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Kurzfassung
Jessica Thiesing-Paul

Systematische Entwicklung und Optimierung chromatographischer Me-
thoden in einem Bioprozess zur Herstellung von Malariavakzinen nach
dem Quality by Design-Konzept

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wird eine Strategie zur Entwicklung und Optimierung der
chromatographischen Methoden eines integrierten Bioprozesses auf der Basis des Quality

by Design-Ansatzes vorgestellt.

Als Produkte des Herstellungsprozesses dienten zwei Varianten eines Malaria-
vakzin-Kandidaten (P-D1M1 und D1M1-His). Die Fusionsproteine bestehend aus
jeweils zwei Oberflachenproteinen des Malariaerregers Plasmodium falciparum
wurden in Stabilitatsstudien unter verschiedenen Milleubedingungen mit Hilfe der statisti-
schen Versuchsplanung untersucht. Die Ergebnisse der durchgeflhrten Studien werden in

Bezug auf proteolytische Aktivitaten analysiert und diskutiert.

Der zu Beginn der Arbeit etablierte Herstellungsprozess mit den Teilschritten (a) Expression
der Zielproteine mit der Hefe Pichia pastoris, (b) Primarreinigung durch Expanded Bed Ad-
sorption Immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromatographie und (c) anschlieRende
Feinreinigung durch GroRenausschlusschromatographie wurde um den Prozessschritt der

Ultra/Diafiltration erweitert.

Anhand der Immobilisierten Metallchelat-Affinitatschromatographie wird die Strategie zur
Entwicklung und Optimierung der chromatographischen Methode in downscale-Experimen-
ten nach dem Quality by Design-Konzept vorgestellt. Im Fokus des Konzeptes steht die
Anwendung der statistischen Versuchsplanung und damit die mathematische Beschreibung
der Zusammenhange definierter Einflussfaktoren auf die Gutekriterien des Produktes sowie

des Prozesses.

Der strategische Ansatz wurde bei der Neuentwicklung einer zusatzlichen multi-
modalen chromatographischen Aufarbeitung des Zielproteins P-D1M1 erprobt und in den

hier vorgestellten Herstellungsprozess skaliert.

Schlusselworter:
Chromatographie, Optimierung, Malariavakzine, Quality by Design, statistische

Versuchsplanung, integrierter Bioprozess
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Abstract
Jessica Thiesing-Paul

Systematic optimization of chromatographic methods
in a bioprocess to produce Malaria vaccine candidates:
A Quality by Design approach

The present work describes a strategy for the development and optimization of chromato-

graphic methods of an integrated bioprocess on the basis of the Quality by Design approach.

Two variants of a Malaria vaccine candidate (P-D1M1 and D1M1-His) were used in the
manufacturing process. The fusion proteins consist of two surface proteins of the Malaria
parasite Plasmodium falciparum. Protein stability was investigated syste-matically under
specific conditions using Design of Experiments. Results of these studies are analyzed and

discussed in terms of proteolytic activities.

An ultra/diafiltration step was integrated in the existing bioprocess with the partial steps (a)
expression of the target protein using the yeast Pichia pastoris, (b) primary capture by ex-
panded bed adsorption immobilized metal ion affinity chromatography and

(c) subsequent purification via size exclusion chromatography.

A Quality by Design-conceived strategy for development and optimization of immobilized
metal ion affinity chromatography in downscale experiments is presented. Focus of this con-
cept is the use of Design of Experiments and thus the mathematical description of the
relationships among defined influencing factors with impact on the product and process

quality criteria.

The strategic approach was tested in development and optimization procedure of an addi-
tional multimodal chromatographic purification of the target protein P-D1M1. Afterwards this

method was applied for the production process of the target protein.

Keywords:
Chromatography, Optimization, Malaria vaccines, Quality by Design, Design of

Experiments, integrated Bioprocess
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A2s0 = Absorption bei 280 nm [AU]

aij,o = Normierter und skalierter Regressionskoeffizient [-]

Ak = Absorption bei 280 nm im Teilsystem K [AU]

bij.0 = Physikalischer Regressionskoeffizient [div]

Bik = Bandenvolumen des Proteins | aus dem [-]
Teilsystem K

CIK = Konzentration des Proteins | im Teilsystem K [gI"]

c” = Konzentration des Proteins | im Gleichgewicht [gI"
der Reaktion

CXK = Konzentration der Komponente X im Teilsystem K [moll"]

dk = Durchmesser des Teilsystems K [cm]

fe = Faktor fur die Effizienz einer Trennsaule [-]

Fik = Lineare Flussrate im Teilsystem K [mImin]

Fvk = Volumetrische Flussrate im Teilsystem K [cmh]

H = Theoretische Bodenhdhe [mm]

k1 = Assoziationsrate [mgml-]

k2 = Dissoziationsrate [mgml-']

Kb = Dissoziationskonstante [mgml-']

L = Trennsaulenlange [mm]

Mik = Masse des Proteins | im Teilsystem K [mg]

MV = Modellvaliditat []

MW, = Molekulargewicht der Proteins | [kDa]

nx = Anzahl der Komponente X [-]
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Pik = Reinheit des Proteins | im Teilsystem K [%]
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Qi = Bindungskapazitat des Proteins | [mgml-]
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Gleichgewicht der Reaktion

R? = Bestimmtheitsmal [-]

Ri = Wiederfindung des Proteins | [%]

RP = Reproduzierbarkeit [-]
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S = Standardabweichung [div]

