahrend die Elution bei
einem niedrigen pH-Wert (pH 2 - 4) durchgefiihrt wird. Als Elutionspuffer wurde auf
Grund der Herstellerempfehlung eine 0,1 M Citronensaure verwendet [95]. Dass die
Faktoren pH-Wert und Salzkonzentration einen Einfluss auf die Protein A-Chromato-
graphie haben konnte bereits bei der Anwendung an der HPLC nachgewiesen werden.
Es erfolgte deswegen an der Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) eine Optimie-
rung, bei der die Faktoren nacheinander betrachtet worden sind. Zu Beginn wurde der

pH-Wert untersucht und mit optimalem pH-Wert der Einfluss der Salzkonzentration.

Optimierung des Elutionspuffers

Es wurden fir die Elution pH-Werte zwischen 2,5 und 4 getestet. Bei niedrigeren pH-
Werten als 2,5 kann die Sdule laut Herstellerangaben nicht eingesetzt werden [95]. Ho-
here pH-Werte hingegen wurden nicht getestet, da der nachfolgende Schritt bei der
Aufreinigung eine Virusinaktivierung ist. Ein pH-Wert <4 ist fiir die erfolgreiche Inak-
tivierung von Viren notig [96], um einen weiteren Prozessschritt zu vermeiden wird
hierbei der mAk im Elutionspuffer des Protein A-Schrittes inkubiert. Auf die Saule auf-
gegeben wurden jeweils 3 mL Antikorperlésung mit einer mAk-Konzentration von
0,5 mg-mL-L. Zur Auswertung wurde die Flache des Elutionspeaks betrachtet, da diese
proportional zur eluierten Antikérpermenge ist. Bei der grofdten Peakflache ist also
von der effizientesten Elution auszugehen. In Abbildung 4.9 sind die jeweiligen Peak-

flichen gegen den pH-Wert aufgetragen.
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Abbildung 4.9: Flichen der an der FPLC mittels Protein A-Chromatographie ermittelten Antikérperpeaks

aufgetragen gegen den pH-Wert des Elutionspuffers.

Die Peakflachen der verschiedenen pH-Werte unterschieden sich nur geringfiigig, bei
einem pH-Wert von 3,5 wurde die grofdte Flache ermittelt. Es konnte bei keinem pH-
Werte ein Peak im CIP-Schritt nachgewiesen werden, was fiir eine vollstandige Elution
des Antikorpers im Elutionsschritt steht. Ein pH-Wert von 3,5 wurde fiir alle folgenden

Experimente als optimal festgelegt und mit diesem weitergearbeitet.

Fir diesen pH-Wert wurde die optimale NaCl-Konzentration im Elutionspuffer be-
stimmt. Das Salz verhindert die Aggregatbildung von Antikérpermolekiilen, indem in-
termolekulare Wechselwirkungen unterdriickt werden [80, 81]. Bereits bei der Opti-
mierung der quantitativen Protein A-Methode an der HPLC (Kapitel 4.1.1), sowie bei
den Stabilitatstests (Kapitel 4.1.3) konnte der positive Einfluss von Salz festgestellt
werden. Fiir die prdparative Protein A-Methode an der FPLC wurden im Elutionspuffer
Salzkonzentrationen zwischen 0 und 750 mM NaCl getestet. Die Peakflachen sind in

Abbildung 4.10 aufgetragen.
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Abbildung 4.10: Flichen der an der FPLC mittels Protein A-Chromatographie ermittelten Antikérperpeaks

aufgetragen gegen die NaCl-Konzentration des Elutionspuffers.

Die Antikorperpeakflache lag fiir allen getesteten NaCl-Konzentrationen nah beieinan-
der. Die Elution lauft bei kleineren NaCl-Konzentrationen, zwischen 50 und 150 mM,
effizienter ab als ohne Salzzugabe, da hier grof3ere Peakflachen ermittelt worden sind.
Die Peakflache wird ab 300 mM NaCl und hoheren Salzkonzentrationen allerdings wie-
der kleiner. Fiir die Elution mit 0,1 M Citronensdure und einem pH-Wert von 3,5 wird
eine Salzzugabe von 150 mM NaCl fiir alle weiteren Experimente verwendet. Mit die-
sen Bedingungen konnte die grofdte Peakfliche und damit auch die grofite eluierte An-
tikorpermenge nachgewiesen werden. Ebenfalls war bei dieser Konzentration an NaCl

kein Peak im CIP-Schritt der Methode nachzuweisen.

Optimierung des Aquilibrierungspuffers

Nach der Optimierung des Elutionspuffers, wurde ebenfalls der Aquilibrierungspuffer
hinsichtlich des pH-Wertes und der Zugabe von Salz optimiert. Als Aquilibrierungspuf-
fer wurde ein 20 mM Natriumphosphatpuffer verwendet. Der pH-Wert wurde in einem
Bereich von 6 - 8 untersucht, weil fiir eine stabile Bindung ein neutraler pH-Wert rele-
vant ist [85, 97, 98]. Die Versuche wurden ebenfalls mit 3 mL Antikérperlésung mit
einer Konzentration von 0,5 mg:mL-1 und dem optimierten Elutionspuffer durchge-
fiihrt. Die ermittelten Peakflachen sind in der folgenden Abbildung 4.11 gegen den pH-

Wert im Aquilibrierungspuffer aufgetragen.
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Abbildung 4.11: Flichen an der FPLC mittels Protein A-Chromatographie der ermittelten Antikérperpeaks
aufgetragen gegen den pH-Wert des Aquilibrierungspuffers.

Abbildung 4.11 zeigt, dass die Peakflachen fiir alle getesteten pH-Werte, genau wie
beim Elutionspuffer, nah beieinander liegen. Hierbei ergibt sich mit einem pH-Wert
von 7 die grofdte Peakflache des mAks und damit auch die grofdte Menge an zuerst ge-
bundenem und dann eluiertem mAk. Dieser pH-Wert wird fiir die nachfolgende NaCl-

Optimierung verwendet.

Es wurden Salzkonzentrationen von 0 - 500 mM NaCl getestet, die Durchfiihrung ent-
spricht den Durchfiihrungen der vorangegangenen Experimente (Probenaufgabe:
3 mL, 0,5 mg-mL-1 mAk). Auf die Testung hoherer NaCl-Konzentrationen wurde auf
Grund der Ergebnisse des Elutionspuffers verzichtet, zusatzlich sollten beide Puffer ei-
nen dhnlichen Salzgehalt aufweisen [99]. In der folgenden Abbildung 4.12 sind die Er-

gebnisse dieser Versuche gezeigt.

39



Experimentelle Arbeiten

500 ~

400

300

200 +

100

Antikérperpeakflache [mL-mAU]

0 50 150 300 500
NaCl-Konz. [mM]

Abbildung 4.12: Flichen an der FPLC mittels Protein A-Chromatographie der ermittelten Antikdorperpeaks

aufgetragen gegen die NaCl-Konzentration des Aquilibrierungspuffers.

Die in Abbildung 4.12 dargestellten Antikorperpeakfldachen lagen alle nah beieinander.
Die NaCl-Konzentrationen 50 und 150 mM NaCl ergaben die grofiten Peakflachen. Am
geringsten war die Peakflache ohne Salzzugabe, was den positiven Effekt von Salz zu-
satzlich zu den bisherigen Ergebnissen bestatigt. Die grofdte Peakflache konnte mit ei-
ner NaCl-Zugabe von 150 mM ermittelt werden, was ebenfalls der als optimal ermittel-
ten Salzkonzentration fiir den Elutionspuffer entspricht. Fiir alle weiteren Experi-
mente wurde fiir den Aquilibrierungspuffer der Protein A-Chromatographie an der
FPLC (20 mM Natriumphosphatpuffer) ein pH-Wert von 7 und eine Zugabe von
150 mM NaCl verwendet.

4.2.3 Durchfithrung des Capture-Schritts fiir IgG1-Systeme

Nach der Optimierung der beiden Puffer fiir den Capture-Schritt bei der mAk-Aufreini-
gung, wurde die Protein A-Methode mit zentrifugiertem Zellkulturiiberstand durchge-
fiihrt. Der Zellkulturiiberstand wurde in Aquilibrierungspuffer auf eine mAk-Konzent-
ration von 1 mg-mL-1 verdiinnt und 17 mL des verdiinnten Uberstandes wurden auf die
Saule aufgegeben, um die Herstellerangabe der maximalen Bindungskapazitat von
20 mg IgG-Antikorper nicht zu iiberschreiten [95]. Fiir die Aquilibrierung wurde ein
20 mM Natriumphosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7 und 150 mM Nac(l, fir die
Elution ein 0,1 M Citronensaure-Puffer mit einem pH-Wert von 3,5 und 150 mM NaCl
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verwendet. Abbildung 4.13 zeigt den typischen Verlauf der Protein A-Chromatographie
an der FPLC.
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Abbildung 4.13: Typisches Chromatogramm der Protein A-Methode bei der Aufreinigung des mAKks.

Der erste Absorptionspeak mit Plateau, welcher wahrend der Probenaufgabe startet,
stellt alle nicht bindenden Bestandteile des Zellkulturiiberstands dar. Hier werden vor
allem Wirtszellproteine detektiert, die nicht mit dem Protein A der Saule interagieren
konnen. Es folgt ein Waschschritt der Saule mit Aquilibrierungspuffer bevor die Elution
startet. Wahrend der Elution, bei der die Konzentration des Elutionspuffers auf 100 %
gesetzt wurde, wurde ein einziger Absorptionspeak detektiert. Dieser entspricht dem
Antikorper, da er durch die sauren Bedingungen des Elutionspuffers von der Saule ge-
l6st wurde. Bei dem anschliefdend CIP-Schritt ist ein Anstieg der Konduktivitat auf
Grund des hoheren Salzgehaltes mit 500 mM NaCl im Vergleich zu den anderen beiden
Puffern mit 150 mM NaCl detektiert worden. Allerdings wurde im CIP-Schritt kein Peak

an der FPLC detektiert, was fiir eine erfolgreiche und komplette Elution des Antikor-

pers im Elutionsschritt steht.

Nach der Durchfiihrung der Aufreinigung mittels Protein A-Chromatographie wurde
tiber die SEC-HPLC-Methode die Antikérperkonzentration der Probe bestimmt und mit
diesem Wert anschliefdend die Ausbeute. Es wurden 17 mg Antikdérper auf die Saule

gegeben, von denen 15,08 mg in der Elution nachgewiesen worden sind, das entspricht
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einer Ausbeute von 88,7 %. Diese Ausbeute entspricht den in der Literatur angegebene
Werten von 85 - 95 % Produkterhalt nach dem ersten Aufreinigungsschritt. Ebenfalls
wurde die Reinheit der Probe liber das Verhaltnis der Antikérperpeakflache zu allen in
der SEC-HPLC-Methode detektierten Peakflachen bestimmt. Je weniger Peaks neben
dem Antikorperpeak detektiert wurden, desto weniger Verunreinigungen befanden
sich in der Probe. In der Literatur werden Reinheiten des Produktes von 90 - 98 %
angegeben [54, 57, 100, 101]. Es wurde eine Reinheit von 90 % bestimmt, diese lag

damit im Bereich der in der Literatur zu findenden Angaben.

Bei der industriellen Aufreinigung des mAks folgt nach dem Protein A-Schritt eine Vi-
rusinaktivierung im Elutionspuffer der Protein A-Chromatographie erfolgen (Kapitel
3.2.2, Theorie). Um den Abbau des mAks zu verhindern, sollte dieser Schritt so kurz
wie moglich gehalten werden, aber trotzdem die komplette Virusinaktivierung sicher-
stellen. Typisch sind dabei Inkubationszeiten von 30 - 60 min [102]. Die Elution der
Protein A-Saule und die Virusinaktivierung kénnen bei pH-Werten im Bereich 3 bis 4
durchgefiihrt werden [61, 96, 103]. Der fiir diese Arbeit optimierte Elutionspuffer mit
einem pH-Wert von 3,5 ist damit fiir die Virusinaktivierung geeignet. Da keine Méglich-
keit zur Uberpriifung der Virusinaktivierung zur Verfiigung stand, wurde dieser Schritt

bei der weiteren Betrachtung des Aufreinigungsprozesses des mAks vernachlassigt.

4.2.4 Vergleich von Saulen- und Membranadsorberchromatographie fiir den

Capture-Schritt

Im Aufreinigungsprozess von mAKk stellt der Einsatz von chromatographischen Saulen
sowohl fiir den Capture-Schritt als auch fiir die folgenden Polishing-Schritte den aktu-
ellen Stand der Technik dar [104, 105]. Mit der Verwendung einer Saule sind verschie-
dene Vor- und Nachteile verbunden. Auf der einen Seite sind Sdulen auf Grund ihrer
weit verbreiteten Anwendung in vielen Gréf3en mit unterschiedlichen Saulenmaterial
und Funktionalitiaten kommerziell erwerblich. Auf der anderen Seite werden bei dieser
Methode hohe Volumina an Puffer sowie Losungsmittel verbraucht und wegen gerin-

ger Flussraten ist der zeitliche Aufwand einer Trennung von Stoffen oft grof3.

Andere Systeme als Alternativen zu Saulen befinden sich bereits in der Entwicklung,
dazu gehoren auch die Protein A-Membranadsorber (MA). Im Gegensatz zur Sdule und

ihrem Sdulenmaterial ist ein MA mit einer funktionalisierten und gefalteten Membran
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gefiillt, an der die Liganden gekoppelt werden [106]. Obwohl der MA Prozess generell
eine niedrigere Kapazitit aufweist als Saulen, konnen Modifikationen wie Oberflachen-
veredelung oder Porenfiillung diese Liicke schlief3en [107, 108]. Aufderdem kdénnen sie
mit hoheren Durchflussraten betrieben werden, was zu einem schnelleren Prozess
fiihrt. MA haben einen geringeren Pufferverbrauch, sind leichter skalierbar und haben
eine effektivere Aufkonzentrierung als Saulen [109]. Knudsen et al. publizierte bei der
Protein A-Chromatographie hohere Durchsatze bei Verwendung von Membranadsor-
ber [110, 111]. Ziel dieses Kapitels ist der direkte Vergleich eines Protein A-Sdulensys-
tems und eines Protein A-MA-Systems fiir den ersten Reinigungsschritt eines mAk, um

die verschiedenen Vor- und Nachteile beider Systeme zu untersuchen.

4.2.4.1 Durchfiihrung des Capture-Schritts

In diesem Abschnitt wurde der Capture-Schritt, die Protein A-Chromatographie so-
wohl mit einer Sdule als auch einem MA durchgeftihrt. Uber die Reinheit, die Ausbeute
und den Aggregatanteil wurden beide Systeme anhand der Effizienz und der Produkt-

qualitat direkt miteinander verglichen.

Ein Sartobind® Protein A-MA (2 mL, Sartorius Stedim Biotech GmbH, G6ttingen, DE)
wurde verwendet sowie die bereits im vorherigen Kapitel beschriebene Protein A-
Saule (HiTrap™ Protein A HP Saule, 1 mL, GE Healthcare, Chicago, USA). Um den Ein-
fluss unterschiedlicher Puffer auf die Ergebnisse auszuschlief3en, wurde der gleiche
PBS-Puffer (pH 7,4) als Aquilibrierungspuffer eingesetzt. Als Elutionspuffer wurde eine
0,1 M Citronensaure, pH 3,5 und 150 mM NaCl eingesetzt. Es wurden jeweils 2 mL
Probe eines auf 1 g-L-1 mAk verdiinnten Zellkulturiiberstandes aufgegeben. Die Chro-

matogramme der beiden Systeme sind in Abbildung 4.14 dargestellt.
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Abbildung 4.14: Protein A-Chromatogramme der Siule und des MA. A: Siule. B: MA.

Der erste detektierte Peak bei beiden Methoden stellt den Durchfluss aller Proteine
dar, die nicht an Protein A binden (Phasen: Probenaufgabe und Waschschritt). Das UV-
Signal der Probenaufgabe fiir den MA ist niedriger als fiir die Sdule und zeigt auf Grund
der fiir MA typischen Riickvermischung durch ihre Kapselform kein typisches Plateau.
Nach dem Waschschritt folgt die Elution bei der der Antikorperpeak detektiert wird.
Hierbei ist das UV-Signal des Peaks fiir die Saule ebenfalls hoher als fiir den MA. Die
Peakformen sind zwar unterschiedlich, die Peakflache allerdings ist gleich grof3. Die
letzte Phase eines jeden Chromatogramms ist der CIP-Schritt. Sowohl fiir den MA als
auch fur die Saule, konnte ein sehr kleiner CIP-Peak detektiert werden, der auf Anti-
koérper hinweist, der zuvor nicht eluiert wurde. Ein kompletter Durchlauf mit dem MA
dauerte auf Grund der hoheren Durchflussraten, mit denen er betrieben werden

konnte, nur 12,5 min. Im Vergleich dazu dauerte ein Durchlauf der Sdule 31 min.

Zur Bestimmung der Wiederfindung wird das Verhaltnis der Elutionspeakflachen zur
Summe der CIP-Peak- und Elutionspeakflachen bestimmt. Die Wiederfindungsrate fiir

die Saule lag bei 99,4 %. Fiir den MA fiel der Werte mit 94,2 % etwas geringer aus.

Zusatzlich wurden die Ausbeute, die Reinheit und die Aggregatmenge iiber eine SEC-
HPLC-Messung bestimmt. Es wurden jeweils 5 pL. der Elutionsfraktionen aus Abbil-

dung 4.14 auf die Saule gegeben. Tabelle 4.2 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Tabelle 4.2: HPLC-SEC Ergebnisse des Vergleiches zwischen Protein A-Saule und -MA.

Ausbeute [%] | Reinheit [%] | Aggregate [%]
Saule 78 77,2 0,11
MA 78 76,9 0,26

Sowohl die Ausbeute mit 78 % als auch die Reinheit mit etwa 77 % beider Systeme sind
vergleichbar. Der Anteil an Aggregaten war bei der Verwendung des MA etwas hoher,
aber die Menge an Aggregaten ist mit unter 1 % fiir beide Systeme sehr gering. Fir
einen effizienten Protein A-Schritt werden in der Literatur Aggregatmengen unter 1 %

angegeben [112], womit beide Systeme geeignet waren.

Zusammengefasst waren die Ausbeute und die Reinheit beider Systeme vergleichbar,
lediglich die Aggregatmenge war beim MA etwas hoher. Allerdings kann der MA mit
hoheren Flussraten betreiben werden und ermoglicht dadurch kiirzere Durchlaufzei-
ten. Die Sdule hingegen ergab mit 99,4 % eine hohere Wiederfindungsrate in der Eluti-

onsfraktion.

4.2.4.2 Durchbruchskurve der Siule und des MA

Um die Bindungskapazititen zwischen der Saule und dem MA bestimmen und verglei-
chen zu kénnen, wurde fiir beide Systeme eine Durchbruchskurve aufgenommen. Da-
bei wurde das UV-Signal bei 280 nm sowohl vor der Sdule oder dem MA als auch nach
der Sdule oder dem MA ermittelt. Es wurde so lange Probe aufgegeben bis beide Signale
identisch waren. An diesem Punkt wird die Probe ohne jegliche Interaktion mit der
Saule oder dem MA durch das System gespiilt. Nach dem Aufnehmen der Durchbruchs-
kurve an der FPLC, wurde die jeweilige mAk-Konzentration mittels Protein A-Methode
an der HPLC bestimmt (Abbildung 4.15). Es wurde zentrifugierter Zellkulturiiberstand

mit einer mAk-Konzentration von 360 pg-mL-1 aufgegeben.
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Abbildung 4.15: Durchbruchskurve fiir die Sdule und den MA. A: Durchbruchskurve. B: Durchbruchskurven-
Chromatogramm mit jeweiliger mAk-Konz. iiber die Dauer der Durchbruchskurve. Die mAk-Konz. wurde mittels

Protein A-HPLC-Methode gemessen.

Abbildung 4.15, A zeigt zu Beginn den Durchbruch der nicht bindenden Verunreinigun-
gen der Kultivierung in dem charakteristischen ersten Plateau unmittelbar nach dem
ersten Anstieg der Kurve. Sobald das UV-Signal iiber diesen Durchbruch der nicht bin-

denden Verunreinigungen anstieg, sind die Saule und der MA mit Produkt gesattigt, es
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folgte der Durchbruch des Produkts, in diesem Fall des mAks. Der Durchbruch des Pro-
dukts wurde beim MA nach 32 mL detektiert und damit friiher als bei der Saule (nach
45 mL).