Vk = Volumen des Teilsystems K [ml]

Xij = Normierter und skalierter Einflussfaktor [-]

Xij = Physikalischer Einflussfaktor [div]

Yik = Ausbeute des Proteins | im Teilsystem K [%]

Ym = Regressionsfunktion des Gutekriteriums m [-]

£280 = Extinktionskoeffizient bei 280 nm [M-ecm-"]
9k = Temperatur im Teilsystem K [°C]
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Teilsysteme

C = Chromatographie

col = Chromatographische Saule (column)

D = Konditionierung

E = Capture durch EBA IMAC
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L = Flussigphase

m = Mobile Phase

M = Medienphase
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Sa = Probe

Sy = System
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U == Ultra/Diafiltration

Proteine

P1 = Zielprotein P-D1M1
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P3 = Zielprotein D1M1-His

P4 = Spaltprodukt D1 aus D1M1-His

Ptot = Gesamtprotein
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Komponenten

AA = Aminosaure

AA = Negativ geladene Aminosaure
AA* = Positiv geladene Aminosaure
His = Histidin

Imi = Imidazol

MeSO4 := Metallsulfat

Salt = Eingesetztes Salz

SS = Cystin

Trp == Tryptophan

Tyr == Tyrosin

Indizes

0 = Startzeitpunkt

Brad = Bradford

cal = Kalkuliert, berechnet

dyn = Dynamisch

ij = Zahlenindex, Laufvariable
max = Maximal

min = Minimal

Nj = Nummer des Experimentes j
norm = Normiert

stat = Statisch

uv = UV-Vis-Spektroskopie






1 Einleitung

1 Einleitung

Die biotechnologische Herstellung von Pharmazeutika hat in den vergangenen Jahren eine
rasante Entwicklung erfahren. Die Anzahl an zugelassenen Biopharmazeutika in Deutsch-
land stieg in den letzten zehn Jahren um 46 % auf 226 Praparate biotechnologischer
Herkunft. Der erzielte Umsatz der Unternehmungen im Jahr 2014 steigerte sich auf 7.5 Mil-
liarden Euro. Diese Entwicklung zeichnet sich noch deutlicher in der Anzahl an
Biopharmazeutika ab, die sich in der Pipeline der pharmazeutischen Industrie befinden. Die
Anzahl erhéhte sich im selben Zeitraum um 136 % auf 604 Arzneimittel biotechnologischer
Herkunft. Hinter der Wirkstoffgruppe der monoklonalen Antikérper mit einem Anteil von
59.1 % stellen Impfstoffe mit 18.7 % eine vielversprechende Wirkstoffgruppe dar. (Lucke et
al., 2015)

Bei den Herstellungsverfahren ist die biopharmazeutische Industrie zunehmend abhangig
von Innovationen und Veranderungen, um den kommerziellen Anspruchen einer hoheren
Produktivitat, einer verbesserter Qualitat und einem geringeren Kostenaufwand zu begeg-
nen (Gottschalk et al., 2012). Um diesen wachsenden marktbedingten Anforderungen
gerecht zu werden, zeichnete sich in den letzten Jahren ein grundlegender Paradigmen-
wechsel der regulatorischen Behorden, wie der Food and Drug Administration, ab.

Seit der Grindung der Quality by Design/Process Analytical Technology-Initiative im Jahr
2004 unterstutzt die Food and Drug Administration die Umsetzung des ganzheitlichen Qua-
lity by Design-Konzeptes bei der Entwicklung von Biopharmazeutika (Beaver und Ferreira,
2014). Im Vordergrund dieser Vorgehensweise steht die Qualitat des herzustellenden Pro-
duktes und damit die Sicherheit des Patienten (US Food and Drug Administration, 2009a).
Der Ansatz nach Quality by Design soll zu einem verbesserten Produkt- und Herstellungs-
verstandnis fuhren. Die Umsetzung des Konzeptes in der industriellen Forschung und
Entwicklung von Biopharmazeutika erfordert einen erhéhten Ressourcenaufwand (Rathore
und Winkle, 2009), weshalb die Einflihrung des Konzeptes einen langwierigen Prozess dar-
stellt.

Die Fortschritte der biotechnologischen Industrie in der Produktivitatssteigerung sind enorm.
In den vergangenen 25 Jahren konnte die Produktivitat der Expression rekombinanter Pro-
teine durch die Entwicklungen im upstream-Bereich um das 20-fache gesteigert werden
(Hacker et al., 2009). Dieser Trend konnte jedoch nicht im downstream-Sektor umgesetzt
werden, so dass dieser heute das Nadelohr eines Herstellungsprozesses darstellt.



2 Zielsetzung

Innerhalb des downstream-Sektors stellt die Aufarbeitung mit Hilfe chromatographischer
Methoden einen der gréfldten Kostenfaktoren dar (Gottschalk, 2013). Insbesondere hohe In-
vestitionskosten fur chromatographische Medien sowie der bendtigte zeitliche Aufwand, die
fur die Methoden- und Prozessentwicklung aufgewendet werden missen, erzeugen eine
hohe finanzielle Belastung. Die Auswahl einer geeigneten Methode, sowie eines geeigneten
Materials ist aufgrund der enormen Vielfalt der auf dem Markt angebotenen Materialien hoch
komplex und umfangreich.