Abbildung 4.15, B zeigt das vollstiandige Chromatogramm der Durchbruchskurven so-
wie die zusatzlich bestimmte mAk-Konzentration tiber ihren Verlauf. Die mAk-Kon-
zentration stieg von nahe null bis zur aufgegebenen Konzentration von 360 pg-mL-1
zwischen dem ersten und zweiten Plateau der Durchbruchskurve an. Erreichte das UV-
Signal vor und hinter der Saule oder dem MA den gleichen Wert, wurde das Aufnehmen
der Durchbruchskurve gestoppt. Nach Beendigung der Durchbruchskurve wurde der
gebundene mAk von beiden Systemen eluiert, beim MA nach 125 mL und bei der Saule

nach 143 mL.

Anhand der Durchbruchskurven kann sowohl die dynamische als auch die statische
Bindungskapazitit berechnet werden. Die dynamische Bindungskapazitiat (DBC) ist
die Menge Antikorper, die unter operativen Bedingungen an die Sdule oder Membran
gebunden wird, bevor es zum signifikanten Durchbruch des ungebundenen Antikor-
pers kommt. Aus der Durchbruchskurve wird die DBC bei 10 % Antikérperdurchbruch
bestimmt. Die statische Bindungskapazitat (SBC) wird haufig im Batch-Modus gemes-
sen, sie wird angegeben als die maximale Menge des gebundenen Proteins bei gegebe-
ner Losemittel- und Proteinkonzentration. Der Begriff Batch-Prozess bedeutet hierbei,
dass nur eine bestimmte Menge Probe aufgegeben und getrennt werden kann, bevor
die nachste Probenmenge aufgegeben wird. Der Proteinverlust liegt bei der SBC oft bei

50 %. Die DBC und SBC werden nach folgenden Gleichungen berechnet:

Dynamische Bindungskapazitat (10%)=(Vpg10-Vo)* Co (1)
Statische Bindungskapazitit (50%)=(Vpgs0-Vo)-* Co (2)

Dabei stehen Vpg1o und Vpaso flir das aufgegebene Volumen bis zum Durchbruchspunkt,
Vo ist das Hohlraumvolumen der Sdule oder des MA und co ist die mAk-Konzentration
der aufgegebenen Probe. Die nachfolgende Tabelle zeigt die berechneten Kapazitdten

fiir beide Anwendungen, sowie die Herstellerspezifikationen [95, 113].
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Tabelle 4.3: Dynamische und statische Bindungskapazitiaten von Siule und MA.

Siule MA

Dynamische Bindungskapazitit | 17.0 mg 11.7 mg
Statische Bindungskapazitat 21.8 mg 149 mg
Spezifikation des Herstellers 20 mg 10-15mg

Die DBC fiir den MA-Prozess lag im Bereich der Herstellerangabe und war hoher ver-
glichen mit Literaturangaben (6 - 10 mg) [112]. Im Gegensatz dazu lag die DBC der
Saule unter der Herstellerangabe, war aber vergleichbar mit anderen Saulen von GE
Healthcare, die ebenfalls mit einem Sepharose™-Material gefiillt sind [110]. Sowohl
die DBC als auch die SBC lagen fiir die Sdule hoher als fiir den MA. Damit liegt die Ka-
pazitat der Sdule um etwa 30 % iiber der des MA. Der MA wurde erstmals im Jahr 2006
von der Sartorius Stedim Biotech GmbH (Goéttingen, DE) auf den Markt gebracht. Wei-
tere Entwicklungen im Bereich der MA, um die Kapazitdaten zu erhéhen werden in na-

her Zukunft erwartet [110].

4.2.4.3 Produktivitit, Pufferverbrauch und Effizienz

In diesem Abschnitt wurde ein direkter Vergleich der Saule und des MA in Bezug auf
die Produktivitat des Batch-Prozesses, die Kapazitatsauslastung des Saulenmaterials
oder der Membran und den Pufferverbrauch durchgefiihrt. Auch hier steht Batch-Pro-
zess dafiir, dass nur eine bestimmte Menge Probe aufgegeben und getrennt werden
kann, bevor die nachste Probenmenge aufgegeben wird. Fiir Produktivitatsberechnun-
gen wurden die Daten der voran gegangenen Experimente (Kapitel 4.2.4.2) genutzt.
Die Produktivitat ist definiert als die Menge an Saulenfiillmaterial und Zeit, um eine
bestimmte Menge an Produkt zu produzieren. Kaltenbrunner et al. haben folgende
Gleichungen zur Berechnung der Produktivitidt eines Sdulen-Batch-Prozesses verof-

fentlicht [114]:

mZyklus

pP=
Vsaule (tL+ tr)
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Wobei mzykius die Masse des Produkts definiert, dass vor der Elution an der Saule bindet
und Vsaule dem Saulenvolumen entspricht. Tw ist die Zeit der Beladung. Dabei wird bei
der Produktivitdatsberechnung die Zeit der Beladung bis zur DBC (10 % Produktver-
lust) betrachtet. Tt stellt die Zeit fiir einen Chromatographielauf dar (Gleichung 4).

_ twt+ gL +tsa + tor + teq
tr = N (4)

Tt ist die Summe der Zeiten fiir den Waschschrittes (tw), die Elution (teL), den Reini-
gungsschritt (tsa), den CIP-Schritt (tst) sowie fiir die Aquilibrierung (teq) geteilt durch
die Anzahl der Saulen (N).

Die Zeit der Beladung bis zu DBC (tL) lag bei der Saule bei 48,3 min, fiir den MA ergaben
sich 6,9 min. Ebenfalls wurde die Zeit fiir einen Chromatographielauf berechnet, fiir die
Séaule waren es 30 min und fiir den MA 12 min. Die DBC gibt die Menge an Produkt an,
die gebunden wurde (mzykius). Mit Gleichung 3 kann ein direkter Vergleich von Saulen-
und MA-Produktivitat in mg aufgereinigtes Produkt pro mL (Sdule oder MA) und h her-

gestellt werden. Die Produktivitat in einem Batch-Prozess, fiir diesen Zweck definiert

mg

als Beladung bis zu einem Produktdurchbruch von 10 %, der Saule betragt 13 —

wahrend die Produktivitat des MA 18,6 % betragt. Dieser Unterschied entsteht vor

allem auf Grund der deutlich kiirzeren Beladungs- und Chromatographielaufzeit des

MA.

Der gesamte Pufferverbrauch, fir Aquilibrierung, Elution und CIP-Schritt, betragt fiir
den MA 60 mL, fiir die Saule liegt dieser Pufferverbrauch bei 30 mL. Dabei muss aller-
dings berticksichtigt werden, dass der MA mit 2 mL ein gréf3eres Hohlraumvolumen
hatte als die Sdule mit 1 mL. Ebenfalls kann zum Vergleich herangezogen werden, dass
ein kompletter Chromatographielauf, bei dem bis zur DBC beladen wird, bei der Saule
78 min dauert, wahrend der MA-Lauf nur 17 min braucht. Der zeitliche Unterschied
entsteht, weil die Flussrate fiir den MA mit 5 mL-min-! deutlich hoher war als fur die
Saule mit 1 mL-min-1. Die nachfolgende Tabelle 4.4 stellt noch einmal die wichtigsten

Ergebnisse der Saule und des MA gegeniiber.
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Tabelle 4.4: Zusammenfassender Vergleich der Siule und des MA.

DBC Produktivitit Pufferver- Durchlaufzeit Flussrate
[mg] [ % brauch [mL] | bis DBC [min] | [mL-min-1]
m .
Saule 17 13 30 78 5
MA 11,7 18,6 60 17 1

Zusammenfassend besitzt die Sdule eine hohere DBC und einen geringeren Pufferver-
brauch. Der MA hingegen zeigte eine hohere Produktivitdat und hat auf Grund der ho-
heren Flussrate mit der betrieben werden kann, niedrigere Durchlaufzeiten. Fiir in-
dustrielle Projekte kénnte sich der Einsatz von MA auf Grund des geringeren Zeitfak-
tors sowie der hoheren Produktivitit fiir grofiere Mengen an aufzureinigendem Volu-
men eignen. Wird die Protein-A-Chromatographie im Labormaf3stab mit geringen Pro-
benvolumina eingesetzt, so ist die Saule mit ihrer hoheren dynamischen Bindungska-

pazitat eine bessere Wahl.

4.2.5 Polishing-Schritte

Wie in der Theorie beschrieben (Kapitel 3.2.2), folgt nach dem Capture-Schritt, der Pro-
tein A-Chromatographie, eine Virusinaktivierung. Dieser Schritt wurde im Zuge dieser
Arbeit nicht beriicksichtigt, da keine Méglichkeiten zuganglich waren, eine erfolgreiche
Inaktivierung der Viren nachzuweisen. Im Anschluss an die Virusinaktivierung folgen
zwei chromatographische Polishing-Schritte, um verbliebene Verunreinigungen zu
entfernen. Durch den Protein A-Chromatographieschritt konnte bereits eine Reinheit
des Produktes von 90 % erzielt werden. Bei der weiteren Aufreinigung sollen vor allem
Antikorperaggregate, DNA, Wirtszellproteine aus dem Kultivierungsorganismus sowie
ausgewaschenes Protein A aus dem Capture-Schritt entfernt werden [14, 62]. Teile der
praktischen Arbeiten wurden von Frau C. Kortmann in ihrer Masterarbeit (siehe Kapi-

tel 9) durchgefiihrt.

Als Polishing-Schritte kommen fiir den mAk vor allem die Ionenaustauschchromato-
graphie als Anionen- und Kationenaustauschchromatographie, sowie die Hydrophobe

Interaktionschromatographie zum Einsatz [115].
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Bei der lonenaustauschchromatographie wird tiber den isoelektrischen Punkt eine
Trennung des mAks von den Wirtszellproteinen erreicht. Der pl des mAKks liegt laut
Literatur bei 8,25 [116]. Im Gegensatz dazu liegt der pl der meisten Wirtszellproteinen
von CHO-Zellen unter 7 [70]. Uber die Einstellung des pH-Wertes des verwendeten Puf-
fers, konnte die Nettoladung des mAks beeinflusst werden. Die Nettoladung des mAks
ist am isoelektrischen Punkt Null. Bei pH-Werten oberhalb des pl ist die Nettoladung
des mAKks negativ, bei pH-Werten unterhalb des pl hingegen positiv. Bei einem pH-
Wert von 9,25 oder grofier bindet der mAk an den Anionenaustauscher und bei einem

pH-Wert von 7,25 oder niedriger an den Kationenaustauscher [117].

Bei der hydrophoben Interaktionschromatographie hingegen kommt es zu Wechsel-
wirkungen der hydrophoben Bereiche des mAks, welche durch Salz im Aquilibrie-

rungspuffer freigelegt werden, und der hydrophoben stationdren Phase.

4.2.5.1 Anionenaustauschchromatographie

Als einer der Polishing-Schritte wurde die Anionenaustauschchromatographie (AEX)
optimiert. Hierfiir wurde eine HiTrap Q HP Saule (GE Healthcare Life Sciences, Chicago,
USA) mit einem Sdulenvolumen von 1 mL verwendet. Diese Sdule besitzt ein quaterna-
res Ammonium-Anionenaustauscherharz, an das negativ geladenen Molekiile binden.
Die Optimierung der Methode wurde mit unterschiedlichen pH-Werten begonnen. Die
AEX wird bei der Aufreinigung von mAks haufig im Flow-through-Modus verwendet,
bei dem der mAk nicht an die Sdule bindet. Negativ geladene Verunreinigungen, wie

Nukleotide oder DNA-Fragmente hingegen binden an die Saule [90].

Optimierung des pH-Wertes

Da der Hersteller der Saule fiir bestimmte pH-Werte bestimmte Puffer empfiehlt,
wurde sich an diesen orientiert und folgende Bedingungen untersucht: pH 6,5 (Bis-
Tris-Puffer), pH 7,5 und 8,5 (Tris-Puffer) sowie pH 9,5 und 10 (Ethanolamin) [118].
Diese Puffer wurden fiir die Aquilibrierung in einer Konzentration von 20 mM einge-
setzt, wohingegen der Elutionspuffer dem Aquilibrierungspuffer entsprach und zusatz-
lich mit 1 M NaCl versetzt worden ist. Fiir jeden Durchlauf wurden 3 mL einer durch

Protein A-Chromatographie (siehe Kapitel 4.2.3, experimentelle Arbeiten) aufgereinig-
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ten Antikorperlosung mit einer mAk- Konzentration von 0,7 g-L-1 aufgegeben. Zusatz-
lich zur Antikérperpeakflache wurde der jeweilige Modus des Chromatographielaufes
bestimmt. Dabei wird zwischen dem Bind-and-elute-Modus, bei dem der mAKk als Ziel-
protein an die Sdule bindet und spater eluiert und dem Flow-through-Modus unter-
schieden, bei dem der mAk nicht mit den Liganden der Saule interagiert, sondern direkt
im Durchfluss detektiert wird. Abbildung 4.16 zeigt den Einfluss des pH-Wertes auf die
mAk-Peakflache und den Modus der Chromatographie bei der AEX.

600

400

200 +

Antikorperpeakfliche [mL-mAU]

6,5 7.5 8,5 9.5 10 pH-Wert [/]
Flow-through-Modus Bind-and-elute-Modus

Abbildung 4.16: Einfluss des pH-Wertes auf die Peakfliche und den Modus bei der AEX an der FPLC [119].

Mit einem pH-Wert von 6,5 wurde die grofdte Peakflache ermittelt, da diese proportio-
nal zur Antikdrpermenge ist, wurde hier auch die grofdte Antikérpermenge im Durch-
fluss (Flow-through-Modus) nachgewiesen. Mit steigendem pH-Wert, bis 9,5, wurde
die Peakflache geringer. Wohingegen ein pH-Wert von 10 wieder eine erh6hte Peakfla-
che allerdings im Bind-and-elute-Modus hervorrief. Lag der pH-Wert (9,5 und 10) iiber
dem pl des mAKs, so lag der Ak negativ geladen vor und band an die Saule. Der Anti-
korperpeak wird in der Elution detektiert. War der pH-Wert hingegen kleiner (6,5 und
7,5) als der pl, so lag der Antikorper positiv geladen vor und band damit nicht an die
Saule. Der Antikorperpeak wurde bereits im Durchfluss detektiert, wohingegen nega-

tiv geladenen Verunreinigungen binden kénnen.
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Eine Ausnahme stellt der pH-Wert von 8,5 dar, hier war ein Grofdteil des Antikorper-
peaks ebenfalls im Durchfluss zu finden, allerdings hat auch ein geringer Teil der auf-
gegebene mAk-Menge an die Sdule gebunden. Etwa 10 % des mAks wurden erst in der
Elution nachgewiesen. Dieser Effekt trat auf, weil der pH-Wert von 8,5 sehr nah am pl

des mAks mit 8,25 lag.

Da die grofdte Peakflache bei einem pH-Wert von 6,5 ermittelt worden ist und die AEX
fiir die Aufreinigung von Antikérpern meist im Flow-through-Modus verwendet wird

[104], wurde fiir die weitere Optimierung dieser pH-Wert gewahlt.

Optimierung der NaCl-Konzentration

Der Antikorperpeak bei einem pH-Wert von 6,5 wies eine Asymmetrie auf (siehe Ab-
bildung 7.2, zusatzliche experimentelle Daten), die Ursache kann in einem nicht aus-
reichend stabilisierten mAk liegen. Der stabilisierende Effekt von Salz wurde bereits
bei der Optimierung der Protein A-Methoden, sowohl an der HPLC als auch an der

FPLC, sowie bei der Stabilitatstestung gezeigt.

Fiir die AEX wurde der Einfluss der Zugabe von 0 M bis 0,5 M NaCl im Aquilibrierungs-
puffer zur Stabilisierung des mAks untersucht. Die Durchfiihrung entspricht der fiir die
pH-Wert Optimierung: 3 mL einer durch Protein A-Chromatographie aufgereinigten
Antikorperlosung mit einer mAk- Konzentration von 0,7 g-L-1 wurden aufgegeben. So-
bald Salz zugegeben wurde, konnte ein starker fokussierter und damit symmetrische-
rer Antikorperpeak detektiert werden. Aufderdem wurden die Antikorperpeakflachen

bestimmt, um die optimale Salzkonzentration zu ermitteln (Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: Einfluss der NaCl-Konzentration auf die Peakfliche bei der AEX an der FPLC [119].

Durch die Zugabe von NaCl in den Aquilibrierungspuffer erhéht sich die Antikérper-
peakflache. Bei 0,2 M NaCl blieb die Peakflache niedriger als bei allen anderen Salzkon-
zentrationen. Der Unterschied bei den anderen eingesetzten NaCl-Konzentrationen ist
relativ gering, dennoch konnte mit 0,4 M NaCl die hochste Peakflache ermittelt werden.
Fiir den AEX konnte damit als optimaler Aquilibrierungspuffer ein 20 mM Bis-Tris-Puf-

fer mit einem pH-Wert von 6,5 und einer Zugabe von 0,4 M NaCl bestimmt werden.

Durchfithrung der AEX

Unter den zuvor optimierten Bedingungen, ein 20 mM Bis-Tris-Puffer mit einem pH-
Wert von 6,5 und 0,4 M NaCl, wurde die AEX durchgefiihrt (Abbildung 4.18). Dabei
wurden 3 mL einer durch Protein A-Chromatographie gereinigten Antikérperlésung
mit einer Konzentration von 1 g-L-1 verwendet. Anschliefend wurden die Ausbeute

und Reinheit des Antikérpers liber eine SEC-HPLC-Messung bestimmt.
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Abbildung 4.18: Chromatogramm der AEX-Methode bei der Aufreinigung des mAks (modifiziert nach [119]).

Im Flow-through-Modus wird der mAk-Peak direkt zu Beginn wahrend der Probenauf-
gabe detektiert. Wahrend der Elutionsphase wird kein Peak detektiert, was bedeutet,
dass unter den gewahlten Bedingungen kein Antikérper an die Saule gebunden hat. Ein
weiterer sehr kleiner Peak konnte nach 33 min detektiert werden, der auf einen Ver-

lust des Antikorpers hindeutet.

Uber die SEC-Methode an der HPLC wurde die Ausbeute des mAks in diesem Lauf be-
stimmt. Dabei wurde eine Ausbeute von 91,5 % erzielt. Diese liegt leicht {iber den in
der Literatur beschriebenen durchschnittlichen Produktausbeuten von 90 % [90]. Die
ermittelte Reinheit liegt mit 99,4 % in dem zu erwarteten Bereich von >99 % nach dem

zweiten Aufreinigungsschritt [104].

4.2.5.2 Kationenaustauschchromatographie

Neben der Anionen- wurde auch die Kationenaustauschchromatographie (CEX) als
moglicher Polishing-Schritt bei der mAk-Aufreinigung untersucht. Hierflir wurde eine
HiTrap SP HP Saule (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, USA) mit einem Saulenvolu-
men von 1 mL verwendet. Die Liganden des Saulenmaterials sind Sulfite, an die positiv
geladenen Molekiile binden. Die CEX wird bei der Antikdrperaufreinigung haufig im
Bind-and-elute-Modus verwendet. Hierbei bindet der mAk an die Sdule und Verunrei-
nigungen wie Wirtszellproteine oder ausgewaschenes Protein A werden tiber den

Durchfluss entfernt [14, 120].
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Optimierung des pH-Wertes

Genau wie bei der AEX wurde mit einer Optimierung des pH-Wertes im Aquilibrie-
rungspuffer begonnen und sich an den Herstellerangaben hierzu orientiert [118]. Fol-
genden Puffer wurden getestet: pH 6 und 6,5 (MES-Puffer), pH 7 und 8 (HEPES-Puffer)
sowie pH 9 (Bicin-Puffer). Alle Puffer wurden in einer 50 mM Konzentration herge-
stellt. Der Elutionspuffer entspricht dem Aquilibrierungspuffer mit einer Zugabe von
1 M NaCl. Die Probenaufgabe waren 3 mL einer durch Protein A-Chromatographie
(siehe Kapitel 4.2.3, experimentelle Arbeiten) aufgereinigten Antikorperlésung mit ei-
ner mAk-Konzentration von 0,7 g-L-1. Zusatzlich wurde auch hier der Modus der Chro-
matographie bestimmt. Abbildung 4.19 zeigt den Einfluss des pH-Wertes auf die mAk-

Peakflache sowie die Modi, die sich jeweils ergaben.
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Abbildung 4.19: Einfluss des pH-Wertes auf die Peakfliche und den Modus bei der CEX an der FPLC [119].