Als ein geeignetes Hilfsmittel fur die Beschreibung der Produktqualitdt sowie der Pro-
zessquantitat kann die statistische Versuchsplanung genutzt werden. Durch die multivariate
Analyse kbnnen Zusammenhange der EingangsgroRen sowie Interaktionen zwischen den
Einflussfaktoren identifiziert und quantifiziert werden (Eriksson et al., 2008).

Die strategische Vorgehensweise nach dem Quality by Design-Konzept sowie die Anwen-
dung der statistischen Versuchsplanung schon in friihen Phasen der Forschung und
Entwicklung kénnte zu einer Reduktion des Zeit- und Kostenaufwandes fihren und das
Produkt- und Prozessverstandnis erhdhen.

Mit dieser Arbeit soll ein Beitrag zur Anwendungsmaoglichkeit des Konzeptes im wissen-
schaftlichen Umfeld geleistet werden und die Aktualitat dieses Ansatzes hervorheben.

2 Zielsetzung der Arbeit

Die Zielsetzung der Arbeit umfasste die Entwicklung und Erprobung einer Strategie zur Op-
timierung chromatographischer Methoden nach dem Quality by Design-Konzept. Im Fokus
stand dabei der im Forschungs- und Transferzentrum Bioprozess- und Analysentechnik ent-
wickelte integrierte Bioprozess zur Herstellung von Malariavakzin-kandidaten.

Der Schwerpunkt der Arbeit lag auf der strategischen Entwicklung und Optimierung der
chromatographischen Methoden des Bioprozesses mit Hilfe der statistischen Versuchs-
planung. Die sinnvolle Verkettung von Produktqualitat und Prozessquantitat standen dabei
im Vordergrund der Untersuchungen.

Ausgangspunkt der Arbeit war eine Betrachtung des bestehenden Prozessablaufes.
Abhangig von der Prozessanalyse konnten Prozessschritte ersetzt oder sinnvoll
erganzt werden.

Aufgrund in der Vergangenheit auftretender Instabilitaten der hergestellten Malaria-
vakzin-Kandidaten und im Hinblick der zentralen Rolle der Produktqualitat nach dem Quality
by Design-Prinzip wurde ein weiterer Fokus auf die Identifikation moglicher kritischer Ver-
unreinigungen aus dem up- oder downstream-Bereich des Bioprozesses gelegt. Innerhalb
dieser Untersuchungen stellte die Erprobung der statistischen Versuchsplanung fir Stabili-
tatsstudien einen weiteren Arbeitspunkt dar.
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3 Theoretische Grundlagen
3.1 Die Malariavakzine

3.1.1 Herausforderungen bei der Entwicklung eines Malariavakzins

In den vergangenen Jahrzehnten ist die Bekampfung der Tropenkrankheit Malaria immer
weiter in den Vordergrund gerlckt. Derzeitig stehen weltweit 3.2 Milliarden Menschen unter
dem Risiko, an Malaria zu erkranken. In 2013 wurden weltweit 198 Millionen Infektionen mit
Malaria von der World Health Organisation (WHO) registriert. Ein todlicher Verlauf der In-
fektion durch den Erreger Plasmodium wurde in 584 Tausend Fallen verzeichnet. Von
diesen Todesfallen wurden 90 % in den afrikanischen Regionen erfasst, wobei in 78 % der
Falle Kinder unter funf Jahren betroffen waren. (World Health Organisation, 2014)

Fur den Menschen sind die Plasmodienspezies P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae
und P. knowlesi infektids (Richards und Beeson, 2009). Schatzungen gehen davon aus,
dass die Infektion mit P. falciparum die Haupttodesursache bei Kindern unter funf Jahren
darstellt (Elliott und Beeson, 2008). Zwischen den Jahren 2000 und 2014 konnten Erfolge
durch klassische Bekampfungsstrategien, wie beispielsweise den Einsatz von Insektiziden,
Expositions- und/oder medikamentése Prophylaxe beim Rickgang der Neuinfektionen er-
zielt werden.

Die vermehrte Anwendung von Insektiziden bei der Bekampfung des Malariatbertragers,
der Anopheles-Mucke, fuhrte jedoch zur Ausbildung von Resistenzen. Ein Beispiel hierfur
ist die Resistenzbildung gegenuber der meist verwendeten Insektizidklasse, den Pyrethroi-
den, welche auf Moskitonetze aufgetragen werden (Expositionsprophylaxe). In 53 von 65
an die WHO berichtenden Staaten wurden seit 2010 Resistenzen gegenuber den Pyrethroi-
den nachgewiesen. Die WHO empfiehlt dennoch die Verwendung dieser Insektizidklasse
und eine weitere Uberwachung der Resistenzausbildungen. (World Health Organisation,
2014)

Als Erstlinienbehandlung bei auftretenden Symptomen von Malaria tropica wird von der
WHO eine Artimisinin-basierte Kombinationstherapie empfohlen. Diese Therapie fuhrt zu
einem 100- bis 1000-fachen Ruckgang der Parasitenzahl und somit zu einem schnellen
Ruckgang der Symptome (UNAIDS, 2010). Der rasante Anstieg dieser Therapieform fuhrte
jedoch ebenfalls zu einer Resistenzbildung des Erregers gegenuber Artimisinin und deren
Derivaten (Dondorp et al., 2009).

Eine medikamentdse Vorsorgebehandlung und/oder Mitnahme eines Notfallmedikamentes
wird fur Reisende in gefahrdete Malariagebiete von der WHO empfohlen. Die Auswahl der
Medikamente flir die Prophylaxe richtet sich dabei nach der jeweiligen Erregerempfindlich-
keit (Resistenzen) innerhalb der zu bereisenden Region (Privates Tropeninstitut Dr.
Gontard, 2015).
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Medikamente zur Malariaprophylaxe werden in zwei Gruppen eingeteilt. Wahrend die eine
Wirkstoffgruppe die Erreger abtotet, ddmmt die andere Wirkstoffgruppe die Vermehrung des
Erregers ein. Das momentan wirksamste Medikament zur Chemo-prophylaxe gegen Mala-
ria tropica ist Malarone.

Malarone ist ein Kombipraparat aus beiden Wirkstoffklassen und enthalt die Wirkstoffe Ato-
vaquon und Proguanil. Aufgrund seines breiten Wirkspektrums und den geringen
Nebenwirkungen kann das Medikament als Prophylaxe- oder Notfallmedikament verwendet
werden. (Pharmazeutische Zeitung online, 2015)

Eine weitere Strategie zur Bekampfung der Malaria ist die Entwicklung von Impfstoffen. Auf-
grund des komplexen Entwicklungszyklus (Abb.3.1) mit den unterschiedlichen
Erscheinungsformen des Erregers ist die Entwicklung eines effektiven Impfstoff-kandidaten
erschwert (Good et al., 1998). Malariavakzine werden in die drei Gruppen pre-erythrocytic,
blood-stage und transmission-blocking Vakzine unterteilt (PATH Malaria Vaccine Initiative,
2015). Eine Strategie zur effektiven Immunisierung soll durch den Einsatz eines multivalen-
ten Impfstoffes garantiert werden (Doolan und Hoffman, 1997).

Derzeit ist noch kein Impfstoff von der Food and Drug Administration (FDA) oder European
Medicines Agency (EMA) zugelassen. Der am weitesten entwickelte und vielverspre-
chendste Kandidat ist RTS,S (Gordon et al., 1995). RTS,S ist ein Malariavakzin, das die
Vermehrung des Erregers in der pre-erythrocytic Phase verhindert. Er besteht zu 25 % aus
einem Oberflachenprotein der sporozoiten Form des Erregers P. falciparum sowie zu 75 %
aus dem Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg). Die Impfung mit dem Wirkstoff flihrte in
Studien zu einer humoralen- sowie zellularen Immunantwort (Fazekas, 2011). Dem Impf-
stoff wird als Adjuvants zur Verstarkung der Immunreaktion eine Squalen-in-Wasser-
Emulsion, bestehend aus monophosphoril Lipid A und Saponin aus der Rinde von Quillaja
saponaria, zugesetzt (Agnandji et al., 2011). Diese Kombination (RTS,S/AS01) zeigte in der
klinischen Phase Il einen zufriedenstellenden Rickgang von ca. 50 % der schweren Er-
krankung bei Kindern unter funf Jahren. Bei Erwachsenen zeigte die Impfung nur eine
geringe Effektivitat. Das Antikorperlevel gegen blood-stage Antigene in RTS,S geimpften
Kindern ist ebenfalls gering (Bejon et al., 2011). In Bezug auf die Entwicklung eines multi-
valenten Impfstoffes ist die Kombination dieses pre-erythrocytic Impfstoffes mit einem
blood-stage Vakzin von hoher Bedeutung und konnte das Risiko einer komplizierten Mala-
riaerkrankung reduzieren.

Die Resistenzbildung des Erregers stellt bei der Bekampfung und Behandlung eine grolde
Herausforderung dar und kann mit dem heutigen Wissensstand nicht verhindert sondern
lediglich durch Verwendung andersartiger Insektizide oder Therapeutika eingedammt wer-
den. Aktuell stehen jedoch keine effektiven Ersatzstoffe zur Verfugung, so dass vielfaltige
Resistenzen in Kauf genommen werden mussen.
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Abb. 3.1: Lebenszyklus des Malariaerregers Plasmodium. a Mit dem Stich einer weiblichen
Anopheles Micke wird der Erreger in seiner sporozoiten Form in den Blutkreislauf des Menschen
Ubertragen. Durch den Blutstrom gelangen die Sporozoiten in die Leber (1). Hier reifen (2) und ver-
mehren (3) sie sich klinisch unbemerkbar und bilden Schizonten aus. Innerhalb der Schizonten bildet
sich die merozoite Form des Erregers, die wiederum in den Blutkreislauf entlassen wird (4). Wahrend
der blood-stage b des Erregers, dringen die Merozoiten in die Erythrozyten (1, RBC penetration)
ein, reifen (2) und vermehren (3) sich dort, um anschlieend die Blutzellen von innen heraus zu
zerstoren (4). Hierbei kdnnen 20 bis 32 neue Merozoiten gebildet werden, die den Zyklus neu be-
ginnen kénnen (4 zu 1). In den Erythrozyten beginnen einige Merozoiten sich in eine sexuelle Form
umzuwandeln, den Gametozyten. Diese Form des Erregers gelangt dann durch einen weiteren Stich
in eine weitere Anopheles Micke. ¢ Im Darm der Mucke kann sich durch die Befruchtung einer
weiblichen Gametozyte durch eine mannliche (2) eine Zygote (3) ausbilden. Nach zwei bis drei Wo-
chen Entwicklungszeit (4) werden bis zu 1000 neue Sporozoiten freigesetzt (5) und wandern zur
Speicheldrise der Micke. (Wang et al., 2009; Engwerda und Good, 2008)