Die grofdte mAk-Peakflache und damit auch die grofdte Menge an Antikérper wurde mit
einem pH-Wert von 6,5 erreicht. Sowohl bei einem pH-Wert von 6 als auch bei hoheren
pH-Werten waren die Peakflachen kleiner, wobei mit steigendem pH-Wert die Peakfla-

che immer kleiner wurde.

Bei den pH-Werten von 6 bis 7, welche unterhalb des pl des mAks liegen, war der mAk
positiv geladen und band an die negative Sdulenmatrix. Lag der mAk positiv geladen

vor, wurde der mAKk-Peak erst wihrend der Elution detektiert, was als Bind-an-elute-
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Modus bezeichnet wird. Bei einem pH-Wert von 9 hingegen lag der mAk negativ gela-
den vor und konnte nicht mit der Sdule wechselwirken. Der Antikorperpeak wurde
wahrend des Durchflusses detektiert (Flow-through-Modus). Der pH-Wert 8 stellt hier,
genau wie bei der AEX der pH-Wert 8,5 eine Ausnahme dar. Es wurde ein Antikdérper-
peak wahrend der Elution detektiert. Aber da der pH-Wert sehr nah am pI des mAks

(8,25) lag, wurden 30 % des Antikorpers bereits im Durchfluss als Peak nachgewiesen.

Fiir die weitere Optimierung des Aquilibrierungspuffers wurde ein pH-Wert von 6,5
gewahlt, da hier die grofdte Peakflache ermittelt worden ist. Die Anwendung im Bind-

and-elute-Modus ist aufderdem typisch fiir die CEX [62, 121].

Optimierung der NaCl-Konzentration

Auch wurde der Einfluss von NaCl als Additiv im Aquilibrierungspuffer zur Stabilisie-
rung des mAks untersucht. Es wurden 0 bis 0,5 M NaCl getestet. Bei der Probenaufgabe
wurden 3 mL einer durch Protein A-Chromatographie aufgereinigten Antikorperlo-
sung mit einer mAk-Konzentration von 0,9 g-L-1 aufgegeben. Zusatzlich zur Antikoérper-
peakflache wurde auch hier der Modus der Chromatographie bestimmt. Abbildung

4.20 zeigt die Ergebnisse des Einflusses der NaCl-Konzentration.
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Abbildung 4.20: Einfluss der NaCl-Konzentration auf die Peakfliche und den Modus bei der CEX an der FPLC
[119].
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Die ermittelten Peakflachen des Antikdrpers lagen bei allen getesteten Salzkonzentra-
tionen nah beieinander (Abbildung 4.20). Die Antikorperpeakflachen bei Zugabe von
Salz sind alle grofier als die Peakflache ohne Zugabe von Salz. Aber bereits bei einer
Zugabe von 0,1 M NaCl wechselt der Modus der Chromatographie von Bind-and-elute
zu Flow-through, der Antikdrper hat nicht mehr an die Sdule gebunden. Die Elution des
mAKs erfolgt bei der CEX auf Grund der Verdrangung durch Ionen des Salzes. Bei die-
sem Versuch ist die Affinitit des Salzes zur Sdulenmatrix hoher als die Affinitat des
mAKks zur Sdulenmatrix, wodurch der mAk schon bei geringen Salzkonzentrationen
nicht mehr binden kann. In der mAk-Aufreinigung wird die CEX typischerweise im
Bind-and-elute-Modus verwendet [90]. Als optimaler Aquilibrierungspuffer wurde da-

her ein 50 mM MES-Puffer mit einem pH-Wert von 6,5 ohne Zugabe von Salz festgelegt.

Durchfiihrung der CEX

Mit einem 50 mM MES-Puffer bei einem pH von 6,5 wurde die CEX durchgefiihrt (Ab-
bildung 4.21). Es wurden 3 mL iiber Protein A-Chromatographie aufgereinigte Anti-
korperlosung (mAk-Konzentration 1 g-L-1) aufgegeben. Anschlief}end wurde mittels

SEC-HPLC-Messung die Ausbeute und Reinheit des mAks bestimmt.
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Abbildung 4.21: Chromatogramm der CEX-Methode bei der Aufreinigung des mAks (modifiziert nach [119]).
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Zu Beginn des Chromatogramms in Abbildung 4.21 konnte eine leichte Erhohung des
UV-Signals bei der Probenaufgabe detektiert werden. Dies kdnnte auf einen minimalen
Verlust des Antikorpers im Durchfluss hindeuten. Das Chromatogramm zeigt aufder-
dem wahrend der Elutionsphase den Antikérperpeak, welcher bei 280 nm detektiert
worden ist, damit liegt der Bind-and-elute-Modus vor. Ein weiterer Peak konnte nach

etwa 26 min detektiert werden, der fiir einen Verlust des mAKks steht.

Uber die SEC-Methode an der HPLC wurde die Ausbeute des mAKks in diesem Lauf be-
stimmt. Dabei wurde eine Ausbeute von 84,9 % erzielt. Diese liegt unter der in der Li-
teratur zu findenden Angabe von etwa 92 % [122]. Ein Verlust des mAKs ist iiber den
zweiten, kleineren Peak des Chromatogramms und tber den Durchfluss zu erklaren.
Die bestimmte Reinheit von 98,6% entspricht nahezu der Angabe von einer 99 %igen

Reinheit nach einem Polishing-Schritt [104].

4.2.5.3 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Neben den beiden genannten Ionenaustauschchromatographie-Verfahren kommt
beim Polishing von mAks ebenfalls die hydrophobe Interaktionschromatographie
(HIC) zum Einsatz. Hierflir wurde eine HiScreen Phenyl HP Saule (GE Healthcare Life
Sciences, Chicago, USA) mit einem Saulenvolumen von 4,7 mL verwendet. Diese Sdule
hat als Liganden Phenyl-Reste, welche mit unpolaren Gruppen auf der Oberflache von
Proteinen wechselwirken konnen. Diese hydrophoben Wechselwirkungen kénnen
durch die Zugabe von Salz im Aquilibrierungspuffer verstirkt werden. Fiir die Optimie-
rung des Puffers ist deswegen vor allem die Auswahl eines geeigneten Salzes und des-
sen Konzentration wichtig [123, 124]. Die HIC wird haufig im Bind-and-elute-Modus

verwendet, um Wirtszellproteinverunreinigungen und Aggregate zu entfernen [90].

Testung verschiedener Salze

Als erstes wurden verschiedenen Salze im Aquilibrierungspuffer getestet: Natrium-
chlorid, Natriumsulfat und Ammoniumsulfat. Diese Salze sind in der Hofmeister-Reihe,
welche sie nach kosmotrop und chaotrop einteilt, an unterschiedlichen Positionen zu
finden. Kosmotrope Salze verstirken den hydrophoben Effekt, weswegen sie bevor-
zugt bei der HIC eingesetzt werden. Ammoniumsulfat ist das Salz, dem der héchste kos-

motrope Effekt zugeordnet wird, gefolgt von Natriumsulfat und mit dem geringsten
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kosmotropen Effekt Natriumchlorid [125]. Es wurden folgende Salz-Konzentrationen
in einem 50 mM Natriumphosphatpuffer zur Aquilibrierung erzeugt: 2,6 M Natrium-
chlorid, 0,5 und 1 M Natriumsulfat oder 1 M Ammoniumsulfat. Laut Literatur besitzen
2,6 M NaCl und 1 M Ammoniumsulfat in etwa den selbe hydrophoben Effekt, wahrend
das kosmotropere Salz Natriumsulfat etwa den gleichen hydrophoben Effekt wie Am-
moniumsulfat besitzt [126, 127]. Als Elutionspuffer wurde der 50 mM Natriumphos-
phatpuffer ohne Salz verwendet. Es wurden, wie bereits bei den lonenaustauschchro-
matographien die Peakflachen des mAks, sowie der Modus der Chromatographie ver-
glichen. Die Durchfiihrung entsprach ebenfalls der der lonenaustauschchromatogra-
phien, es wurden 3 mL einer bereits durch Protein A-Chromatographie aufgereinigte
Antikorperlosung mit einer Konzentration von 0,7 g-L-1 aufgegeben. In Abbildung 4.22

sind die Ergebnisse dieser Versuche dargestellt.
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Abbildung 4.22: Einfluss des Salzes auf die Peakfliche und den Modus bei der HIC an der FPLC [119].

Die grofdten Peakflachen konnte mit 0,5 M Natriumsulfat sowie 1 M Ammoniumsulfat
erzielt werden. Die kleinste Peakflaiche wurde bei 2,6 M NaCl detektiert. Die erhohte
Konzentration des Salzes erzielte somit nicht den in der Literatur angegebenen glei-
chen hydrophoben Effekt wie 1 M Ammoniumsulfat. Eine weitere Erhohung der Kon-
zentration von NaCl war nicht moglich, da der mAk bei 3 M NaCl bereits sichtbar aus-
gefallen war. Ebenfalls wurden unterschiedliche Modi der Chromatographie festge-

stellt, bei 1 M Natriumsulfat sowie bei 1 M Ammoniumsulfat wurde der fir die HIC oft
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genutzte Bind-and-elute-Modus festgestellt [90]. Im direkten Vergleich hat Ammoni-
umsulfat im bevorzugten Modus der HIC die hochste Peakflache erreicht, auf3erdem ist
dieses Salz fiir die HIC ebenfalls oft in der Literatur zu finden und wird deswegen fir

weitere Optimierungen verwendet [128, 129].

Optimierung der Ammoniumsulfat-Konzentration

Als weiterfithrendes Experiment wurden verschiedene Konzentrationen, 0,5 bis 1,7 M,
des Ammoniumsulfats im Aquilibrierungspuffer untersucht. Es wurden 3 mL einer be-
reits durch Protein A-Chromatographie aufgereinigte Antikérperlésung mit einer Kon-
zentration von 0,7 g-L-1 aufgegeben. Hohere Konzentrationen fiihrten zum Ausfallen
des mAks und wurden daher nicht weiter untersucht. Abbildung 4.23 zeigt sowohl die
ermittelten Antikorperpeakflachen als auch den jeweiligen Modus der Chromatogra-

phie.
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Abbildung 4.23: Einfluss der Ammoniumsulfatkonzentration auf die Peakfliche und den Modus bei der HIC
an der FPLC [119].

Die resultierenden Peakflachen bei 0,5 und 1 M Ammoniumsulfat waren fast gleich
grof3, allerdings kam es hier zum Wechsel des Modus bei der Chromatographie. Die
kleinere Konzentration reicht nicht aus, um den mAk mit dem nétigen hydrohoben

Charakter fiir eine Bindung an die Saule zu versehen. Dies gelingt erst ab einer Zugabe
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von 1 M Ammoniumsulfat. Die Peakflaiche wurde bei einem Zusatz von 1,5 M Ammoni-
umsulfat im Vergleich zu den beiden niedrigeren Konzentrationen grofder. Bei einer
weiteren Erhohung auf 1,7 M Ammoniumsulfat allerdings war die mAk-Peakflache
deutlich kleiner. Bei dieser relativ hohen Konzentration an Ammoniumsulfat kann be-
reits mAk ausgefallen sein, der liber die Filtration der Probe nach der Verdiinnung im
Aquilibrierungspuffer abfiltriert worden ist. Die aufgegebene mAk-Menge war dem-
entsprechend geringer und entsprechend auch die Peakfliche. Fiir die Aquilibrierung
wurde auf Grund der hdchsten resultierenden Antikérperpeakflache ein 50 mM Natri-
umphosphatpuffer mit einer Zugabe von 1,5 M Ammoniumsulfat fiir alle weiteren Ver-

suche als optimal festgelegt.

Durchfithrung der HIC

Mit dem 50 mM Natriumphosphatpuffer mit 1,5 M Ammoniumsulfat wurde die HIC
durchgefiihrt. Dabei war die Probenaufgabe 3 mL bereits tiber die Protein A-Methode
aufgereinigter Antikérperlosung mit einer mAk-Konzentration von 1 g-L-1. Anschlie-
f3end wurde mittels SEC-HPLC-Messung die Ausbeute und Reinheit des mAks be-
stimmt. Das Chromatogramm ist in Abbildung 4.24 dargestellt.
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Abbildung 4.24: Chromatogramm der HIC-Methode bei der Aufreinigung des mAks [119].

Wahrend der Elutionsphase ist bei 280 nm der detektierte Antikorperpeak aufgenom-

men worden, was dem Bind-and-elute-Modus entspricht. Wahrend des CIP-Schrittes
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mit 1 M NaOH konnte ein weiterer Peak detektiert werden, der fiir einen mAk-Verlust

in dieser Phase spricht.

Uber die SEC-Methode an der HPLC wurde die Ausbeute des mAKks in diesem Lauf be-
stimmt. Dabei wurde eine Ausbeute von 73,8 % erzielt. In der Literatur hingegen wer-
den Ausbeuten von bis zu 85 % erreicht [130]. Der Unterschied ist durch den mAk-
Verlust im CIP-Schritt zu erkldren. Die Reinheit wurde ebenfalls bestimmt, sie betrug
68 % und liegt damit weit unter der zu findenden Angabe von 99 % nach einem Po-
lishing-Schritt [104]. Neben dem mAk-Monomer konnten 19 % Aggregate im Elutions-
peak detektiert werden, die ein Grund fiir die geringe Reinheit sind. Diese wurden
ebenfalls an die Sdule gebunden und nicht vom mAk-Monomer abgetrennt. Diese Ag-

gregate konnten sich auch erst durch den hohen Salzgehalt des Puffers gebildet haben.

4.2.5.4 Hintereinanderschaltung verschiedener Polishing-Schritte

Bei der Aufreinigung eines therapeutischen mAk werden zwei hintereinander geschal-
tete Polishing-Schritte eingesetzt (siehe Kapitel 3.2.2, Theorie). In diesem Kapitel wur-
den die zuvor optimierten Methoden der AEX, CEX und HIC hintereinander geschalten.
Es ergaben sich sechs FPLC-Laufe, bei denen alle Kombination dieser drei Chromato-

graphien durchgefiihrt wurden.

Flr die einzelnen Saulen wurden die bereits optimierten Puffer eingesetzt. Fiir die AEX
wurde ein 20 mM Bis-Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 6,5 sowie einer Zugabe von
0,4 M NaCl verwendet. Die CEX wurde mit ein 50 mM MES-Puffer bei einem pH von 6,5
durchgefiihrt und bei der HIC kam ein 50 mM Natriumphosphatpuffer mit 1,5M Am-
moniumsulfat zum Einsatz. Da sich die einzelnen Puffer in ihrer Zusammensetzung,
besonders hinsichtlich pH-Wert und Salz unterschieden, wurde jeweils zwischen den
beiden Polishing-Schritten eine Umpufferung mittels Umpufferungssaule (HiPrep
26/10 Desalting, GE Healthcare Life Sciences, Chicago, USA) durchgefiihrt. Die Uber-
tragung des mAk-Peaks von der ersten Saule auf die Umpufferungssaule lief automa-
tisch, wohingegen von der Umpufferungssaule auf die zweite Sdule systembedingt eine
manuelle Ubertragung stattfand. Zur Beurteilung der Experimente wurde sowohl die

Ausbeute als auch die Reinheit des mAks iiber die SEC-HPLC-Methode bestimmt. Ta-
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belle 4.5 zeigt jeweils die Ausbeute und die Reinheit zweier hintereinander durchge-
fithrter Polishing-Schritte. Zum Vergleich sind die Ausbeute und Reinheit der einzelnen
durchgefiihrten Polishing-Schritte aufgefiihrt.

Tabelle 4.5: Ausbeute und Reinheit des mAks nach der Durchfiihrung einzelner oder zweier hintereinander

geschalteter Polishing-Schritte. AEX = Anionenaustauschchromatographie, CEX = Kationenaustauschchromato-

graphie, HIC = Hydrophobe Interaktionschromatographie.

Sdulenkombination | Ausbeute [%] | Reinheit [%]

AEX 91,5 99,4
CEX 84,9 98,6
HIC 73,8 68

AEX - CEX 81,7 99,8

AEX - HIC 69,2 98,6

CEX - AEX 79,9 99,6

CEX - HIC 71,3 97,7

HIC - AEX 70,4 97

HIC - CEX 70,8 97,5

Sowohl die hochste Ausbeute (81,7 %) als auch die grofdte Reinheit (99,8 %) konnte
mit der Kombination AEX - CEX erreicht werden. Die umgekehrte Reihenfolge der bei-
den Polishing-Schritte (CEX - AEX) zeigte etwas niedrigere, aber vergleichbare Werte.
Dabei liegt die Ausbeute im Bereich der niedrigeren Ausbeute der einzeln durchgefiihr-
ten CEX. Der geringe Verlust an Antikorper im Vergleich zur einzelnen Saule, ist durch
die manuelle Ubertragung der Antikérperfraktionen nach der Umpufferungssiule auf
die zweite Sdule zu erklaren. Wohingegen die Reinheit nahezu der einzelnen AEX ent-

spricht.

Bei den jeweiligen Kombinationen der Saulen, bei denen eine HIC involviert war, lagen
die Ausbeuten zwischen 69,2 und 71,3 %. Die geringste Ausbeute wurde bei der Durch-
fiihrung von AEX - HIC erzielt. Die geringste Reinheit mit 97,5 % wurde bei der Durch-
fiihrung HIC - CEX erzielt. Bei der gleichen Sdaulenkombination in unterschiedlichen

Reihenfolgen ergaben sich auch hier annahernd gleiche Ergebnisse.
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Die AEX zeigte als einzelner Polishing-Schritt die hochste Ausbeute und Reinheit.
Durch Kombination mit der CEX konnte die Reinheit weiter erhoht werden, allerdings
war dies nur mit einem Verlust an Antikorper einhergehend. In der Literatur werden
Ausbeuten von 85 - 95 % sowie Reinheiten von iiber 99 % angegeben [104, 131, 132].
Diese Reinheiten konnten mit der Kombination der beiden Ionenaustauschchromato-
graphien erzielt werden (AEX - CEX, CEX - AEX). Und auch die Ausbeuten dieser Sau-

lenkombinationen liegen nur knapp unter den Literaturangaben.

4.2.6 Entfernung von Wirtszellproteinen

Bei der Aufreinigung eines mAk miissen Verunreinigungen wie Wirtszellproteine
(Host cell proteins, HCP) entfernt werden. Die Entfernung der HCPs bei der Aufreini-
gung eines therapeutischen Antikorpers ist essenziell, da HCPs unerwiinschte Immun-
reaktionen beim Menschen hervorrufen konnen. Fiir die Quantifizierung der HCPs
wurde ein ELISA-Test eines Kits von Cygnus Technologies (Southport, USA) genutzt.
Die genaue Durchfiihrung des Kits zur HCP-Konzentrationsbestimmung ist unter Kapi-
tel B.7 im Material-und-Methoden-Teil zu finden. In Abbildung 4.25 sind die Konzent-
rationen an HCPs nach den verschiedenen Aufreinigungsschritten dargestellt. Dabei
wurde zusatzlich die HCP-Menge vor und nach der Protein A-Chromatographie be-

stimmt.
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Abbildung 4.25: Konzentration der HCPs wihrend der Aufreinigung des mAKks.

Im zentrifugierten Uberstand lag die HCP-Konzentration bei 811 pg-mL-l. Bereits
durch den ersten chromatographischen Schritt der Protein A-Affinititschromatogra-
phie wurde die Konzentration auf 3,59 pg-mL-1 verringert. Durch die jeweils folgenden
Polishing-Schritte konnten weitere HCPs entfernt werden. Uber die HIC wurde die
grofdte Menge entfernt, gefolgt von der CEX und der AEX. Bezogen auf die HCP-Kon-
zentration nach dem Capture-Schritt wurden bei der AEX noch 6,6 % der HCPs detek-
tiert, wohingegen es bei der CEX nur knapp 1 % war und bei der HIC nur noch 0,25 %

waren.

Diese unterschiedlichen Werte lassen sich durch die verschiedenen Betriebsweisen
der Saulen erklaren. Sowohl bei der CEX als auch bei der HIC wurde der Antikorper
spezifisch gebunden. Die Bindungsbedingungen wurden hinsichtlich der mAk-Bindung
optimiert und sind fiir die HCPs ungeeignet. Diese werden tiber die Waschschritte ent-
fernt. Bei der AEX wurde hingegen im Flow-through-Modus gearbeitet. Da der opti-
mierte pH-Wert des Aquilibrierungspuffers hierbei mit 6,5 unter dem pl einiger HCPs
lag, lagen diese ebenfalls positiv vor und haben nicht an die Saule gebunden [70, 133].
Die Vielfaltigkeit der HCPs ist zu grof3, um nur mit der AEX alle HCPs aus der Probe zu

entfernen.
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Durch die Kombination zweier Polishing-Schritte hintereinander konnte die HCP-Kon-
zentration weiter herabgesetzt werden. Bei der AEX - CEX ergab sich eine HCP-Kon-
zentration von 3,38 ng-mL-1 und bei der CEX - AEX 2,98 ng-mL-L Die Reihenfolge der
Saule hat keinen signifikanten Einfluss auf die Entfernung der HCPs. Die niedrigste

HCP-Konzentration (1,07 ng-mL-1) wurde mit der HIC - CEX erreicht.

Gesetzliche Hochstgrenzen fiir HCPs im Endprodukt gibt es nicht. Sowohl von der bio-
technologischen Industrie als auch von Gesundheitsbehérden werden Grenzwerte von
HCPs in therapeutischen Produkten von 1-100 ng bezogen auf 1 mg Wirkstoff gedul-
det. Dieser Wert beruht vor allem auf der limitierten Sensitivitat der Detektionsmetho-
den [134]. Die Ergebnisse aus der Aufreinigung in Relation zur Antikérpermenge sind

in Tabelle 4.6 zusammengefasst.

Tabelle 4.6: HCP-Konzentration der verschiedenen Aufreinigungschritte pro mg mAk.

Aufreinigungsschritt ppm (HCP [ng] auf mAk [1 mg])
zentrifugierter Zellkultu- 262-103
riberstand

Protein A 626,13
AEX 261,82

CEX 62,93

HIC 42,7

AEX - CEX 36,82

CEX - AEX 37,72

AEX - HIC 22,62

HIC - AEX 26,03

CEX - HIC 10,57

HIC - CEX 11,51

Bezogen auf 1 mg mAK, liefd sich schon mit der Protein A-Chromatographie die Menge
an urspriinglich in der Probe enthaltenen HCPs auf unter 1 % reduzieren. Sowohl mit
der CEX als auch mit der HIC konnten HCP-Konzentrationen nachgewiesen werden, die

unterhalb des tolerierten Grenzwertes von bis zu 100 ng liegen. Wird die AEX allein als
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Polishing-Schritt durchgefiihrt, so liegt der Gehalt der HCPs noch oberhalb der zuge-
lassenen Grenze. Werden mehrere Polishing-Schritte miteinander kombiniert liegen
alle dazugehorigen HCP-Werte unter den 100 ng. Dabei wurde der hochste Wert mit
37,72 ng HCP auf 1 mg mAk bei der Kombination CEX - AEX ermittelt und der nied-
rigste Wert mit 10,57 ng HCP auf 1 mg mAk bei der Kombination CEX - HIC.

4.2.7 Fazit der Aufreinigung des mAKks

Zur Aufreinigung des mAks wurden die verschiedenen einzelnen Schritte optimiert
und durchgefiihrt. Als erstes wurde der Ubergangsschritt des Upstream-Prozesses zum
Downstream-Prozess, die Zellabtrennung, untersucht. Dabei wurden drei Verfahren
zur Zellabtrennung verglichen: Die Zentrifugation, die Tiefenfiltration und die Dynamic
Body Feed Filtration. Mittels Zentrifugation konnte die hochste mAk-Konzentration im
Uberstand mit 3,12 g-L-! nachgewiesen werden. Ebenfalls konnte mit dieser Methode
mit einem geringen apparativen Aufwand eine vergleichsweise grofde Menge Zellkul-
turbriihe aufgereinigt werden. Die Zentrifugation stellt somit fiir die am Institut durch-

gefiihrte Zellabtrennung die optimale Methode dar.

Der erste Schritt der mAk-Aufreinigung ist die Protein A-Affinitdtschromatographie an
der FPLC. Neben der Optimierung des Elutionspuffers wurde auch der Aquilibrierungs-
puffer optimiert. Zur Aquilibrierung wurde ein 20 mM Natriumphosphatpuffer mit
150 mM NaCl und einem pH-Wert von 7 ermittelt. Fiir die Elution ergab sich eine 0,1 M
Citronensaure mit 150 mM NaCl und einem pH-Wert von 3,5. Mit der Protein A-Chro-
matographie konnte eine mAk-Ausbeute von 88,7 % bei einer Reinheit von 90 % er-

zielt werden, beide Angaben entsprechen der Literatur.

Flir den Capture-Schritt bei der Aufreinigung des mAks wurde aufierdem ein Vergleich
der Protein A-Sdule zu einem Protein A-Membranadsorber anhand von Kapazitat und

Produktivitat durchgefiihrt. Dabei war die DBC der Sdule mit 17 mg grofder als die des

MA mit 11,7 mg. Hingegen zeigte der MA mit 18,6 % eine hohere Produktivitat als

die Sadule mit 13 %. Aufgrund der hoheren DBC ist die Saule fiir den Labormaf3stab

mit geringen Probenvolumina die bessere Wahl. Werden gréfiere Mengen aufgereinigt,
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sollte ein MA eingesetzt werden, da er sowohl produktiver ist als auch mit einer hohe-
ren Flussrate betreiben werden kann und somit weniger Zeit fiir einen Durchlauf in

Anspruch nimmt.

Die beiden folgenden Polishing-Schritte, die sich dem Capture-Schritt bei der Aufreini-
gung eines mAKk anschliefsen, wurden ebenfalls untersucht. Dabei kommen vor allem
AEX, CEX und HIC zum Einsatz. Fiir alle drei Methoden wurde einzeln eine Optimierung
der Puffer durchgefiihrt. Dabei ergab sich fiir die AEX zur Aquilibrierung ein 20 mM
Bis-Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 6,5 und einer Zugabe von 0,4 M NaCl. Die Saule
wurde im Flow-through-Modus betrieben, es konnte eine Ausbeute des mAks von
91,5 % und eine Reinheit von 99,38 % erreicht werden. Die CEX hingegen wurde im
Bind-and-elute-Modus mit 20 mM MES-Puffer, pH-Wert 6,5 und ohne Zugabe von Salz
verwendet. Dabei konnte eine Ausbeute von 84,9 % und eine Reinheit von 98,57 % er-
zielt werden. Bei der HIC ergab sich als optimal ein 50 mM Natriumphosphatpuffer mit
einer Zugabe von 1,5 M Ammoniumsulfat. Auch diese Sdaule wurde im Bind-and-elute-
Modus betrieben und erreichte eine Ausbeute von 73,8 % und eine Reinheit von 68 %.
Durch Kombination von AEX und CEX ergaben sich die hochste Reinheit mit 99,8 %
und die grofdte Ausbeute mit 81,7 %. Auch die Reihenfolge CEX - AEX erzielte anna-
hernd gleiche Werte. Beim Einsatz der HIC waren sowohl die Reinheiten als auch die

Ausbeuten etwas geringer.

Uber die verschiedenen durchgefiihrten Aufreinigungsschritte, Zellabtrennung, Pro-
tein A-Chromatographie und die verschiedenen Polishing-Schritte, wurde die Konzent-
ration an HCPs bestimmt. Bereits mit dem Capture-Schritt konnte die HCP-Konzentra-
tion auf unter 1 % reduziert werden. Mit der CEX und der HIC wurde aufierdem der
maximal tolerierte Grenzwert von 100 ng unterschritten. Bei der Hintereinanderschal-
tung der Saulen erwies sich die Kombination CEX - HIC als diejenige, bei der pro mg

mAk die grofdite Menge HCPs entfernt worden ist.

4.3 Bioaktivitat des mAKks

Neben der Aufreinigung spielt beim Einsatz eines therapeutischen Antikorpers auch

die Qualitat dieses mAK eine entscheidende Rolle. Eines dieser Qualititsmerkmale ist
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die Bioaktivitat. Diese muss gegeben sein, damit der mAk in seiner Funktion als Medi-
kament wirksam ist. Der in dieser Arbeit verwendete mAKk ist ein Anti-TNF-a-Antikor-
per. Um die Bioaktivitat des mAks zu tiberpriifen, wurde ein Bioaktivitdtsassay etab-
liert, der auf der Bindung zum Antigen TNF-a beruht. Das Konzept dieses Bioaktivitats-

assays ist in Abbildung 4.26 dargestellt.

CTB-Assay
PN
. “ Reactions. :
—>| + Actinomycin D %| + TNF-a /Y% \
: (Mitoseinhibitor)

L929-Zellen

Y TNF- o +Y
4 g 4

Apoptose Kein Effekt Inhibierung
(tote Zellen) (lebende Zellen) der Apoptose

(lebende Zellen)

Abbildung 4.26: Ablauf des Bioaktivititsassay. Auf konfluent wachsende Zellen wird der Mitoseinhibitor Acti-
nomycin D gegeben, gefolgt von der Probenaufgabe (Antigen und/oder Antikérper). Die Zellviabilitat wird liber ei-

nen CTB-Assay bestimmt (modifiziert nach [119]).

Flr den Bioaktivitdtsassay wurde eine murine Fibroblasten-Zelllinie verwendet, L929-
Zellen. Diese wurden bereits zur Uberpriifung der Zytotoxizitit von TNF-a verwendet
[135, 136]. L929-Zellen wurden im Monolayer bis zur Konfluenz angeziichtet. Dies be-
deutet, dass die zur Verfiigung stehende Flache vollstindig bewachsen ist. Anschlie-
3end wurde Actinomycin D hinzugegeben, welches einen Mitoseinhibitor darstellt. Es
sollte das Wachstum der Zellen stoppen, eine Vergleichbarkeit der Proben erméglichen
und so falsch-positive Ergebnisse auf Grund von vereinzelt starkerem Wachstum ver-

hindern.

Es folgte die Zugabe von sowohl Antigen als auch Antikérperproben einzeln, um die
Wirkung dieser Losung auf die Zellen zu bestimmen. Da TNF-a die Zellapoptose auslost
(siehe Kapitel 3.3), sollte bei reiner Zugabe des Antigens ein Absterben der Zellen zu
beobachten sein. Wird hingegen nur der mAk zu den Zellen gegeben, sollte keine Ver-

danderung in der Viabilitat feststellbar sein, da der Antikorper selbst keinen Einfluss auf
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das Wachstum der Zellen hat. Bei Zugabe beider Komponenten, dem Antigen sowie
dem mAK, sollte die Apoptose-auslosende Wirkung des Antigens blockiert sein. Da der
mAk das Antigen bindet, soll hierbei seine Bioaktivitit nachgewiesen werden. Es
wurde mittels CellTiter-Blue®-Assay (CTB) von Promega Corporation (Madison, USA)
jeweils die Viabilitat der Zellen tiberpriift. Bei diesem Test wird die metabolische Akti-

vitat der Zellen bestimmt.

Die Etablierung des Bioaktivitatsassays berticksichtigt die Bestimmung der optimalen
Animpfzellzahl und die Inkubationsdauer von Actionomycin D als Additiv. Nach der
Etablierung wird der Bioaktivititsassay verwendet, um die Bioaktivitiat des Antikor-

pers nach jedem Aufreinigungsschritt nachzuweisen.

4.3.1 Animpfzellzahl

Der erste Schritt des Bioaktivitdtsassays ist das Anziichten der Zellen bis zur Konfluenz.
Dabei spielt die Animpfzellzahl eine wichtige Rolle. Als Grundlage dienten hierbei be-
reits in der Literatur veroffentlichte Zellzahlen fiir ahnliche Assays [136-138]: 4000,
8000, 15.000 sowie 30.000 Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte. Die Zellen wurden
in 96-Well-Platten mit vollsupplementiertem Medium, Dublecco’s Modified Eagle’s Me-
dium (DMEM, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE) mit 10 % fetalem Kalberserum (FKS)
und 1 % Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep), fiir 24 h inkubiert. Nach dieser Inkuba-
tion sollte ein Well zu etwa 95 % bewachsen sein. Die Konfluenz wurde optisch mittels

Mikroskop beurteilt.

Bei den beiden niedrigeren Animpfzellzahlen konnte keine Konfluenz beobachtet wer-
den, da die zeitliche Dauer der Inkubation fiir diese Zellkonzentrationen zu gering war.
Eine langere Dauer der Inkubation wurde nicht getestet, um den zeitlichen Aufwand
des Assays nicht zu vergrof3ern. Bei 15.000 sowie 30.000 Zellen pro Well wurde die

Konfluenz nach 24 h Inkubation erreicht.

Um die grofdte Aussagekraft des Assays zu erreichen, wurde die Reproduzierbarkeit
fiir beide Animpfzellzahlen bestimmt. Hierflir wurden verschiedene TNF-a-Konzentra-

tionen (1000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 und 0,0001 ng-mL-1) in DMEM-Basalmedium
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(ohne FKS, ohne Pen/Strep) angesetzt und die beiden Animpfzellzahlen in Dreifachbe-
stimmung nach dem Anwachsen fiir weitere 24 h mit diesen inkubiert. AnschliefRend

wurde die Viabilitat der Zellen tiber einen CTB-Assay bestimmt.

Die Standardabweichung dieses Experiments zeigte die Prazision und die Reprodu-
zierbarkeit der Methode mit der jeweiligen Animpfzellzahl. Mit 30.000 Zellen pro Well
liegt die mittlere Standardabweichung der Dreifachbestimmung bei nur 3,89 % Zellvi-
abilitat, wahrend sie bei 15.000 Zellen pro Well mit 5,21 % deutlich hoher ausfallt. Fiir
den Test wurde im weiteren Verlauf eine Animpfzellzahl von 30.000 Zellen pro Well

verwendet.

Ebenfalls wurde der Einfluss der Passagenzahl auf das Wachstum getestet. Als Passage
wird dabei das Ablésen und Uberfiihren der Zellen in ein neues Kulturgefaf zur konti-
nuierlichen Kultivierung bezeichnet [139]. Sowohl eine Passage 6 als auch eine Passage
13 erbrachte die gleichen Ergebnisse, bis zur 13. Passage ist also ein Einfluss der Passa-

genzahl auszuschlief3en.

4.3.2 Additiv Actinomycin D

Nach dem Anwachsen der Zellen bis zur Konfluenz folgt im Bioaktivitatsassay die Zu-
gabe von Actinomycin D, welches ein Mitoseinhibitor ist. Als solcher liegt sein Einsatz
in einem Bioaktivitdtstest darin, ein einheitliches Stoppen des Wachstums der Zellen
auszulosen, ein Uberwachsen der Zellen zu verhindern und so die Vergleichbarkeit der

Proben untereinander zu gewahrleisten [137].

Bei der Beschreibung vergleichbarer Assays wird oftmals die Zugabe von Actinomy-
cin D genannt, jedoch ohne nahere Versuchsbedingungen zu beschreiben. Auch der
Hersteller des rekombinanten TNF-a bezieht sich bei der Bestimmung der ICso-Kon-
zentration auf die Anwesenheit von Actinomycin D [140]. Um den Effekt des Actinomy-
cin D auf das Zellwachstum zu visualisieren, wurden die Zellen nach dem konfluenten
Anwachsen fiir weitere 36 h mit 1 pg-mL-1 Actionmycin D in DMEM-Basalmedium ver-
setzt. Diese Inkubationszeit wurde gewahlt, um den Effekt des Actinomycins deutlich
erkennen zu konnen. Als Vergleich wurden ebenfalls Zellen ohne Actinomycin D iiber
die gleiche Dauer inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurden mittels Mikroskop

Aufnahmen erstellt (Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27: Mikroskopie-Aufnahmen von L929-Zellen in 4-facher Vergréfierung nach 36 h Inkubation.
A: Unbehandelte Zellen, B: Mit 1 pg-mL-! Actinomycin D behandelte Zellen [119].

Die unbehandelten Zellen zeigten nach der 36 h Inkubation eine vollstandige Kon-
fluenz (Abbildung 4.27 A). Ebenfalls kamen vereinzelt runde Zellen vor, deren Morpho-
logie deutet darauf hin, dass sie als Monolayer nicht mehr adhdarent waren. Normaler-
weise zeigen adharente L929-Zellen eine langlichere und spitz zulaufende Morpholo-
gie. Im Fall der unbehandelten Zellen kann dieses Phanomen auf den Beginn eines

Uberwachsens der Zellen hindeuten.

Nach der Behandlung mit Actinomycin D (Abbildung 4.27 B) lagen die Zellen stark ver-
einzelt, aber zum Grof3teil adhariert, vor. Das Zellwachstum wurde also durch das Ad-
ditiv gestoppt. Um sicher zu gehen, dass das Actinomycin keine Abtotung der Zellen bei
der Verwendung im Bioaktivitatsassay induziert, wurden ein Vergleich mit dem alka-
loiden Topoisomerasehemmer Camptothecin (CAM) gemacht [141]. Nach Zugabe von
25 uM CAM zu den Zellen fiir 24 h, wurde deren Viabilitat iiber einen CTB-Assay be-
stimmt. Dabei ergaben sich Zellviabilitiaten von unter 2 %, was einer vollstandigen Ab-
totung der Zellen entspricht. Da die Viabilitaten der Zellen nach Behandlung mit Acti-
nomycin D bei gleicher Inkubationszeit viel grofier waren (65 %), ist davon auszuge-
hen, dass dieses keine abtotende Wirkung auf die Zellen hat. Da beim Aufnehmen einer
Dosis-Wirkungs-Kurve der Einfluss von Actinomycin D auf die Zellviabilitat ausge-

schlossen werden soll, wurde die zeitliche Inkubation angepasst.
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4.3.3 Wirkung des Antigens

Auf Grund des Einflusses von Actinomycin D auf die Viabilitat der Zellen bei langeren
Einwirkzeiten, wurde von der gleichzeitigen Inkubation des Actinomycin D mit dem
Antigen abgesehen. Zuerst wurde auf die Zellen das Actinomycin D gegeben und dieses
nach 2 h Inkubation wieder entfernt. Dabei wurde 1 pg-mL-1 Actinomycin D eingesetzt.
Anschliefdend wurde die Antigenlosung in unterschiedlichen Konzentrationen hinzu-
gegeben und fiir 24 h inkubiert. Es wurde mit Antigenkonzentrationen von 1000 bis
0,0001 ng'mL-1 eine Antigenkonzentrationskurve aufgenommen (Abbildung 4.28). Die
Zellviabilitaten wurden iiber einen CTB-Test bestimmt. Als Vergleich wurden Zellen
nach der Behandlung mit Actinomycin D flir 2 h nur mit Medium anstatt mit einer An-

tigenldsung versetzt.
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Abbildung 4.28: Dosis-Wirkungs-Kurve des Antigens (modifiziert nach [119]).

Die Kurve zeigt den erwarteten sigmoidalen Verlauf einer Dosis-Wirkungs-Kurve, sie
endet bei hohen Antigenkonzentrationen in einem Plateau. Die Zellviabilitat liegt bei
der niedrigsten Antigenkonzentration (0,0001 ng-mL-1) bei 100 %. Die Zellviabilitat

lag bei den nur mit Actinomycin D fiir 2 h und anschlief3end mit reinem Medium be-
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handelten Zellen ebenfalls bei 100 %. Hier kann ein negativer Effekt des Mitoseinhi-
bitors auf die Zellviabilitat ausgeschlossen werden. Die niedrigen Zellviabilitdten bei
hohen Antigenkonzentrationen kénnen somit auf den Effekt des Antigens zuriickge-
fiihrt werden. Anhand dieser Kurve wurde die halbmaximale Inhibitordosis (ICso) des
Antigens bestimmt (Berechnung siehe Kapitel B.8.5, Material und Methoden). Sie be-
trug 0,02 ng'-mL-! und entsprach damit der Angabe des Herstellers von einer ICso <
0,05 ng'mL-! [140]. Fiir weitere Versuche wurden folgende Bedingungen festgelegt:
Animpfen mit 30.000 Zellen pro Well, wobei Zellen bis zur 13. Passage verwendet wer-
den konnen. Inkubation mit 1 ng-mL-1 Actinomycin D fiir 2 h und anschlief3endes Ent-
fernen des Additivs. Aufderdem wurde anhand der aufgenommen Dosis-Wirkungs-
Kurve die Konzentration des Antigens bestimmt, die flir weitere Experimente mit An-
tikorperproben eingesetzt werden soll. Hierbei wurde 1 ng-mL-! festgelegt, weil ein
eindeutig negativer Effekt des Antigens auf die Zellviabilitat vorliegt (Zellviabilitat von

5,42 %), aber noch keine vollstandige Abtétung aller Zellen stattgefunden hat.