Gegenwartig ist eine Anzahl an blood-stage Vakzinen in klinischen Phasen, die als Oberfla-
chenantigene der Merozoiten identifiziert wurden (Arama und Troye-Blomberg, 2014; World
Health Organisation, 2015). Zu diesen potentiellen Malariavakzinen gehoren die Diversity
Covering (DiCo)-Proteine des Oberflachenproteins Plasmodium falciparum Apical Memb-
rane Antigen (PfAMA1) sowie das Merozoite Surface Protein (MSP1). Eine Variante der
DiCo-Proteine befindet sich derzeit in einer Sicherheits- und Immunogenitatsstudie der kili-
nischen Phase Ib (U.S. National Institutes of Health, 2014). Varianten des MSP1 wurden in
Kombination mit weiteren Oberflachenproteinen erfolgreich in klinischen Studien getestet
(Schwartz et al., 2012).
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Beide Proteine sind auf den Merozoiten in der asexuellen blood-stage Phase des Erregers
lokalisiert (Richards und Beeson, 2009; Cowman und Crabb, 2006). AMA1 ist zudem als
Oberflachenprotein der Sporozoiten identifiziert und ist moglicherweise auch an der Inva-
sion der Leberzellen beteiligt (Silvie et al., 2004). MSP1 konnte ebenfalls bei der
Vermehrung des Parasiten in der Leber nachgewiesen werden (Szarfman, 1988). Durch die
Lokalisation der Proteine in mehreren Entwicklungsstadien des Plasmodiums wird diesen
Antigenen ein hohes Potential fur einen moglichen Impfstoff zugesprochen (Remarque et
al., 2008a; Holder, 2009).

3.1.2 Die Zielproteine — Varianten eines Malariavakzinkandidaten

Die Zielproteine dieser Arbeit sind Fusionsproteine aus Varianten der Oberflachenproteine
PfAMA1 und MSP1. In nativer Form sind beide Proteine polymorph. MSP1 tritt in nativer
Form in zwei Varianten auf (Tanabe et al., 1987). Die 19 kDa C-terminale Region des nati-
ven MSP1-Proteins ist hoch konserviert, sodass nur vier bis sechs Aminosauren variabel
sind. PFAMA1 unterliegt einem starken Polymorphismus (Takala und Plowe, 2009). Uber
15 % der Aminosauren kdnnen variieren, ohne die Funktion des Proteins beim Eindringen
in die Blutzellen zu beeinflussen (Remarque et al., 2008b).

Um diese naturliche Variabilitat in der Aminosauresequenz abzudecken, wurden drei DiCo-
PfAMA1-Proteine (D1, D2 und D3) vom Biomedical Primate Research Center (BPRC) in
den Niederlanden entwickelt (Remarque et al., 2008b). Diese DiCo-PfAMA1-Proteine
wurden mit zwei Varianten der 19 kDa C-terminalen Region des MSP1 (MSP119) (Variante
M1 und M2) fusioniert und in P. pastoris KM71H transformiert. Die vereinfachte schemati-
sche Darstellung der entwickelten Multikomponentenvakzine sowie deren Domanenstruktur
und Bezeichnung sind in Abb. 3.2 dargestellt.

a D1IM1D2M2D3-His

D1 M1 D2 M2 D3
N P [ dl [ dil_ [ dir_ = mdl T dlT = dl [ dil m=C
b D1M1
D1 M1
N P di [ di_ [ dim_ mC
¢ D2M2D3-His
D2 M2 D3

Nodl [ dilr =il= dl_ [ dil =C

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der vom BPRC entwickelten Multikomponenten-
vakzine. a D1M1D2M2D3-His, b D1M1 und ¢ D2M2D3-His. (Martens, 2014)
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Eine Immunisierung mit verschiedenen Varianten der DiCo-MSP119 -Proteine flhrte in pra-
klinischen Studien zu einer erhdhten Antikorperproduktion sowie zu einer Inhibierung des
Wachstums und/oder der Erythrozyteninvasion der Plasmodien durch die produzierten
Antikérper. (Faber et al., 2013)

Die Kombination der drei DiCo-Varianten mit den zwei MSP119-Varianten fuhrt zu dem in
Abb. 3.2 a gezeigten Fusionsprotein und wurde zunachst als moglicher Impfstoff favorisiert.
Untersuchungen der Arbeitsgruppe Faber et al. zeigten jedoch mehrere Nachteile. Zum
einen konnte das Protein mit einem Molekulargewicht von 150 kDa nicht in geeigneten
Mengen mit dem verwendeten Expressionssystem P. pastoris hergestellt werden und zum
anderen zeigten praklinische Studien ein schlechteres immunologisches Profil als die Kom-
bination der kleineren Fusionsproteine D1M1 und D2M2D3 (Abb. 3.2 b und c).

FiUr eine Charakterisierung der Fusionsproteine bietet sich zunachst die Betrachtung des
naturlichen Eindringprozesses in die Erythrozyten an.

Das Oberflachenprotein PFAMA1 unterliegt beim Invasionsprozess der Merozoiten in die
Erythrozyten einem natirlichen proteolytischen Spaltprozess. Bei dieser Biosynthese wird
die Prodomane (P) des Vorlauferproteins abgespalten (Narum und Thomas, 1994) und die
so entstandene Ektodomane einer weiteren Prozessierung unterworfen (Howell et al.,
2001). Die Sekundarstruktur der Ektodomane des PfAMA1-Proteins fuhrt zur Bildung von
drei Unterdomanen (dl, dll und dlll), die durch acht Disulfidbriickenbindungen definiert wer-
den (Hodder et al., 1996). In Domane | besitzt das Protein eine hydrophobe Tasche, welche
die Merozoiten befahigt, mit dem Membranprotein RON2 der Erythrozyten zu interagieren
und so die Invasion ermdglicht (Srinivasan et al., 2011; Lamarque et al., 2011; Bai et al.,
2005).

Ebenfalls bei dem Invasionsprozess beteiligt ist das MSP1. Abb. 3.3 zeigt die naturliche
Prozessierung der Pro-Sequenz bis zum hoch konservierten MSP119-Fragment.

N= MSP1 (~200 kDa) =C

N= MSP1,, | MSP1, | MSP1, | MSP1,, =C

N="MSP1,| MSP1,=C

Abb. 3.3: Prozessierung des Vorlauferproteins MSP1. Im ersten Schritt der Prozessierung wird
MSP1 in vier Polypeptidketten mit einem apparenten Molekulargewicht von 83, 30, 38 und 42 kDa
gespalten. Im zweiten Schritt der Prozessierung wird das MSP14. in die Fragmente MSP 133 und
MSP1.9 aufgetrennt. (Garman et al., 2003)
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Der erste Schritt der Prozessierung erfolgt bei der Freisetzung der Merozoiten aus infizierten
Erythrozyten. Dabei wird das Vorlauferprotein MSP1 mit einem Molekulargewicht von
180-225 kDa in vier Polypeptidketten (83, 20, 38 und 42 kDa) gespalten, die durch nicht
kovalente Bindung zusammengehalten werden (Holder et al., 1987; Holder et al., 1992;
McBride und Heidrich, 1987).

Die zweite Prozessierung erfolgt bei der Invasion der Merozoiten in die Erythrozyten. Hierbei
wird das MSP142 in MSP133 und MSP119 Uberfuhrt. MSP133 wird wahrend des Eindringvor-
gangs von der Oberflache der Merozoiten abgespalten. MSP 119 verbleibt eingebettet in der
Merozoitenmembran. (Blackman et al., 1991; Blackman und Holder, 1992; Blackman et al.,
1990)

MSP119 besteht aus zwei dem epidermalen Wachstumsfaktor &hnlichen Domanen (Morgan
et al., 1999). Diese Domanen werden durch jeweils sechs hochkonservierte Cystein-Reste
definiert. Zudem besitzt das Protein am N- und C-Terminus eine hydrophobe Region,
wodurch das Molekdl in der Zellmembran verankert ist (Garman et al., 2003).

Bei der Entwicklung von Fusionsproteinen ist die Erhaltung der nativ vorliegenden Struktu-
relemente von hoher Bedeutung. So mussen bei der Fusion der hier verwendeten Proteine
die Epitope invasions-inhibitorischer Antikorper erhalten bleiben, um die Effektivitat des
Impfstoffkandidaten zu garantieren. Der Vorteil der Fusionsstrategie ist die Kostenreduktion
und die Minimierung des Zeitaufwandes flr die Produktion sowie der Aufreinigung des Impf-
stoffes. Abb. 3.4 zeigt die vereinfachte Oberflachen- und Domanenstruktur von PFAMA1 und
MSP11o.

PAMA1 PMSP1,,

4G2
epitope

12.10
P epitope

dll

P ZZdZzZ dij [ [ [diiy [ -

58F8 1F9 4G2 DV5 12.10

Abb. 3.4: Oberflachen- und Doméanenstrukur von PFAMA1 und PMMSP14.. Die Oberflachenstruk-
tur zeigt in violett abgesetzt die Epitope invasions-inhibitorischer Antikérper. Die proteolytischen
Spaltstellen werden in der Domanenstruktur durch Pfeile gekennzeichnet. Zusatzlich werden die
Regionen und Bezeichnungen der Antikérper dargestellt. (Martens, 2014)
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Die Zielproteine der vorliegenden Arbeit sind in Abb. 3.5 dargestellt. Es handelt sich hierbei
um zwei Varianten des zuvor beschriebenen Fusionsproteins D1M1. P-D1M1 besteht aus
vier Domanen der DiCo1-Variante (P, dl, dll und dlll) des PFAMA1 kombiniert mit der Vari-
ante M1 des MSP119. D1M1-His enthalt ebenfalls die Doméanen dl, dll und dlll der DiCo1-
Variante, wobei in diesem Fall auf die Prodomane (P) verzichtet wurde und anstelle dessen
ein Hise-tag am C-terminalen Ende eingefugt wurde.

a P-D1M1 b D1M1-His
P D1 M1 D1 M1 His,
Ne P dl [ dil [ dil =C N dl [ dil_ [ dil_ = == C

Abb. 3.5: Doméanenstruktur der Zielproteine. a P-D1M1 b D1M1-His

Fir die Entwicklung chromatographischer Prozesse sind die bindungsspezifischen
biochemischen Eigenschaften der aufzureinigenden Proteine naher zu betrachten. Tab. 3.1
fasst hierfur die charakteristischen Merkmale der Fusionsproteine P-D1M1 und D1M1-His
zusammen.