4.3.4 Dosis-Wirkungs-Kurve des mAKks

Bevor die Dosis-Wirkungs-Kurve des am Institut hergestellten und iiber Protein A-
Chromatographie aufgereinigten mAk aufgenommen wurde, ist getestet worden, ob
der Antikorper selbst keinen Einfluss auf das Wachstum der Zellen hat. Bei der Inku-
bation des mAKks fiir 24 h auf den Zellen konnte keine Veranderung in der Zellviabilitat

festgestellt werden, sie lag weiterhin bei 100 %.

Fiir die Dosis-Wirkungs-Kurve des mAks wurde als Vergleich ein Biosimilar, ein kom-
merziell erworbener mAk (Amgen Inc, Thousand Oaks, USA) eingesetzt, welcher als

Positivkontrolle fiir die Bioaktivitat diente.

Nach Vorbereitung der Zellen wurden diese mit 1 ng-mL-1 TNF-a und verschiedenen
Antikorperkonzentrationen (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 und 1000 ng-mL-1) in DMEM-
Baselmedium versetzt. Hierfiir wurden die Antikdrperprobe und das Antigen vor der
Zugabe auf die Zellen vermischt, es folgte eine Inkubation fiir 24 h. Anschlief3end wur-
den die Zellviabilititen iiber einen CTB-Test ermittelt. Abbildung 4.29 zeigt den Ver-

gleich der beiden Dosis-Wirkungs-Kurven.
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Abbildung 4.29: Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurve zwischen dem iiber Protein A-Chromatogrpahie auf-

gereinigten Antikérper und dem kommerziell erworbenen mAk (Medikament) [119].

Beide Dosis-Wirkungs-Kurven des mAks zeigen einen ahnlichen und sigmoidalen Ver-
lauf, welcher gegenlaufig zu der Dosis-Wirkungs-Kurve des Antigens ist. Bei niedrigen
Antikorperkonzentrationen wurden niedrige Zellviabilitaten ermittelt. Es ist fiir beide
Kurven ein unteres Plateau bis etwa 0,1 ng-mL-! mAk erkennbar. Selbst mit diesen ge-
ringen mAk-Konzentrationen liegen die Viabilitaten der Zellen mit etwa 20 % deutlich
tiber den Vergleichsproben mit unter 5 %, die nur dem Antigen ausgesetzt waren (Ab-
bildung 4.28). Bereits bei diesen geringen Dosierungen zeigt der mAK fiir beide Prépa-

rate, eine TNF-a hemmende Wirkung.

Mit steigender Konzentration des mAks steigt auch die Zellviabilitat an. Ein weiteres
Plateau wird bei hohen mAk-Konzentration ab 100 ng-mL-! erreicht. Da sich der Ver-
lauf der Kurven so stark dhnelt, ist davon auszugehen, dass der am Institut hergestellte

und tber Protein A-Chromatographie aufgereinigte mAk bioaktiv ist.

Aus der Dosis-Wirkungs-Kurve des Medikaments wurde sowohl die EC20 (EC, effektive
Konzentration) als auch die ECso fiir den mAk bestimmt (Berechnung siehe Kapitel
B.8.5, Material und Methoden). Diese geben die effektive Dosis an, bei der 20 % bzw.
80 % mehr Zellen beim Einsatz dieser Konzentration des mAks viabel sind als ohne

Zugabe des mAks. Die ECz0 fiir den mAk lag bei 4,74 ng-mL-1 und die ECso bei
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41,36 ng-mL-1, was Zellviabilitaten von 37,3 und 84,6 % entspricht. Fiir weitere Versu-
che mit Antikérperproben wurden diese jeweils auf eine mAk-Konzentration entspre-

chend der EC20 und der ECso verdiinnt.

Fiir den Bioaktivitatsassay wurde die im Folgenden beschriebene Durchfiihrung etab-
liert. Die adharenten L929-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 30.000 Zells pro Well
in einer 96-Well-Platte angeimpft und 24 h inkubiert. Es folgte eine Sensibilisierung
der Zellen fiir 2 h mit 1 pg-mL-1 Actinomycin D. Anschlief3end wurden die Proben auf
die Zellen gegeben. Dabei wurden vorab 1 ng-mL-! Antigen und der in den Proben ent-
haltene Antikorper jeweils in den Konzentrationen 4,74 ng-mL-! sowie 41,36 ng-mL-!
vermischt. Nach erneuter Inkubation fiir 24 h wurde ein CTB-Test zur Bestimmung der

Zellviabilitat durchgefiihrt.

4.3.5 Bioaktivitiat der Aufreinigungsproben

Nach erfolgreicher Etablierung des Bioaktivitatsassays wurde dieser verwendet, um
die Bioaktivitdit und damit die Produktqualitit nach den einzelnen Aufreinigungs-
schritten aus Kapitel 4.2 zu iiberpriifen. Die jeweils den Antikoérper enthaltenen Frak-
tion wurden dabei in zwei mAk-Konzentrationen (4,74 ng-mL-1und 41,36 ng:mL-1) ein-
gesetzt, die der EC20 und ECso des Medikaments entsprechen. Die weiteren Versuchs-
bedingungen entsprachen den zuvor optimierten Assaybedingungen: Es wurde mit ei-
ner Zellzahl von 30.000 Zellen pro Well angeimpft und diese fiir 24 h inkubiert. Fiir 2 h
wurden die Zellen mit 1 pg-mL-1 Actinomycin D sensibilisiert. Es folgte die Inkubation
der Antikorperproben mit jeweils 1 ng:-mL-1 Antigen fiir weitere 24 h. Anschlief3end
wurde mittels CTB-Test die Viabilitat der Zellen bestimmt. Es wurden vom zentrifu-
gierten Uberstand bis zu den Polishing-Schritten alle einzelnen Aufreinigungsschritte
untersucht. Dabei ist zu beachten, dass nach der Protein A-Chromatographie diese
Probe aufgeteilt und fiir alle drei Polishing-Schritte als Grundlage diente. Als Positiv-
kontrolle wurde ebenfalls das Medikament in seiner EC20 und ECso-Konzentration ver-
messen, als Negativkontrolle dient die alleinige Zugabe von Antigen. Die Zellviabilita-

ten der einzelnen Aufreinigungsschritte sind in Abbildung 4.30 dargestellt.
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Abbildung 4.30: Bioaktivitit des mAKks nach den verschiedenen Aufreinigungsschritten bei Zugabe von

1 ng-mL-1 TNF-a, zusammen mit den ECzo- und ECso-Konzentrationen des Medikaments [119].

Im Durchschnitt lag die Zellviabilitat der Zellen, die nur dem Antigen ausgesetzt waren
(Negativkontrolle) bei etwa 5 %. Mit allen vermessenen Proben konnten hohere Viabi-
litaten der Zellen bestimmt werden. Das Medikament erzielte mit seiner ECzo eine Zell-
viabilitat von 37,3 %, welcher als Referenzwert fiir die Aufreinigungsproben diente.
Alle Proben aufder der HIC-Polishing-Probe konnten in der geringen Antikorperkon-
zentration eine hohere Zellviabilitat als das Medikament erzielen. Dabei war diese

beim zentrifugierten Uberstand mit 47,4 % am hochsten, gefolgt von der AEX.

Bei der Betrachtung der h6heren eingesetzten Antikorperkonzentration (ECso) erzielte
das Medikament eine Viabilitat von 84,6 %. Alle Proben, aufder die des HIC-Polishing-
Schritts lagen tiber dem Wert des Medikaments. Dabei erzielte die HIC mit 83,8 % den
niedrigsten Wert, aber verglichen mit der niedrigen Antikérperkonzentration (ECz0)
doch im Bereich des Medikaments. Der hochste Wert wurde mit einer Viabilitdt von

98,3 % beim zentrifugierten Uberstand erreicht.

Der mAk war in allen getesteten Aufreinigungsschritten bioaktiv. Nur die niedrige
mAk-Konzentration der HIC-Probe liegt deutlich unterhalb des Medikamentenwertes.

Allgemein sind die Schwankungen der niedrigeren Antikérperkonzentrationen grofser,
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was auf die grofiere Verdiinnung der Proben zuriick zu fiihren ist. Der Abfall der Zell-
viabilitit vom zentrifugierten Uberstand zu den einzelnen Aufreinigungsschritten ist
so gering, dass er nicht auf Prozessbedingungen der Aufreinigung zurtickgefiihrt wer-

den kann.

Neben den einzelnen Chromatographie-Schritten wurde der Bioaktivitatsassay auch
genutzt, um zu untersuchen, ob eine Hintereinanderschaltung der Polishing-Schritte
eine Auswirkung auf die Bioaktivitat hat. Dabei wurde wieder das Medikament als Ver-
gleich gemessen sowie der Uberstand und eine Probe nach Protein A. Es wurden die
sechs verschiedenen Polishing-Saulenkombinationen auf Bioaktivitit untersucht
(siehe Kapitel 7.3, zusitzliche experimentelle Daten). Die Ergebnisse waren denen aus
Abbildung 4.30 in Bezug auf die hohe Antikérperkonzentration sehr ahnlich. Bei den
niedrigen Antikdrperkonzentrationen liegen die Werte hingegen alle unter der des Me-
dikaments. Die Viabilitdt des ECz0-Wertes des Medikaments war bei diesem Versuch
allerdings auch um 6,2 % hoher als beim vorangegangenen Versuch. Auf Grund der Er-
gebnisse der ECso-Werte, konnte bei der Kombination der Polishing-Schritte ebenfalls

kein Verlust der Bioaktivitit festgestellt werden.

4.3.6 Fazit des Bioaktivititsassays

Der Bioaktivitatsassay beruht auf der Apoptose-auslésenden Wirkung des Antigens
TNF-a. Wird dieses durch den mAk gebunden, kann es keine Apoptose auslésen und

die Bioaktivitat des Antikorpers ist bestatigt.

Bei der Etablierung des Bioaktivitatsassays wurden verschiedene Faktoren untersucht
und optimiert. Dabei ergab sich als Animpfzellzahl der L929-Zellen 30.000 Zellen pro
Well einer 96-Well-Platte. Die Inkubation dieser Zellen in DMEM-Vollmedium dauerte
24 h, bis eine vollstandige Konfluenz der adharenten Zellen erreicht war. Durch die Zu-
gabe des Mitoseinhibitors Actinomycin D soll ein Uberwachsen der Zellen verhindern
und so die Vergleichbarkeit der Proben untereinander gewahrleisten werden. Eine 2 h
Inkubation von 1 ug-mL-1 Actinomycin D in DMEM-Basalmedium wurde als optimal er-

mittelt.

Unter diesen Voraussetzungen wurde anschliefdend eine sigmoidale Dosis-Wirkungs-

Kurve des Antigens aufgenommen. Die Zellen wurden nach Entfernen der Actinomycin
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D-Losung fiir 24 h mit verschiedenen TNF-a-Konzentrationen (0,0001; 0,001; 0,01;
0,1; 1; 10; 100 und 1000 ng-mL-1) in DMEM-Basalmedium inkubiert. Es ergab sich mit
steigender TNF-a-Konzentration eine immer niedrigere Zellviabilitit. Die Zellviabilita-
ten wurden jeweils tiber einen CTB-Assay ermittelt. Anhand dieser Kurve wurde die
ICso-Konzentration des Antigens mit 0,02 ng-mL-! bestimmt. Fiir die Uberpriifung der

Bioaktivitat des mAks wurde die TNF-a-Konzentration auf 1 ng-mL-1 festgelegt.

Bei der Dosis-Wirkungskurve sowohl fiir den selbst aufgereinigten mAk als auch ein
kommerzielles Biosimilar mit unterschiedlichen mAk-Konzentrationen (0,001; 0,01;
0,1; 1; 10; 100 und 1000 ng-mL-1) ergab sich fiir beide Kurven der gleiche Verlauf. Mit
einer steigenden mAk-Konzentration wurde die Zellviabilitat grof3er. Das bedeutet, je
mehr mAk hinzugegeben wurde, desto mehr Antigen konnte dieser binden und
dadurch in seiner Wirkung unschadlich machen. Fiir alle folgenden Bioaktivitatstes-
tungen des mAks wurden zwei verschiedene Verdiinnungen bestimmt, die aus der sig-
moidalen Kurve ermittelte EC20 sowie ECso des Medikaments. Die ECzo fiir den mAk lag

bei 4,74 ng-mL-1 und die ECso bei 41,36 ng-mL-L

Bei der Bestimmung der Bioaktivitat iber die verschiedenen Aufreinigungsschritte,
zentrifugierten Uberstand, Protein A-Chromatographie, die einzelnen Polishing-
Schritte sowie die Kombination zweier Polishing-Schritte ergaben sich kein Unter-
schiede hinsichtlich der Bioaktivitit des mAks. Uber alle Aufreinigungsschritte hinweg

blieb der Antikoérper unverandert bioaktiv.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden beispielhaft die Analytik und Aufreinigung eines in
Tierzellkultivierung produzierten Proteins anhand eines IgG-Antikorpers entwickelt.
Die Ziele der Arbeit konnen in drei Bereiche geteilt werden: Die quantitative Analytik
sowie die Stabilitdt des monoklonalen Antikoérpers (mAk), die Aufreinigung des mAks

und die Etablierung eines Bioaktivitdtsassays als Qualitatskriterium.

Die Protein A-Chromatographie an der HPLC als quantitative Analytik wurde hinsicht-
lich der eingesetzten Puffer optimiert. Dabei wurden die Optima fiir den pH-Wert, die
Salzkonzentration als auch fiir die Flussrate bestimmt. In einem Vergleich dieser Affi-
nitatschromatographie zu einer Grofdenausschlusschromatographie (SEC) konnten
mit beiden Methoden die gleichen mAk-Konzentrationen einer Kultivierung bestimmt
werden. Die SEC bietet allerdings den Vorteil des geringeren Probenvolumens von nur
5 pL und der zusatzlichen Moglichkeit zur Bestimmung von Aggregaten. Fiir die wei-
tere Untersuchungen zur Stabilitdt und der Aufreinigung kam deswegen die SEC-Me-

thode fiir die quantitative Analytik des mAks zum Einsatz.

Sowohl fiir die spatere Aufreinigung als auch die Lagerung des Produkts, spielt die Sta-
bilitdt eine entscheidende Rolle. Nur ein stabiles Produkt eignet sich fiir weiterfiih-
rende Experimente und fiir den medizinischen Einsatz. Aus diesem Grund wurde die
Stabilitat hinsichtlich des pH-Wertes und der Salzkonzentration untersucht. Die Stabi-
litat des mAks ist bei den pH-Werten 6 und 7 am grofdten sowie bei einer Salzzugabe
von 0,5 M NaCl. Salz als Additiv verhinderte dabei die Bildung von Aggregaten. In wei-
terfiihrenden Experimenten kénnte auch der Einfluss der Temperatur auf die Lagerung
des mAks untersucht werden. Hierbei waren insbesondere die Auswirkung des Ein-
frierens und Auftauens auf die Bildung von Aggregaten und den Abbau des mAks von

Bedeutung.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die verschiedenen Schritte der Antikorperaufrei-
nigung durchgefiihrt. Als erstes wurde der Ubergangsschritt des Upstream-Prozesses
zum Downstream-Prozess, die Zellabtrennung, untersucht. Wegen der hochsten Anti-
korperkonzentration von 3,12 g-L-1 und dem geringsten apparativen Aufwand, wird in

dieser Arbeit die Zentrifugation fiir diesen Schritt verwendet. Eine andere untersuchte
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Methode, die Tiefenfiltration, ist eher fiir den industriellen Einsatz geeignet, weil der
grofdte Abtrennungseffekt, also die geringste Triibung, hiermit erzielt worden ist. Mit
dieser Methode kann aufderdem eine grofde Menge Kulturbriihe in kurzer Zeit aufge-

reinigt werden.

Der erste Schritt der mAk-Aufreinigung, der Capture Schritt, ist die Protein A-Affini-
titschromatographie. Nach der Optimierung des Elutions- sowie des Aquilibrierungs-
puffers ergab sich durch diesen Schritt eine mAk-Ausbeute von 88,7 % mit einer Rein-
heit von 90 %. Alternativ zu einer Sdule konnen auch Membranadsorber (MA) fiir die-
sen Capture-Schritt genutzt werden. Der Vergleich zwischen einer Sdule und einem MA

zeigte eine dynamische Bindungskapazitit der Saule von 17 mg und des MA von nur

11,7 mg. Hingegen zeigte der MA mit 18,6 % eine 43 % hohere Produktivitat als die

Saule mit 13 %. Beide Anwendungen haben unterschiedliche Vor- und Nachteile. Der

MA kann mit hoheren Durchflussraten betrieben werden, was bedeutet, dass die Rei-
nigung von Zellkulturiiberstanden grofderer Mengen in kiirzerer Zeit als mit einer
Saule durchgefiihrt werden kann. Fiir den Betrieb im industriellen Maf3stab mit we-
sentlich hoheren Durchsatzen kann der Einsatz von MA bevorzugt werden, wenn die
geringe Kapazitit in Kauf genommen oder durch weitere Entwicklungen erhoht wird
[112]. Im Labormaf3stab mit geringen Probenvolumina ist die Sdule mit ihrer hoheren

dynamischen Bindungskapazitat die bessere Wahl.

Dem Capture-Schritt folgen bei der Aufreinigung eines mAk zwei Polishing-Schritte, bei
denen vor allem eine Kombination von Anionenaustausch- (AEX), Kationenaustausch-
(CEX) und hydrophober Interaktionschromatographie (HIC) eingesetzt wird. Fiir alle
drei Methoden wurden jeweils Optimierungen der eingesetzten Puffer durchgefiihrt.
Dabei wurde die AEX im Flow-through-Modus betrieben, wahrend die CEX und die HIC
im Bind-and-elute-Modus betrieben worden sind. Die Polishing-Schritte wurden so-
wohl einzeln aber auch hintereinandergeschaltet durchgefiihrt und jeweils die Aus-
beute, die Reinheit sowie die verbliebene Konzentration an Wirtszellproteinen (HCP)
bestimmt. Dabei ergab sich fiir die AEX sowohl die grofdte Ausbeute von 91,5 % als
auch die hochste Reinheit mit 99,38 %. Gefolgt von der CEX mit einer Ausbeute von

84,9 % und einer Reinheit von 98,57 % sowie der HIC mit einer Ausbeute von 73,8 %
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und einer Reinheit von nur 68 %. Um eine effiziente Aufreinigung tiber die HIC zu er-
moglichen, miissten weitere Versuche zur Optimierung der Methode durchgefiihrt
werden. Dabei spielen das verwendete Salz und dessen Konzentration im Puffer eine
Rolle, aber auch der pH-Wert, die Temperatur, die Zugabe von Additiven oder die Wahl
des Liganden konnen Einfluss auf die Effektivitat der HIC haben [129].

Bei der Hintereinanderschaltung der Polishing-Schritte ergab die Kombination AEX -
CEX mit 86,2 % die grofite Ausbeute sowie mit 99,8 % die hochste Reinheit. Von dem
Einsatz der HIC ist ohne weitere Optimierung fiir die Aufreinigung dieses Antikorpers

abzusehen.

Chromatographische Aufreinigungsschritte werden hauptsachlich im Batch-Betrieb
(diskontinuierlich) durchgefiihrt. Aufgrund des Kostendrucks bei der Aufreinigung
von Biopharmazeutika riickt die Produktivitatssteigerung immer weiter in den Vor-
dergrund. Fiir die Produktivitatssteigerung wiederum ist der kontinuierliche Betrieb
besonders interessant. Die Vorteile liegen in zusatzlicher Kapazitatsnutzung, Vermei-
dung von Batch-zu-Batch-Schwankungen sowie Senkung der Prozesszeit und damit
der Prozesskosten [142, 143]. Fir die Protein A-Chromatographie beispielsweise
fiihrte eine kontinuierliche Betriebsweise zu einer Steigerung der Bindungskapazitat
um 20 % [144]. Eine Anwendung der kontinuierlichen Betriebsweise auf die Polishing-

Schritte konnte ebenfalls zu einer Kapazitatssteigerung fithren.