Tab. 3.1: Charakteristische Merkmale der Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His

Charakteristik P-D1M1 D1M1-His
Molekulargewicht (MW) 71.5 kDa 62.7 kDa
theoretischer pl-Wert (pl) 5.2 5.7

Anzahl Aminosauren (naa) 619 546

Anzahl negativ geladener Aminosauren (naa-) 106 89

Anzahl positiv geladener Aminosauren (naa+) 78 74

Anzahl Histidine (nwis) 20 18
Extinktionskoeffizient (s280) 82305 M-'cm' 64885 M-'cm™"

Alle aufgeflihrten Charakteristika wurden mit Hilfe der Aminosauresequenz des jeweiligen
Proteins mit dem Online-Service Expasy, ProtParam Tool ermittelt. Die jeweilige Be-
rechnungsgrundlage kann unter www.expasy.org/protparam/ eingesehen werden.

D1M1-His besitzt aufgrund der fehlenden Prodoméane ein um 8.8 kDa geringeres Moleku-
largewicht gegenuber dem Fusionsprotein P-D1M1 mit 71.5 kDa. Die Abweichung des
pl-Wertes um 0.5 begrundet sich durch das geringere Verhaltnis von negativ zu positiv ge-
ladenen Aminosauren von 1.20 des D1M1-His-Proteins zu dem Malariavakzinkandidaten P-
D1M1 mit einem Verhaltnis von 1.36. Die Anzahl der Histidine in der Primarstruktur der
Fusionsproteine unterscheidet sich um zwei Aminosauren. Der berechnete molare Extinkti-
onskoeffizient besitzt eine Differenz von 17420 M-'cm'. Zusétzlich zu den in Tab. 3.6
aufgeflihrten Charakteristika besitzen beide Malariavakzinkandidaten drei definierte hydro-
phobe Regionen.
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Die charakteristischen Eigenschaften der Zielproteine sind fur die Wahl einer geeigneten
chromatographischen Aufreinigung sowie analytischen Methode von hoher Bedeutung und
werden daher bei der Beschreibung der verwendeten Methoden erneut aufgegriffen.

Bei der biotechnologischen Produktion wird das Protein unterschiedlichen aul3eren Bedin-
gungen ausgesetzt, beginnend mit der Expression im Fermenter bis hin zu den
unterschiedlichen Milieus der chromatographischen Aufreinigung. Ein wichtiger Bestandteil
bei der Entwicklung einer Strategie zur Optimierung chromatographischer Prozesse nach
dem QbD-Konzept ist daher die Betrachtung des Einflusses der Milieubedingungen auf die
Zielproteine.

Das Zielprotein P-D1M1 wurde bereits in einer Stabilitatsstudie der Arbeitsgruppe Faber
et al. (2013) als das Fusionsprotein mit der geringsten Stabilitdt beschrieben. In dieser
Studie wurden vier Varianten der DiCo-Proteine untersucht (M1-His, P-D1M1, D2M2D3-His
und D1M1D2M2D3-His). Das Zielprotein P-D1M1 stellte dabei das einzige Fusionsprotein
mit der AMA1 Prodomane (P) dar. Alle Proteine wurden fir die Studie mit Hilfe der Immo-
bilisierten Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC) aufgereinigt und durch Ultrafiltra-
tion mit einem Molecular weight cut-off MWCO) von 10 kDa in PBS pH 7.4 Uberfuhrt. Als
mogliche Erklarung der Instabilitat des Zielproteins P-D1M1 wurde die ineffektive Abreiche-
rung der proteolytischen Aktivitat durch die Aufreinigung mit Cu?*-IMAC im Gegensatz zur
Ni2*-IMAC diskutiert.

Untersuchungen zur Stabilitat der Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His sind zudem in der
Dissertation von Martens (2014) verdffentlicht. Bei den Resultaten wurde deutlich, dass
beide Zielproteine einer proteolytischen Spaltung im Kulturiiberstand unterliegen. Im Ver-
gleich zeigte die P-D1M1-Variante eine wesentlich ausgepragtere proteolytische
Degradation als das D1M1-His-Protein.

Diese Untersuchungen verdeutlichen den Einfluss der Milieubedingungen auf die Malaria-
vakzinkandidaten P-D1M1 und D1M1-His und zeigen das wissenschaftliche Potential einer
weiteren Betrachtung.
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3.2 Der integrierte Bioprozess

3.2.1 Gesamtkonzept des integrierten Bioprozesses

Das Konzept des in dieser Arbeit untersuchten integrierten Bioprozesses ist in nachfolgen-
der Abb. 3.6 dargestellt.
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Abb. 3.6: Darstellung des integrierten Bioprozesses. Die Zielproteine werden im Bioreaktor von
dem eingesetzten Hostsystem Pichia pastoris exprimiert und in das Medium sekretiert (expression,
F). Eine Atline-HPLC erméglicht die Uberwachung des Zielproteingehaltes wahrend der Kultivierung.
Die Kulturbriihe wird beim Erntevorgang durch eine sterilisierbare Transferleitung in den Konditio-
nierungstank uberfuhrt (conditioning, D). In dem Konditionierungstank konnen geeignete
Bedingungen fir die darauf folgende Primarreinigung durch EBA IMAC eingestellt werden (capture,
E). Die Eluatsfraktion der Primarreinigung wird durch eine SEC feingereinigt (purification, C).