Zusatzlich zur Ausbeute und Reinheit wurde die Wirtszellprotein (HCP)-Konzentration
fiir die Aufreinigungsschritte bestimmt. Die HCP-Konzentration konnte bereits durch
den Protein A-Schritt (3590 ng'mL-1) auf unter 1 % der Konzentration im Uberstand
verringert werden. Bei den Polishing-Schritten wurde mit der HIC die niedrigste verb-
liebende HCP-Konzentration von 9,09 ng-mL-! erreicht. Wohingegen mit einer alleini-
gen AEX (261,82 ng pro mg mAk) der maximale Grenzwert von 100 ng HCP pro mg
mAk noch iiberschritten wurde. Bei der Hintereinanderschaltung zweier Polishing-
Schritte wurde der Grenzwert bei allen Kombinationen unterschritten. Die geringste
Menge HCPs auf 1 mg mAk ergab sich bei der Kombination CEX - HIC. Da von der HIC
allerdings auf Grund der geringen Ausbeute und Reinheit abzusehen ist, ist der Kom-

bination AEX - CEX weiterhin der Vorzug zu geben.
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Neben der Konzentration der HCPs spielt bei der Aufreinigung von mAks auch die Kon-
zentration an DNA eine entscheidende Rolle. DNA stellt eine prozessabhangige Verun-
reinigung dar. Derzeit liegt die aktuelle Empfehlung der WHO zum Verbleib von DNA-
Resten in einem als Therapeutikum eingesetzten Protein bei maximal 10 ng pro Dosis
[145]. Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wird haufig eine Polymerasekettenre-
aktion (PCR) genutzt, bei der Primer gegen bestimmte Housekeeping-Gene des Pro-
duktionsstammes eingesetzt werden [146, 147]. Der Nachweis der DNA kénnte ein zu-

satzliches Entscheidungskriterium bei der Auswahl der Polishing-Schritte darstellen.

Beim Einsatz von mAks in Therapeutika muss deren Wirksamkeit gegeben sein. Des-
wegen wurde im letzten experimentellen Teil die Etablierung eines Bioaktivitatsassays
durchgefiihrt, der auf der Bindung des mAks zu seinem Antigen beruht. Das Antigen,
der Tumornekrose-Faktor (TNF)-a, besitzt eine Apoptose-auslosende Wirkung. Es
wurde ein Assay etabliert, bei dem die Bindung des Antigens durch den intakten Anti-
korper die Apoptose blockiert. Dabei wurde die Animpfzellzahl sowie die Zugabe eines
Mitoseinhibitors Actinomycin D optimiert. Anschlieffend wurde eine Dosis-Wirkungs-
Kurve des Antigens aufgenommen. Mit steigender TNF-a-Konzentration ergab sich
eine immer niedrigere Zellviabilitat. Fiir die Dosis-Wirkungs-Kurve des mAks sowie ei-
nes kommerziellen Biosimilars wurde die Antigenkonzentration auf 1 ng-mL-1 festge-
legt. Mit steigender mAk-Konzentration wurde fiir beide Produkte die Zellviabilitat
grofder, weil mehr Antigen gebunden und unschadlich gemacht werden konnte. Die
EC2o fiir das Biosimilar lag bei 4,74 ng-mL-1 und die ECso bei 41,36 ng-mL-1. Es wurden
Proben aller Aufreinigungsschritte, von der Zellabtrennung bis zu den Polishing-
Schritten, untersucht. Die Proben wiesen allesamt bioaktiven mAk auf, somit verliert

der mAk durch die Aufreinigung nicht an Wirksamkeit.

Der Bioaktivitatsassay konnte neben der Kontrolle der Aufreinigung auch zur Prozess-
kontrolle verwendet werden, um beispielsweise die Bioaktivitat bei veranderter Kulti-
vierung unter Stressbedingungen zu iberpriifen. Ebenfalls ware der Einsatz des Assays
zur Uberpriifung der Bioaktivitit des mAks nach verschiedenen Stabilititstest méglich.
Untersuchungen zu diesen Anwendungen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit

nicht durchgefiihrt und bediirfen einer Aufklarung in weiterfithrenden Studien. Neben
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dem Qualitatsmerkmal Bioaktivitat spielt auch das Glykosylierungsmuster der schwe-
ren Kette eine entscheidende Rolle bei der Vertraglichkeit und Wirksamkeit des mAks
im menschlichen Kérper. Uber eine massenspektrometrische Untersuchung kénnten
die Zucker nach der Ablosung von der schweren Kette sowohl identifiziert als auch
quantifiziert werden und hierdurch das Glykosylierungsmuster charakterisiert wer-

den [148].

Es wurden sowohl quantitative als auch qualitative Methoden zur Untersuchung des
hier modellhaft eingesetzten mAk getestet und etabliert. Dabei konnte mittels SEC so-
wohl die mAk-Konzentration als auch die Reinheit und die Menge an Aggregaten einer
Probe bestimmt werden. Der etablierte Bioaktivitiatsassay stellt ein entscheidendes Be-
wertungskriterium zur Qualitatsbeurteilung fir diesen mAk dar. Auf Basis der entwi-
ckelten Analytik konnten verschiedene Schritte der Aufreinigung durchgefiihrt und be-
wertet werden. Dabei erwies sich nach Zentrifugation die Nutzung einer Sdule beim
Capture-Schritt als optimal. Uber die Kombination AEX - CEX als Polishing-Schritte
konnte der mAk am Ende mit einer Ausbeute von 86,2 % sowie einer Reinheit von
99,8 % aufgearbeitet werden und lag bioaktiv vor. Die Ergebnisse lassen sich nicht di-
rekt auf andere Antikorper libertragen, aber die Erkenntnisse und Herangehensweisen
erleichtern die Etablierung der notwendigen Analytik und Aufreinigung fiir zukiinftige

Therapeutika auf Basis monoklonaler Antikorper.
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7 Zusatzliche experimentelle Daten

7.1 Stabilitit des mAKks im sauren pH
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0.100 - -5
L4
0.075 -
D —
E® L 352
§ o 0.050- o
=5 %
< A
<2 e
£
0.025 -
-1
0.000 - Lo

N N\ N N N N N N N
R R R I N N
Q7 QF QF
[ mAk-Menge m Reinheit [P5<X] Aggregate

Abbildung 7.1: SEC-HPLC-Ergebnisse nach Inkubation des mAks bei 50°C fiir eine Woche bei den pH-Werten

von 2,5 bis 4, sowie verschiedenen NaCl-Konzentrationen.

7.2 AEX-Chromatogramm vor der Salzoptimierung des Aquilibrie-

rungspuffers
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Abbildung 7.2: Chromatogramm der AEX-Methode bei der Aufreinigung des mAKks vor der Salz-Optimierung.
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7.3 Bioaktivititstest mit den hintereinander geschalteten Polishing-

Schritten

110 B EC,-Konz.
100 4 [ ]ECg-Konz.

90—-
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50

Zellviabilitat [%]

404
30
20 -

Aufreinigungsschritt

Abbildung 7.3: Zellviabilititen nach verschiedenen Aufreinigungsschritte inklusive der Hintereinander-
schaltung der Polishing-Schritte. Zugabe von 1 ng/mL TNF-a und Antikérper in den EC20- und EC80-Konzent-

rationen des Medikaments.
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A Material

Im Folgenden wird fiir doppelt-deionisierte Wasser die Bezeichnung H20 verwendet,

welches aus dem Reinstwassersystem arium® 611 stammt. Die pH-Werte wurden bei

Raumtemperatur eingestellt.

A.1 Verwendete Chemikalien, Antibiotika und Kits

Tabelle 7.1: Verwendete Chemikalien und Antibiotika.

Chemikalie

Hersteller

(S)-(+)-Camptothecin

10x Trypsin/EDTA (0,5 %/0,2 %)
Aceton

Actinomycin D

Ammoniumsulfat
Anti-TNF-a-Biosimilar

APS

Bicin

Bis-Tris

Bromphenolblau

Citronensdure

CHOKO Stock Culture Medium
CHOKO Stock Production Medium
CHOKO FMA

CHOKO FMB

Coomassie Brilliant Blau G250
Dinatriumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogensulfat
Dithiothreitol

DMSO

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glu-
cose (DMEM)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Essigsaure

Ethanol (96%)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom GmbH, Berlin, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Amgen Inc., Thousand Oaks, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Fluka, Buchs, Schweiz

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt, DE
Merck KgaA, Darmstadt, DE
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Ethanolamin

Fetales Kalberserum (FKS)
Glycerin

Glycin
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumchlorid

L-Glutamin

Methanol

MTX

Natriumaurylsulfat (SDS)
Natriumcarbonat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumhydroxid-Pellets
Natriumchlorid
Natriumsulfat
ortho-Phosphorsaure, 85 %
Rotiphorese 40 (37,5:1)
Salzsédure (37%)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
TNF-«
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Tris-HCI

Antibiotikum

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PAA Laboratories GmbH, Colbe, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Lonza, Basel, Schweiz

Merck KgaA, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt, DE

Merck KgaA, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
PeproTech, Inc., Rocky Hill, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Hersteller

Penicillin/Streptomycin

Tabelle 7.2: Verwendete Kits.

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Kit Zweck Hersteller

Immunoenzymetric Assay zur Mes- HCP-Nach- Cygnus Technologies, Southport,

sung von CHO Host Cell Protein weis USA

CTB-Assay Zellviabilitdt | Promega Corporation, Madison,
USA
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A.2 Medien, Puffer und weitere Losungen

Tabelle 7.3: Verwendete Medien und weitere Lésungen.

Medien Menge/Kon- | Chemikalie/Bestandteil
zentration
Vorkulturmedium, pH 6,9 - 7,3 (nach | 970 mL ddH0
Zugabe Natriumcarbonat), 1 L 20,04 g CHOKO Stock Culture Medium
0,88¢g NaOH Pellets
1,8g NaHCOs3
Ad 1000 mL ddH-0
200 nM L-Glutamin
500 uM MTX (bis Passage 3)
Produktionsmedium, pH 6,9 - 7,3 970 mL ddH-0
(nach Zugabe Natriumcarbonat) 2231¢g CHOKO Production Medium
6,3 mL 5 M NaOH
18g NaHCOs3
Ad 1000 mL ddH-0
200 nM L-Glutamin
Feed Medium A, pH 6,5 - 6,8 850 mL ddH:0
154,12 g CHOKO FMA
3,148 mL NaOH Pekkets
Ad 1000 mL ddH-0
Feed Medium B, pH 11,0 - 11,4 850 mL ddH-0
94,6g CHOKO FMB
32,1 mL 5 M NaOH
Ad 1000 mL ddH-0
DMEM-Basalmedium 13,3 g-L-1 DMEM-Pulver
3,7gL-1 NaHCO3
Vollmedium 89 % DMEM-Basalmedium
10 % FKS
1% Pen/Strep
Kryomedium 70 % DMEM
20 % FKS
10 % DMSO
CTB-Medium 90 % DMEM-Basalmedium
10 % CTB-Losung
Weitere Losungen Menge/Kon- | Zusammensetzung
zentration
10 x Trypsin/EDTA 0,5% Trypsin
0,2 % EDTA (w/v) in PBS
Fixierlésung (Gradientengel) 50 % Ethanol
20% Essigsaure

103



Material und Methoden

Coomassie-Farbeldsung 0,15 % Coomassie Brilliant G-250
10 % Ammoniumsulfat
10 % ortho-Phosphorsaure
20 % Methanol
Tabelle 7.4: Verwendete Puffer.
Puffer Menge/Kon- | Zusammensetzung
zentration
AEX, Aquilibrierung, pH 6,5 20 mM bis-Tris
0,4 M NaCl
AEX, Aquilibrierung (Optimierung), | 20 mM Tris
pH 7,5 und 8,5
AEX, Aquilibrierung (Optimierung), | 20 mM Ethanolamin
pH 9,5 und 10
AEX, Elution, pH 6,5 20 mM bis-Tris
1M NaCl
CEX, Aquilibrierung, pH 6,5 50 mM MES
CEX, Aquilibrierung (Optimierung), | 50 mM HEPES
pH 7 und 8
CEX, Aquilibrierung (Optimierung), | 50 mM Bicin
pHO
CEX, Elution, pH 6,5 50 mM MES
1M NaCl
HIC, Aquilibrierung, pH 7,0 (1 L) 610 mL 50 mM Dinatriumhydrogenphos-
phat
390 mL 50 mM Natriumdihydrogenphos-
phat
1,5M Ammoniumsulfat
HIC, Elution, pH 7,0 (1 L) 610 mL 50 mM Dinatriumhydrogenphos-
phat
390 mL 50 mM Natriumdihydrogenphos-
phat
HIC, CIP 1M NaOH
PBS-Puffer, 10x (1 L) 80g Natriumchlorid
2g Kaliuchlorid
144 g Dinatriumhydrogenphosphat
248 Kaliumhydrogenphospaht

104



Material und Methoden

Protein A, Aquilibrierung, HPLC, pH | 70 mL 50 mM Natriumdihydrogenphos-
7,9 (1L) phat
930 mL 50 mM Dinatriumhydrogenphos-
phat
500 mM NaCl
Protein A, Elution, HPLC, pH 2 100 mM Glycin
500 mM NaCl
Protein A, Aquilibrierung, FPLC, pH 16 mL 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat
7,5 (1L) 84 mL 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat
900 mL ddH:0
150 mM NaCl
Protein A, Elution, FPLC, pH 3,5 0,1 M Citronensaure
150 mM NaCl
Protein A, CIP, FPLC, pH 8,5 0,1 M Tris
500 mM NaCl
Protein A, Aquilibrierung, MA, pH 8¢g NaCl
74 02g KCl
0,24¢g KH2PO4
142¢g Na;HPO,
Protein A, Elution, MA, pH 3 0,1M Citrat-Phosphat
300 mM NacCl
Protein A, CIP, MA 50 mM NaOH
1M NacCl
SEC,pH 6,6 (1L) 100 mL 1 M Natriumsulfat
50 mL 1 M Natriumdihydrogenphosphat
50 mL 1 M Dinatriumhydrogenphosphat
800 mL ddH:0
SDS-Probenpuffer 20 mM Tris-HCI, pH 8
2 mM EDTA
5% SDS
0,02 % Bromphenolblau
10 % Glycerin
TGS-Puffer, 10x, pH 8,3 (1 L) 30,3 g Tris-Base
144,1g Glycin
10g SDS
A.3 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 7.5: Verwendete Verbrauchsmaterialien.
Verbrauchsmaterial Hersteller

96-Well-Platte

‘ Brand, Wertheim, DE
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Combipipettenspitzen, 5 mL, 10 mL

Einmalhandschuhe

Einwegspritzen, 1 - 50 mL

Filter, 0,2 pm, 47 mm, Cellulose-Acetat
Filter, 0,22 pm, Cellulose-Acetat
Filterpapier
Filter/Filterpumpenaufsatz
Glaspasteuerpipetten, 145 mm, 250 mm

Gradientengel, 4 - 20 %
Kryorohrchen

Mikroreaktionsgefafie; 1,5 mL; 2 mL und 5 mL

Pipettenspitzen

Schnappringkappe, 11 mm
Schnappring-Mikroflaschen, 0,3 mL

Serologische Pipetten, verschiedene Grofien
Spritzen-Vorsatzfilter, 0,2 um, 4 mm, PVDF, unsteril
Spritzen-Vorsatzfilter, 0,45 um, 25 mm, PVDF, unste-
ril

T25/ T75/ T175 Schréaghalszellkulturflasche
Zentrifugengefafde, 15 mL und 50 mL

A.4 Gerite, Saulen und Software

Tabelle 7.6: Verwendete Gerite.

Gerit ’ Bezeichnung

‘ Firma

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karslruhe, DE

B. Braun AG, Melsungen, DE
Sartorius AG, Gottingen, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE
Bio-Rad, Miinchen, DE

Sartorius, Gottingen, DE

Brand, Wertheim, DE

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
USA

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE
Brand GmbH &Co. KG, Wertheim,
DE

VWR International LLC, Radnor,
USA

VWR International LLC, Radnor,
USA

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
DE

ThermoFisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

Sartorius AG, Gottingen, DE

Sartstedt, Nimbrecht, DE

Corning Inc., Corning, NY

Chip-Reader ’ Bioanalyzer 2100

’ Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA
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COz-Inkubator

Eismaschine
FPLC-Anlage
Gel/WB-Scanner

HPLC-Anlage

Inkubationsschiitt-
ler

Kryotank
Laborgefrierschrank
(-80°QC)
Magnetriihrer (1)
Magnetriihrer (2)
Mehrkanalpipette

Multi-Detektions-
reader fiir Zellbilder
Multipipette
Neubauer Zahlkam-
mer

pH-Meter
Photometer
Pipettierhilfe
Platereader (1)
Platereader (2)
Reinstwasseranlage
Schiittler (1)
Schiittler (2)
SDS-Gel-Giefdstation
und Gelelektropho-
reseapparatur
Sicherheitswerk-

bank

HERA Cell 240

Scotsman AF103
Akta-pure 25 L
Epson Perfection
V750 Pro

VWR Hitachi
Chromaster

KS 4000 I control

Orion ET-44

Forma™ 900 series

IKA® RH basic 2
D-6010

Explorer, 8 Kanal,
5 uL-1200 pL
Cytation 5

Multipipette E3
Neubauer Zahlkam-
mer; 0,1 mm Tiefe
SevenCompact
Genesys 10S UV-Vis
Accu-jet pro
Fluoroskan Ascent
Multiskan Go
Arium 611

3006

IKA VIBRAX
Mini-Protein® Tetra

Handcast System

MSC-Advantage

Thermo Electron Corporation, Waltham,
USA
Hubbard Systems, Ipswich, UK

GE Healthcare Life Sciences, Chicago, USA

Epson, Meerbusch, DE

VWR International, Radnor, USA

IKA, Staufen, DE

Chart Industries, Ball Ground, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

IKA®-Werke, Staufen, Deutschland
neoLab Migge GmbH, Heidelberg, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

BioTek Instruments, Winooski, USA

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Brand, Wertheim, Deutschland

Mettler Toledo, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, DE
GFL, Burgwedel, DE

VWR International LLC, Radnor, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Sterilwerkbank
Temperaturschiitt-
ler

Tischzentrifuge
Ultraschall-Wasser-
bad

Vortexer (1)

Vortexer (2)
Waage (1)
Waage (2)
Wasserbad
Zentrifuge (1)
Zentrifuge (2)

Zentrifuge (3)

Zentrifuge (4)

HERAsafe KS 18
ThermoMixer® com-
fort

Minizentrifuge
Sonorex Super RK
510 H

Genius 3

Reax 1R

Analytic AC 210 S
LP-Serie

WNB 45

Heraeus™ Multifu-
ge™ X3 FR
Heraeus™ Biofuge™
pico

Heraeus™ Fresco™
21

Zentrifuge 5702

Tabelle 7.7: Verwendete Sdulen/MA

Sdulen

Artikel

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Bandelin electronic, Berlin, Deutschland

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen im
Breisgau, DE

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, DE

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, DE
VWR International LLC, Radnor, USA
Memmert, Schwabach, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Hersteller

Vorsaulenhalter

Protein A, HPLC
Vorsaule Protein A,
HPLC

SEC, HPLC
Vorsaule SEC, HPLC

Protein A, Saule,

FPLC

SecurityGuard™ Vorsau-
lenhalter

POROS® A 20 pm
SecurityGuard™,
GFC3000,4 x 3 mm
Yarra 3 um SEC-2000
SecurityGuard™,
GFC3000, 4 x 3 mm
HiTrap Protein A HP, 1

mL

Phenomenex Inc., Torrance, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, SE

Phenomenex Inc., Torrance, USA

Phenomenex Inc., Torrance, USA

GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, SE
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Protein A, MA, FPLC | Sartobind® Protein A
2 mL gen, DE
AEX, FPLC HiTrap Q HP, 1 mL
CEX, FPLC HiTrap SP HP, 1 mL
HIC, FPLC HiScreen Phenyl HP, 4,7

mL

Umpufferung, FPLC

Tabelle 7.8: Verwendete Software.

Anwendung

HiPrep 26/10 Desalting

Software

Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottin-
GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, SE
GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, SE

GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, SE

GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, SE

Hersteller

Chromatographiekontrollein-
heit, HPLC
Chromatographiekontrollein-
heit, FPLC

Datenanlyse

Datenanalyse

Densitometrische Auswer-
tung

Design of Experiments

IC50-Konzentration bestim-
men

Literaturverwaltung
Maf3stab bei Mikroskopie
Photometer (Plate Reader)
Software

SDS-PAGE Gel Scanner Soft-
ware

Verfassen der Dissertation

Open Lab Control Panel
Unicorn™

MS Excel (Office 365)
OriginPro®
GelAnalyzer

MODDE®

Quest Graph™ IC50 Cal-
culator

Citavi 6

Gen 5 2.0

SkanIt™ RE for Mul-
tiskan Go

Adobe® Photoshop CS2

MS Word (Office 365)

Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, USA
GE Healthcare, Chicago, USA

Microsoft Corporation, Red-
mond, USA

OriginLab Corporation, North-
hampton, USA

Istvan Lazar Jr., PhD

Sartorius, Gottingen, Deutsch-
land
AAT Bioquest, Inc., USA

Swiss Academic Software, CH
BioTek Instruments, Inc., USA
Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Adobe Inc,, San José, USA

Microsoft Corporation, USA
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B Methoden

B.1 Kultivierung der CHO-Zellen

Der Zellkulturiiberstand, der fiir die Experimente verwendet wurde, wurde im Zuge
weiterer Promotionsarbeiten nach der folgenden Methode generiert. Chinesische
Hamster-Ovarienzellen (CHO DG44) wurden zur Herstellung eines monoklonalen An-
tikorpers (mAK) in einem chemisch serumfreien Medium von Sigma-Aldrich Fine Che-
micals (St. Lois, USA) kultiviert. Die Kultivierungsbedingungen der Vorkultur waren
36,8 °C, 7,5 % CO2, 80 % Luftfeuchtigkeit und eine Schiittelrate von 120 rpm in 0,5 L
Schiittelkolben. Es wurde mit einer Zelldichte von 0,2 x 106 Zellen-mL-1 angeimpft und
fir 3 - 4 Tage bis zur flnften Passage in Vorkultur-Medium kultiviert. Nach der Vor-
kultur wurde die Hauptkultur mit einer Zellzahl von 0,3 x 10° Zellen-mL-! angeimpft.
Die Kultivierungsbedingungen waren 36,8 °C, pH 7,1 (kontrolliert mit COz), 60 % pO2
und eine Ruhrerdrehzahl von 433 Umdrehungen pro Minute (Dreiblattriihrer in einem
Winkel von 30°) in Produktionsmedium. Die Gesamtdauer der Fed-Batch-Kultivierung
betrug 12 Tage. Zwei Arten von Feed-Medien - Feed Medium A (FMA) fiir Makronahr-
stoffe und Feed Medium B (FMB) fiir Mikrondhrstoffe (Sartorius Stedim Cellca GmbH,
Gottingen, DE) - wurden alle 24 Stunden, beginnend nach 72 Stunden Kultivierungs-

zeit, zugefiihrt. Nach der Kultivierung lag der mAk im Uberstand vor.

B.2 Gradientengel

Ein 4 - 20 %iges Criterion™ Tris-HCl Gradientengel von Bio-Rad Laboratoeires (Her-
cules, USA) wurde verwendet, um die Proteine in Kultivierungsproben nachzuweisen.
Es wurde der Aufbau fiir Criterion-Gele von Bio-Rad verwendet. 10 pL der Kultivie-
rungsproben wurden mit 10 pL. SDS-Probenpuffer (genaue Zusammensetzung Tabelle
7.4) versetzt. In die Geltaschen wurden 7,5 pL des Grofdenstandards und jeweils 15 pL
der Proteinprobe gegeben. Die Gele wurden in die dafiir vorgesehene Kammer einge-
setzt und diese mit 1x TGS gefiillt. An die Apparatur wurde zuerst eine Spannung von
85 V fir 5 min angelegt, dann 150 V fiir weitere 65 min. Anschlief3end folgte die Far-
bung des Gels.
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Farbung

Nach dem Gellauf wurde das Gel fiir 30 min auf dem Schiittler in Fixierl6sung inkubiert.
Anschliefdend wurde es dreimal mit H20 gewaschen und iiber Nacht in Coomassie-Far-
belosung inkubiert. Uber Nacht werden alle Proteine im Gel durch das kolloidale
Coomassie angefarbt, um nun den Hintergrund zu entfiarben wurde das Gel abermals
in H20 gewaschen. Nach dem Einscannen des Gels erfolgte die densitometrische Aus-

wertung.
Densitometrische Auswertung

Fiir die densitometrische Auswertung wird die Software GelAnalyzer verwendet. Das
eingescannte Gel wurde in das Programm importiert und die einzelnen Laufstrecken
jeder Probe markiert. Uber die Intensitit der einzelnen Proteinbanden zu der Intensi-
tat der Gesamtheit aller Banden wurde der jeweilige prozentuale Anteil der betrachte-

ten Bande bestimmt.

B.3 HPLC

B.3.1 Protein A

Bei der Protein A-Methode zur Bestimmung der Antikdrperkonzentration wurde mit
einer kommerziellen HPLC-Anlage (Chromaster, VWR International, Radnor, USA) ge-
messen. Die HPLC-Protein-A-Sdule wurde von Thermo Fisher (POROS™ A 1,7 mL,
Waltham, USA) gekauft. Die HPLC-Methode (20 Minuten) bestand aus drei getrennten
Phasen: 2 Minuten Aquilibrierung, gefolgt von 8 Minuten Elution und schlieRlich
10 Minuten Saulenregeneration. Zu Beginn wurden die beiden eingesetzten Puffer zur
Aquilibrierung und Elution optimiert. Alle verwendeten Puffer wurden iiber einen Cel-
lulose-Acetat-Filter mit 0,22 pm Porengrofie filtriert und im Ultraschallbad entgast.
Folgende Bedingungen wurden zusatzlich eingestellt: Die Flussrate wurde auf
1 mL-min-! eingestellt, die Sdulenofentemperatur betrug 30°C, die Temperatur des Au-
tosamplers 10°C und das Injektionsvolumen waren 100 pL. Vor der Injektion in die
HPLC wurden die Proben, falls erforderlich, in Aquilibrierungspuffer verdiinnt und

durch eine 0,22 um Celluloseacetatmembran filtriert.
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Optimierung der Puffer

Die folgenden Tabelle 7.9 und Tabelle 7.10 zeigen die durchgefiihrten DoE-Experi-
mente fiir den Elutions- bzw. Aquilibrierungspuffer der Protein A-Siule. Bei der Opti-
mierung des Elutionspuffers wurde als Aquilibrierungspuffer ein 50 mM Natriumpho-
sphat-Puffer mit 0,15 M Natriumchlorid (NaCl), pH 7, eingesetzt. Zum einen empfiehlt
der Hersteller der Saule einen neutralen pH-Bereich [74], zum anderen werden in der
Literatur 150 mM NaCl haufig eingesetzt [77, 149]. Es wurden jeweils 100 pL Probe
mit einer mAk-Konz. von 200 pg-mL-1 auf die Sdule gegeben. Die Zielgrofden dieses Ver-

suchen waren die Retentionszeit des Antikorperpeaks sowie die Antikorperpeakflache.
Tabelle 7.9: Durchfithrung des DoE fiir den Elutionspuffer der Protein A-Saule.

Reihenfolge Experiment Flussrate [mL-min-1] | pH[/]

1 Zentralexperiment 3
Eckexperiment
Eckexperiment

Zentralexperiment

Eckexperiment

N W W N =R =N

2 4
3 2
4 3
5 Eckexperiment 2
6 4
7 3

Zentralexperiment

Der Zusatz von NaCl wurde nachfolgend ebenfalls getestet, hierbei wurde die gleiche
Probenmenge mit der gleichen Konzentration aufgegeben und jeweils folgende NaCl-
Konzentrationen dem Elutionspuffer hinzugefiigt: 0, 100, 150, 300, 500, 750, 1000,
1500 mM.

Nachdem der Elutionspuffer erfolgreich optimiert wurde, wurde dieser eingesetzt, um
ebenfalls den Aquilibrierungspuffer zu optimieren. Es wurden auch hier jeweils 100 pL
Probe mit einer mAk-Konz. von 200 pg-mL-! auf die Saule gegeben. Die Zielgrofden bei

diesem Versuch waren die Antikérperpeakflache und die Durchflusspeakflache.
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Tabelle 7.10: Durchfiihrung des DoE fiir den Aquilibrierungspuffer der Protein A-Siule.

Reihenfolge Experiment NaCl-Konz. [mM] | pH [/]
1 Zentralexperiment 250 7
2 Eckexperiment 0 6
3 Eckexperiment 0 8
4 Zentralexperiment 250 7
5 Eckexperiment 500 6
6 Eckexperiment 500 8
7 Zentralexperiment 250 7
Optimierte Methode

Bei der optimierten Methode wurde fiir die Aquilibrierung ein 50 mM Natriumphos-
phat-Puffer (genaue Zusammensetzung Tabelle 7.4) mit 0,5M NaCl und einem pH-
Wert von 7,9 verwendet. Der Elutionspuffer bestand aus 100 mM Glycin mit 0,5 M
NaCl, eingestellt auf einen pH-Wert von 2. Die Flussrate wurde auf 1 mL-min-! festge-
legt. Die Detektion erfolgte liber einen Diodenarraydetektor bei 280 nm. Die Kalibrati-
onskurve wurde mit verschiedenen Konzentrationen (50 - 500 ug-mL-1) einer aufge-
reinigten Antikorperlosung gemessen. Die folgende Abbildung 7.4 zeigt eine beispiel-

hafte Kalibration, diese wurde etwa alle drei Monate wiederholt.
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Abbildung 7.4: Kalibration der Protein A-Methode an der HPLC.
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B.3.2 SEC

Bei der Groféenausschlusschromatographie (SEC)-Messung wurde ein kommerzielles
HPLC-System (Chromaster, VWR International, Radnor, PA, USA) verwendet. Die SEC-
Sdule war eine YarraTM 3 pm SEC-3000 (Phenomenex, Torrance, USA). Die Assayzeit
betrug 20 Minuten. Es wurde ein 100 mM Natriumphosphat-Puffer (genaue Zusam-
mensetzung Tabelle 7.4) mit 100 mM Na2S04 mit einem pH-Wert von 6,6 verwendet.
Der Puffer wurde tiber einen Cellulose-Acetat-Filter mit 0,22 pm Porengrof3e filtriert
und im Ultraschallbad entgast. Die Flussrate wurde auf 1 mL-min-! eingestellt, die Tem-
peratur des Saulenofens betrug 25°C, die Temperatur des Autosamplers 10°C und das
Injektionsvolumen 5 pL.

Die Kalibrationskurve wurde mit einer aufgereinigten Antikérperlésung (50 -
500 pg'mL-1) gemessen. Die folgende Abbildung 7.5 zeigt eine beispielhafte Kalibra-

tion, diese wurde etwa alle drei Monate wiederholt.
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Abbildung 7.5: Kalibration der SEC-Methode an der HPLC.

Mit der Kalibrierkurve wurden die Nachweisgrenze (LOD) und die Bestimmungs-

grenze (LOQ) mit Hilfe der folgenden Gleichungen berechnet:

3-Standardabweichung der niedrigsten Konzentration

- Steigung der Kalibrationskurve 1)

LOO= 10-Standardabweichung der niedrigsten Konzentration @
Q= Steigung der Kalibrationskurve

Die folgenden Grenzwerte dieser Messungen wurden aus der Kalibrierkurve bestimmt:

Die LOD fiir den mAKk betrug 0,005 g-L-1 und die LOQ 0,016 g-L-1. Falls erforderlich,
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wurden die Proben in Aquilibrierungspuffer verdiinnt und dann durch eine 0,22 pm
Celluloseacetat-Membran filtriert. Die Detektion erfolgte liber einen Diodenarrayde-

tektor bei 280 nm. Ein beispielhaftes Chromatogramm ist in Abbildung 7.6 gezeigt.
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Abbildung 7.6: Chromatogramm einer SEC-Messung an der HPLC.

Zuerst eluierten die Aggregate des Antikorpers, mit einer Retentionszeit von etwa
7,5 min der Antikorper selbst und alle Peaks mit grofieren Retentionszeiten stellen
Verunreinigungen dar. Die Aggregatmenge wurde bestimmt, in dem das Verhaltnis des
Aggregatpeaks zu allen Peakflachen berechnet wurde. Bei der Bestimmung der Rein-
heit des Antikorpers wurde hingegen das Verhaltnis der Antikorperpeakflache zu der

Summe aller Peakflachen berechnet.

Nach der Konzentrationsbestimmung des mAks durch die SEC-Methode, konnte diese
Angabe im Fall der Aufreinigungproben auf deren Volumen bezogen werden. So konnte
die absolute Menge an mAk sowohl fiir die einzelnen Fraktionen als auch fiir die aufge-
reinigte Menge an mAKk fiir einen Lauf an der FPLC bestimmt werden. Wurde die abso-
lute Menge an aufgereinigtem mAk auf die zuvor aufgegeben Menge bezogen, ergab
sich die Ausbeute des mAks nach einem Lauf an der FPLC. Die Berechnung ist im Fol-
genden fiir die Ausbeute eines CEX-Laufs erklart: Gemaf3 des SEC enthielten zwei Elu-

tionsfraktionen des CEX-Laufs mAk mit Konzentrationen von 624,1 ug-mL-1 bzw.
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649,3 ug'mL-1. Da beide Fraktionen ein Volumen von 2 mL hatten, lag die absolute An-
tikdrpermenge bei 1248,2 pg bzw. 1298,6 pug, was eine Gesamtmenge von 2546,8 ug
ergibt. Dies entspricht einem Anteil der aufgetragenen Menge (3000 pg) und damit ei-

ner Ausbeute von 84,389 %.

B.4 Stabilititstest des mAks

Um die Stabilitat des mAks bei verschiedenen pH-Werten zu testen, wurde der mAk
tiber eine Woche hinweg extremen Bedingungen, 50°C und einem pH-Bereich von 2,2
bis 8,7, ausgesetzt. Dabei wurden folgende pH-Werte eingestellt: 2,2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 8,7.
Fiir dieses Experiment wurde eine gereinigte Antikorperlosung (nach Protein-A-Chro-
matographie, mAk-Konzentration 13 g-L-1) verwendet. Der Pufferaustausch wurde mit
einer Umpufferungssaule HiPrep™ 26/10 (0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer mit einem pH-
Wert von 5) durchgefiihrt. Die Antikorperlésung wurde in 1 mL 0,1 M Phosphat-Citrat-
Puffer auf eine Endkonzentration von 1 g-L-1 mit dem gewiinschten pH-Wert verdiinnt.
Die Auswertung erfolgte tiber die SEC-HPLC-Messung. Ebenfalls wurde die Stabilitat
bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen betrachtet. Hierfiir wurden zwei verschie-
dene pH-Bereiche betrachtet. Einmal ein neutraler pH-Bereich (pH 5, 6 und 7), jeder
pH-Wert wurde mit 0; 0,5 und 1 M NaCl getestet. Es wurde dieselbe mAk-Losung ein-
gesetzt und dieselbe Versuchsdurchfiihrung verwendet, wie beim Stabilitatstest zum
pH-Wert. Zusatzlich wurde ein saurer pH-Bereich (pH 2,5; 3 und 4) mit denselben
NaCl-Konzentrationen (0; 0,5 und 1 M) untersucht.

B.5 Zellabtrennung

Der Zellaufschluss wurde folgendermafden in einem 5 mL Reaktionsgefafd durchge-
fiihrt: Zweimal je 1 min 100 %/ 0,6 Zyklus mittels Ultraschall. Hierbei wurde Zellkul-

turbriihe von Tag 12 einer Schiittelkolbenkultivierung verwendet.

B.5.1 Zentrifugation

1 L Zellkulturbriihe einer 50 L Kultivierung wurde in 250 mL Zentrifugengefafden fiir
eine Stunde bei 4700g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei der Aufreini-

gung des mAks weiterverwendet.
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B.5.2 Tiefenfiltration

Bei der Tiefenfiltration wurden zwei Sartoclear MaxiCap® DL90 Filter (Sartorius
Stedim Biotech GmbH, G6ttingen, DE) mit einer Porengréfde von 15 + 2 um parallel ge-
schalten. Dahinter folgte zuerst ein in Reihe geschalteter Sartoclear MaxiCap® DL20
Filter (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goéttingen, DE) mit einer geringeren Poren-
grofde von 0,8 + 0,4 um, gefolgt von einem Sterilifilter (Sartopore 2 XLG, Porengrofie
0,2 pm, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goéttingen, DE). Zwischen den jeweiligen Fil-
tereinheiten wurde der Druck kontrolliert. Nach einem Vorspiilen aller Filter mit 6 L
PBS, wurden 4 L Zellkulturbriihe einer 50 L Kultivierung tiber alle Filter direkt in einen
FelxBoy® Bag (Fassungsvolumen 10 L) filtriert. Nachdem bei den parallel geschalteten
Filtereinheiten ein Druck von 1,5 bar hinter diesen erreicht wurde, wurde ein Nach-

spilen mit PBS gestartet.

B.5.3 Dynamic Body Feed

Bei der Dynamic Body Feed Filtration wurden 10 g befeuchtetes, y-sterilisiertes Kie-
selgur mit 250 mL Zellkulturbriihe einer 50 L Kultivierung vermischt. Uber einen Fla-
schenaufsatzfilter Sartolab® (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goéttingen, DE) wurde

dieses Gemisch anschliefend filtriert.

B.6 FPLC

Die folgenden Angaben beziehen sich auf alle nachfolgenden Kapitel zu Messungen an
der FPLC (Protein A, AEX, CEX, HIC): Alle chromatographischen Aufreinigungsschritte
wurden mit einer kommerziellen FPLC-Anlage (AKTA™ pure von GE Healthcare, Chi-
cago, IL, USA) durchgefiihrt. Alle verwendeten Puffer wurden iiber einen Cellulose-Ace-
tat-Filter mit 0,22 pm Porengrofie filtriert und im Ultraschallbad entgast. Nach dem
Durchlauf einer Methode wurden alle erhaltenen Fraktionen von Durchfluss und Elu-
tion in wiederverwendbaren Deep-Well-Platten mit 96 Vertiefungen mittels eines au-
tomatischen Fraktionssammlers aufgefangen. Es wurde jeweils die Absorption bei

280 nm gemessen.
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B.6.1 Protein A

Siule

Der erste chromatographische Aufreinigungsschritt des mAks erfolgte liber eine Pro-
tein A-Chromatographie, hierbei wurde Zellkulturiiberstand (Kapitel B.1) eingesetzt.
Fiir den Capture-Schritt wurde eine HiTrap™ Protein A HP (Saulenvolumen 1 mL, GE

Healthcare, Chicago, USA) verwendet.

Der eingesetzt Zellkulturiiberstand wurde iiber einen 0,45 pm Spritzenvorsatzfilter fil-
triert. Die maximale Aufgabemenge betrug 17 mg iiber eine 10 oder 50 mL Proben-
schleife. Das System wurde vollstindig mit Aquilibrierungspuffer gespiilt und die wei-

teren Schritte wie in Tabelle 7.11 durchgefiihrt.

Tabelle 7.11: Methode der Protein A-Chromatographie an der FPLC fiir die Sdule.

Schritt Volumen Flussrate Puffer
[mL/min]

Spiilen des Systems Min. 15 mL 5 Aquilibrierungspuffer
Aquilibrierung 5CV 1 Aquilibrierungspuffer
Probenaufgabe Max. 17 mg 1

Waschen 10 CV 1 Aquilibrierungspuffer
Elution 5CV100% B 1 Elutionspuffer
Waschen 10 CV 1 CIP-Puffer
Ggf. Reaquilibrie- 5CV 1 Aquilibrierungspuffer
rung
Ggf. Lagerung 5CV 1 20 % Ethanol

Die Reinigung wurde tber einen CIP-Puffer (Cleaning-in-Place) mit 0,1 M Tris und
0,5M NacCl bei einem pH-Wert von 8,5 durchgefiihrt. Bei der Protein A-Methode der
Saule wurde eine Optimierung des Aquilibrierungspuffers, hinsichtlich des pH-Wertes
und der NaCl-Konzentration durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils 3 mL Antikoérperlo-
sung mit einer mAk-Konzentration von 0,5 mg-mL-! aufgegeben. Zuerst wurden fol-
gende pH-Werte getestet: 2,5; 3; 3,5 und 4. Mit einem optimalen pH-Wert von 3,5 wur-
den anschlief3end folgende NaCl-Konzentrationen untersucht: 0, 50, 150, 300, 500 und
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750 mM. Nach der Optimierung des Aquilibrierungspuffers folgte mit gleicher Durch-
fiihrung die Optimierung des Elutionspuffers. Dabei wurden zuerst der pH-Wert (6;
6,5; 7; 7,5 und 8) und anschliefiend die NaCl-Konzentration (0, 50, 150, 300, 500 mM)

variiert.

Als optimal ergaben sich fiir die Aquilibrierung 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7
mit 150 mM NaCl. Die Elution erfolgte sauer mit einer 0,1 M Citronensaure, bei einem
pH-Wert von 2,5 und 150 mM NaCl. Die genaue Zusammensetzung des Puffers ist in

Tabelle 7.4 angegeben.
Vergleich Saule/MA

Fir den Vergleich zwischen Sdule und Membranadsorber wurde ein Sartobind® Pro-
tein A MA (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goéttingen, DE) mit einem MA-Volumen
(MV) von 2 mL verwendet. Der Zellkulturiiberstand (Kapitel B.1) wurde auf 1 g-L-1 ver-
diinnt und jeweils 2 mL auf die Sdule oder den MA gegeben. Der eingesetzt Zellkultu-
riiberstand wurde iiber einen 0,45 um Spritzenvorsatzfilter filtriert. Fiir die Aquilibrie-
rung der Sdule und des MA wurde PBS (8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,24 g KH2PO4, 1,42 g
NazHPO4) mit einem pH-Wert von 7,4 verwendet. Die Durchfithrung und weiteren Puf-
fer flir die Saule entsprachen dem vorherigen Kapitel. Die Elution des MA erfolgte mit
einem 0,1 M Citratphosphat-Puffer, bei einem pH-Wert von 3 und 300 mM NaCl. Die
Reinigung wurde tber einen CIP-Puffer mit 50 mM NaOH und 1 M NaCl durchgefiihrt.
Die genaue Zusammensetzung der Puffer ist in Tabelle 7.4 angegeben. Das System
wurde vollstindig mit Aquilibrierungspuffer gespiilt und die weiteren Schritte fiir den

MA wie in Tabelle 7.12 durchgefiihrt.

Tabelle 7.12: Methode der Protein A-Chromatographie an der FPLC fiir den MA.

Schritt Volumen Flussrate Puffer
[mL/min]

Spiilen des Systems Min. 15 mL 5 Aquilibrierungspuffer
Aquilibrierung 5 MV 5 Aquilibrierungspuffer
Probenaufgabe 2 mL 5

Waschen 10 MV 5 Aquilibrierungspuffer
Elution 5MV 100% B 5 Elutionspuffer
CIP 5MV 5 CIP-Puffer
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Ggf. Reaquilibrie- 5MV 5 Aquilibrierungspuffer

rung

Durchbruchskurven Siule/MA

Die FPLC wurde zur Aufnahme der Protein-Durchbruchskurven verwendet. Fiir beide
Anwendungen (Saule und MA) wurde der Antikorperiiberstand auf eine Konzentration
von 360 pg-mL-! verdiinnt. Als Aquilibrierungspuffer wurde PBS auf einen pH-Wert
von 7,4 und als Elutionspuffer 0,1 M Zitronensdure mit 150 mM NaCl auf einen pH-
Wert von 3,5 eingestellt. Die Messung wurde gestoppt, wenn die Hohe des UV-Signals
vor der Sdule (oder des MA) gleich dem UV-Signal hinter der Saule (oder dem MA) war.
Die Gesamtprobeninjektion betrug 130 mL fiir die Sdaule und 100 mL fiir den MA. Es
wurden Flussraten von 1 mL-min-! fiir die Sdule und 5 mL-min-! fiir den MA verwendet.
Ebenfalls wurde tiber die Dauer der Durchbruchskurve mittels SEC-HPLC-Messung die
mAk-Konzentration bestimmt. Aufderdem wurde anhand der Durchbruchskurven so-
wohl die statische als auch die dynamische Bindungskapazitat fiir beide Systeme be-

rechnet.

B.6.2 Polishing-Schritte

Fur die Polishing-Schritte (AEX, CEX, HIC) gilt folgendes: Bei der Optimierung der Puf-
fer fur die jeweilige Saule wurde eine tber Protein A-Chromatographie aufgereinigte
Antikorperlosung verwendet, deren mAk-Konzentration 0,7 g-L-1 betrug. Alle verwen-
deten Proben wurden {iber einen 0,45 pm Spitzenvorsatzfilter filtriert und {liber eine

10 mL Probenschleife aufgegeben.

B.6.3 AEX

Nach der Protein A Chromatographie folgt ein Polishing-Schritt bei der Aufreinigung
von mAK, in diesem Fall eine AEX. Es wurde eine HiTrap Q HP Saule (Saulenvolumen
1 mL, GE Healthcare, Chicago, IL, USA) im Flow-trough-Modus verwendet. Das System
wurde vollstindig mit Aquilibrierungspuffer gespiilt und die weiteren Schritte wie in

Tabelle 7.13 durchgefiihrt.
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Tabelle 7.13: Methode der AEX an der FPLC.

Schritt Volumen Flussrate Puffer
[mL/min]

Spiilen des Systems Min. 15 mL 5 Aquilibrierungspuffer
Aquilibrierung 5CV 1 Aquilibrierungspuffer
Probenaufgabe 3 mL 1

Waschen 5Cv 1 Aquilibrierungspuffer
Elution Gradient tiber 10 CV 1 Elutionspuffer
auf 50% B
CIP 5CV,100% B 1 Elutionspuffer
Ggf. Redquilibrie- 5CV 1 Aquilibrierungspuffer
rung
Ggf. Lagerung 5CV 1 20 % Ethanol

Die Reinigung (CIP-Puffer) erfolgte iiber den 1 M NaCl-Elutionspuffer. Zuerst wurde
eine Optimierung durchgefiihrt und folgende Bedingungen getestet: pH 6,5 (Bis-Tris-
Puffer), pH 7,5 und 8,5 (Tris-Puffer) sowie pH 9,5 und 10 (Ethanolamin). Diese wurden
jeweils als 20 mM Aquilibrierungspuffer eingesetzt und die Peakfliche des Antikérpers
bestimmt. Pro Durchlauf wurden 3 mL Antikérperlosung aufgegeben. Der Elutionspuf-
fer entsprach dabei dem Aquilibrierungspuffer mit 1 M NaCl. Nach der pH-Wert-Opti-
mierung wurden unterschiedliche NaCl-Konzentrationen (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 M
NaCl) getestet. Die Durchfiihrung blieb die gleiche, wie bei der Optimierung des pH-
Wertes. Fiir die Aquilibrierung wurden als optimal 20 mM bis-Tris-Puffer, pH 6,5 mit
0,4 M NaCl verwendet.

B.6.4 CEX

Nach der Protein A Chromatographie folgt ein Polishing-Schritt bei der Aufreinigung
von mAK, in diesem Fall eine CEX. Es wurde eine HiTrap SP HP Saule (Saulenvolumen
1 mL, GE Healthcare, Chicago, IL, USA) im Bind-and-elute-Modus verwendet. Das Sys-
tem wurde vollstindig mit Aquilibrierungspuffer gespiilt und die weiteren Schritte wie

in Tabelle 7.14 durchgefiihrt.

121



Material und Methoden

Tabelle 7.14: Methode der CEX an der FPLC.

Schritt Volumen Flussrate Puffer
[mL/min]

Spiilen des Systems Min. 15 mL 5 Aquilibrierungspuffer
Aquilibrierung 5CV 1 Aquilibrierungspuffer
Probenaufgabe 3 mL 1

Waschen 5Cv 1 Aquilibrierungspuffer
Elution Gradient liber 10 CV 1 Elutionspuffer
auf 50% B
CIP 5CV,100% B 1 Elutionspuffer
Ggf. Redquilibrie- 5CV 1 Aquilibrierungspuffer
rung
Ggf. Lagerung 5CV 1 20 % Ethanol

Der CIP-Schritt erfolgte iiber den Aquilibrierungspuffer versetzt mit 1 M NaCl. Zuerst
wurde eine Optimierung durchgefiihrt und folgende Bedingungen getestet: pH 6 und
6,5 (MES-Puffer), pH 7 und 8 (HEPES-Puffer) sowie pH 9 (Bicin-Puffer). Diese wurden
jeweils als 50 mM Aquilibrierungspuffer eingesetzt und die Peakfliche des Antikérpers
bestimmt. Pro Durchlauf wurden 3 mL Antikérperlosung aufgegeben. Der Elutionspuf-
fer entsprach dabei dem Aquilibrierungspuffer mit 1 M NaCl. Nach der pH-Wert-Opti-
mierung wurden unterschiedliche NaCl-Konzentrationen (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 M
NaCl) getestet. Hierbei wurden 3 mL Antikérperldsung mit einer Konzentration von
0,9 g-L-1 aufgegeben. Fiir eine optimale Aquilibrierung wurden 50 mM MES-Puffer, pH

6,5 ohne Zugabe von NaCl verwendet.

B.6.5 HIC

Nach der Protein A Chromatographie folgt ein Polishing-Schritt bei der Aufreinigung
von mAK, in diesem Fall eine HIC. Es wurde eine HiScreen Phenyl HP Saule (Saulenvo-
lumen 4,7 mL, GE Healthcare, Chicago, IL, USA) im Bind-and-elute-Modus verwendet.
Das System wurde vollstindig mit Aquilibrierungspuffer gespiilt und die weiteren

Schritte wie in Tabelle 7.15 durchgefiihrt.
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Tabelle 7.15: Methode der HIC an der FPLC.

Schritt Volumen Flussrate Puffer
[mL/min]

Spiilen des Systems Min. 15 mL 5 Aquilibrierungspuffer
Aquilibrierung 10 CV 0,6 Aquilibrierungspuffer
Probenaufgabe 2mL 0,6

Waschen 5Cv 0,6 Aquilibrierungspuffer
Elution Gradient iiber 20 CV 0,6 Elutionspuffer
auf 100% B
Waschen 5CV,100% B 0,6 Elutionspuffer
CIP 4 CV 0,6 1 M NaOH
Ggf. Redquilibrie- 5CV 0,6 Aquilibrierungspuffer
rung
Ggf. Lagerung 5Cv 0,6 20 % Ethanol

Die Reinigung erfolgte tiber den 1 M NaOH-CIP-Puffer. Es wurden verschiedene Salze
fir den Aquilibrierungspuffer untersucht: 2,6 M Natriumchlorid, 0,5 und 1 M Natri-
umsulfat und 1 M Ammoniumsulfat, welche jeweils in einem 50 mM Natriumphosphat-
puffer, pH 7, gelost wurden. Es wurden jeweils 3 mL Antikorperlosung aufgegeben. An-
schlieffend wurde die Konzentrationszugabe des optimalen Salzes, Ammoniumsulfat,
getestet. Dabei wurden folgende Konzentrationen des Ammoniumsulfats eingesetzt:
0,5; 1; 1,5 und 1,7 M. Fiir eine optimale Aquilibrierung wurden 50 mM Natriumphos-

phatpuffer, pH 7 mit 1,5 M Ammoniumsulfat verwendet.

B.6.6 Hintereinanderschaltung der Polishing-Schritte

Fiir die Hintereinanderschaltung der einzelnen Polishing-Schritte wurden die sechs
moglichen Kombinationen zweier Schritte durchgefiihrt (AEX-CEX, AEX-HIC, CEX-AEX,
CEX-HIC, HIC-AEX, HIC-CEX). Es wurden die jeweils zuvor optimierten Puffer fiir die
einzelnen Sdulen eingesetzt. Da sich diese in ihrer Zusammensetzung unterscheiden,
wurde jeweils zwischen den einzelnen Schritten eine Umpufferung mittels Umpuffe-
rungssdule (HiPrep 26/10 Desalting, GE Healthcare Life Sciences, SE) durchgefiihrt.

Auf die erste Saule wurde jeweils 1,8 mL einer bereits durch Protein A-Chromatogra-
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phie gereinigten Antikérperlosung mit einer mAk-Konzentration von 0,5 g-L-1 aufgege-
ben. Uber die FLPC wurde, auf3er bei den Kombinationen AEX-CEX und HIC-CEX, der
Antikorperpeak der ersten Methode direkt auf die Umpufferungssiaule gegeben und
mit dem jeweiligen Aquilibrierungspuffer der nichsten Siule eluiert. Da bereits ge-
ringe Salzkonzentrationen die Durchfiihrung der CEX storten, wurde die Aufgabe des
Antikorperpeaks hierbei manuell auf die Umpufferungssaule durchgefiihrt. Bei allen
Durchldufen musste nach der Umpufferungssaule der Antikérperpeak manuell auf die

zweite Sdule aufgegeben werden.

B.7 Immunoenzymatischer Assay fiir den Nachweis von CHO HCPs

Fiir den Nachweis und die Qunatifizierung von CHO Wirtszellproteinen wurde ein
ELISA-Test von Cygnus Technologies, USA verwendet [150]. Dabei wurden 100 pL des
anti-CHO-HRP-Reagenzes mit jeweils 50 pL der bereitgestellten Standardkonzentrati-
onen, der Kontrolle oder der Probe in Doppelbestimmung in eine 96-Well-Platte pipet-
tiert. Die Microtiterplatte wurde abgedeckt und fiir 2 h Stunden, bei Raumtemperatur
(24°C %4 °C) und 400 rpm inkubiert. Das anti-CHO-HRP-Reagenz sollte an den Wellbo-
den adhériert und die Probe gebunden haben, Restfliissigkeit wird entfernt. Es folgen
drei Waschschritte mit je 350 uL. Waschpuffer. Anschliefend wurden 100 uL. TMB-Sub-
strat zugegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur, allerdings ohne Schiitteln, inku-
biert. Durch die Zugabe von 100 pL Stopp-Losung wurde die Reaktion beendet. Der re-
sultierende Farmumschlag von Blau zu Gelb konnte bei Anwesenheit von Wirtszellpro-

teinen beobachtet werden. Es erfolgte eine Absorptionsbestimmung bei 450 nm.
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Abbildung 7.7: Kalibration des immunoenzymatischen Assays fiir den Nachweis von CHO HCPs.

B.8 Bioaktivitatsassay

B.8.1 Revitalisierung

Die L929-Zellen wurden einem Kyro-Tank entnommen und im Wasserbad bei 37°C
durch Schwenken aufgetaut. Die Suspension der aufgetauten Zellen wurde anschlie-
Bend in eine T175-Zellkulturflasche iberfiihrt, in die zuvor erwdarmte 24 mL Zellkul-
turmedium gefiillt worden sind. Uber Nacht wurden die Zellen bei 37°C und 5 % CO2
inkubiert und am Folgetag ihr Anwachsen am Flaschenboden iiberpriift. Haben sich
viele tot Zellen im Medium befunden, die nicht adhariert sind, so wurde das Medium

gewechselt.

B.8.2 Passagieren und Bestimmung der Zellzahl

Bevor es zum Uberwachsen der Zellen kam, wurde eine Passage der Zellen vorgenom-
men. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit 10 mL PBS gewaschen. Um die
adhdrierten Zellen zu 16sen, wurden 4 mL Trypsin-Lésung hinzugegeben und bei 37°C
und 5 % COz2 fiir 5 min inkubiert. Anschlief3end wurde die Wirksamkeit des Trypsins
durch Zugabe von 4 mL Zellkulturmedium gestoppt. Die komplette Fliissigkeit wurde
in ein 15 mL Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und fiir 5 min bei 300 rcf zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 3 mL Zellkulturmedium resus-

pendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 20 pL dieser Suspension mit 20 pL
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Trypanblau gemischt. Mittels Neubauerzahlkammer wurden die lebenden und die to-

ten Zellen gezahlt. Es wurden 3000 Zellen-cm? fiir eine neue Flasche passagiert.

B.8.3 Durchfithrung des Bioaktivitiatsassay

Zur Durchfiihrung des Bioaktivitdtsassays wurden die L929-Zellen in eine 96-Well-
Platten mit flachem Boden tiberfiihrt. Dabei wurden zum Animpfen 30.000 Zellen pro
Well in Vollmedium (Zusammensetzung Tabelle 7.4) verwendet. Es folgte eine Inkuba-
tion bei 37°C und 5 % CO2 fiir 24 h in Vollmedium. Anschlief3end wurden die Zellen fiir
2h(37°C,5 % COz2) mit 1 pg-mL-1 Actinomycin D in DMEM-Basalmedium sensibilisiert.
Nachfolgend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, bevor die zu untersuchende Probe
auf die Zellen gegeben worden ist. Die Messungen fiir die jeweiligen Proben wurden in

Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

Bei der Antigenkonzentrationsreihe wurden folgende Konzentrationen von TNF-a in
DMEM-Basalmedium verdiinnt und aufgegeben: 1000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 und
0,0001 ng'mL-1.

Bei der Aufnahme der Dosis-Wirkungs-Kurve wurde 1 ng-mL-! TNF-a mit den folgen-

den Konzentrationen des mAks oder des Medikaments in DMEM-Basalmedium ver-

mischt: 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 und 1000 ng-mL-1.

Beim Vermessen der Antikorper-Proben wurden diese so in DMEM-Basalmedium ver-
diinnt, dass die Antikoérper in den Konzentrationen von 4,7 (EC20) und 41,4 ng-mL-1
(ECso) vorlagen. Ebenfalls wurden diese mit 1 ng'-mL-! TNF-a vermischt und dann auf

die Zellen gegeben.

Alle Proben wurden fiir 24 h (37°C, 5 % CO2) inkubiert. Als letzter Schritt folgte der
CTB-Assay, um die Zellviabilitat zu bestimmen. Die Zellen wurden erneut mit PBS ge-
waschen und anschlief3end 100 pL. CTB-Medium hinzugegeben. Nach einer Inkubation

von 1,5 h (37°C, 5 % CO2) wurde die 96-Well-Platte bei 590 nm vermessen.
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B.8.4 Mikroskopie

Die Auswirkung des Actinomycin D wurde mittels mikroskopischer Aufnahme der Zel-
len analysiert. Dafiir wurde ein Imaging-Lesegerat Cytation 5 mit integriertem Mikro-
skop verwendet. Es wurden Phasenkontrastbilder in 4-facher und 20-facher Vergro-
Berung einzelner Wells erstellt. Der Maf3stab wurde mit Hilfe der Analysesoftware

Gen5 aufgebracht.

B.8.5 Berechnung der mittleren effektiven Konzentration

Um die halbmaximale effektive Konzentration des Antigens (ICso) und des Antikorpers
(ECs0) zu bestimmen, wurden die logarithmischen Konzentrationskurven (Antigen-
konzentrationskurve sowie Dosis-Wirkungs-Kurve) verwendet. ICso bezeichnet hier-
bei die halbmaximale Inhibitorkonzentration. Mittels Quest Graph™ ICso Calculator
von AAT Bioquest Inc. wurde anhand dieser Rohdaten eine sigmoidale Trendlinie er-
stellt. Als Grundlage diente ein symmetrisches logistisches Regressionsmodell mit vier
Parametern. Diese vier Parameter sind in der Schliisselgleichung wieder zu finden
[151]:

Max — Min
H

1+ (%50) (6)

Y =Min+

Dabei sind Min und Max die minimale sowie die maximale Antwort als untere und
obere Symptote. X und Y sind die gemessenen Werte, mit denen H (der Hill-Koeffizient)
anhand der Trendlinie bestimmt wurde. Der Hill-Koeffizient ist bei der Inhibierung
(ICs0) auf Grund der sinkenden Steigung positiv. Wohingegen er bei der ECso aus Grund

der steigenden Kurve negativ ist.

[st die halbmaximale effektive Dosis berechnet (ECso), konnen aus diesem Wert wei-

tere effektive Konzentrationen nach folgender Formel berechnet werden [152]:

(7)

1
100 — F\H
ECF:( ) - C50

Dabei ist F die prozentuale Dosis, H der Hill-Koeffizient und ECso die zuvor bestimmte
halbmaximale effektive Konzentration. Der Hill-Koeffizient entspricht hierbei der Stei-
gung der sigmoidalen Kurve. Fir die Bestimmung der EC20 ergab sich beispielsweise

folgende Rechnung:
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100 — 20
20

n n n
g = 4707813 . 14 004 ‘i= 4,74—g

)_1'28 14,003
L mL mL

ECy =(

In diesem Fall betrug die 20 %-ige effektive Dosis 4,74 ng-mL-L. Dies bedeutet, dass
20 % mehr Zellen beim Einsatz dieser Konzentration des mAks viabel sein sollten als
ohne Zugabe des Medikaments beziehungsweise, dass 20 % der maximalen Antwort
erreicht werden sollten. Dementsprechend kann auch die ECso-Konzentration des An-

tikérpers bestimmt werden.
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