FUr die zyklische Expression des sensitiven Malariavakzinkandidaten P-D1M1 mit
P. pastoris wurde in der Dissertation von Martens (2014) eine Repeated Fed-Batch (RFB)-
Strategie entwickelt und erfolgreich im Prozess angewandt. Die Kultivierungsstrategie
beginnt mit einer batch- und fed-batch-Phase auf Glycerol. AnschlieRend wird durch Zugabe
des Induktors Methanol die Expression des Zielproteins eingeleitet. Nach einer Produktions-
phase von zwolf Stunden wird der Reaktor Uber eine sterile Transferleitung in den
Konditionierungstank teilentleert. Daraufhin folgt die Zugabe von frischem Medium in den
Reaktor. Hier beginnt eine erneute fed-batch-Phase auf Glycerol und darauf folgend aber-
mals eine Produktionsphase auf Methanol. Diese RFB-Strategie konnte wiederholt mit bis
zu sechs aufeinanderfolgende Zyklen reproduzierbar durchgefuhrt werden (Borchert 2015).

11
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Parallel zur Expression des Zielproteins im Fermenter erfolgt die Aufbereitung der Zellbruhe
im Konditionierungstank. Die Zellbrihe wird mit Bindungspuffer (BB) auf die spezifischen
Bedingungen fur die nachfolgende Expanded Bed Adsorption Immobilisierte Metallchelat-
Affinitatschromatographie (EBA IMAC) eingestellt.

Gleichzeitig wird die Saule ebenfalls mit dem BB im upflow-Betrieb equilibriert. Nach der
Stabilisierung des expandierten Bettes wird die konditionierte Zellbrihe auf die Saule appli-
ziert. Anschliel3end werden restliche Zellen und leicht gebundene Substanzen durch einen
Waschschritt mit BB aus dem Saulenbett entfernt.

Die Elution des Zielproteins mit Elutionspuffer (BE) erfolgt im downflow-Betrieb nachdem
das Absorptionssignal des Detektors Ae stabil verlauft. Die Elutionsfraktion wird darauf
folgend durch eine Size Exclusion Chromatography (SEC) feingereinigt.

Die Entwicklung und Optimierung des P-D1M1 capture-Schrittes mit EBA IMAC ist in den
Arbeiten von Martens et al. (2011) und Borchert et al. (2013, 2015) verdffentlicht und bilden
den Grundstein der in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen.

3.2.2 Expression sekretorischer Proteine mit Pichia pastoris

Die methylotrophe Hefe Pichia pastoris, neu klassifiziert auch Komagataella pastoris, hat
sich in den vergangenen 40 Jahren zu einem der meist genutzten Systeme zur heterologen
Proteinexpression entwickelt (Ahmad et al., 2014; Cereghino und Cregg, 2000). Neben Ex-
pressionssystemen wie Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae gehort P. pastoris
zu den am besten charakterisierten Organismen (De Schutter et al., 2009; Mattanovich et
al., 2009).

P. pastoris kombiniert die Vorteile pro- und eukaryotischer Zellen. Dazu gehoren die einfa-
che, kostenglinstige Kultivierbarkeit sowie die Moglichkeit, Proteine mit eingeschrankten
posttranslationalen Modifikationen herzustellen. Ein weiterer Vorteil ist die Sekretion hete-
rolog hergestellter Proteine in das Medium, was eine vereinfachte Aufreinigung ermoglicht
(Cregg et al., 1993).

Der Durchbruch bei der kommerziellen Anwendung von P. pastoris als Expressionssystem
rekombinanter Biopharmazeutika konnte im Jahr 2009 mit der Zulassung des Wirkstoffes
Ecallantid (Markenname: Kalbitor™) durch die FDA erreicht werden (FDA, 2014). Meehl
und Stadheim (2014) geben eine Zusammenfassung der zurzeit in der Entwicklung oder
klinischen Studien befindlichen Biopharmazeutika, die mit Hefeexpressionssystemen
produziert werden.

Kritisch zu betrachten sind bei all den Fortschritten der Entwicklung die schon friih doku-
mentierten Probleme bei der Produktion sekretorischer Proteine. Hierzu zahlen die
Degradation der Zielproteine im Medium sowie geringe Raum-Zeit-Produktaus-beuten.
(Clare et al., 1991; Brierley, 1998)

Ein Beispiel fur die Degradation von rekombinant produziertem Ovine interferone-zim Me-
dium konnte nach Sinha et al. auf die Aktivitat vakuoler Proteasen zurlickgefluhrt werden
(Sinha et al., 2004).
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Allgemein werden die in Hefen vorkommenden Proteasen in drei Gruppen gegliedert. Ab-
hangig von ihrer Lokalisation in der Zelle werden sie in cytosolisches Proteasom, vakuole
Proteasen und Proteasen des sekretorischen Weges eingeteilt (Jones, 1991). Eine
Zusammenfassung der bekannten P. pastoris-Proteasen nach Zhang et al. (2007) mit
Referenzen sind Tab. 3.2 zu entnehmen.

Strategien zur Minimierung der proteolytischen Degradation des Zielproteins beinhalten den
Einsatz Protease-defizienter Stamme (Gleeson et al., 1998) oder von Proteaseinhibitoren
(Gustavsson et al., 2001), die Zugabe von komplexen Substraten zum Medium (Clare et al.,
1991) oder die Anderung von Prozessparametern, wie des pH-Wertes und/oder der Tem-
peratur (Jahic et al., 2003a; Jahic et al., 2003b; Curvers et al., 2001).

Ein Grund fur die Produktion mit geringen Raum-Zeit-Ausbeuten kann nach Puxbaum et al.
(2015) eine Uberexpression des Zielproteins sein. Dies kann zur Fehlfaltung der Proteine
im Endoplasmatischen Retikulum (ER) fihren. Die Anhaufung fehlgefalteter Proteine im ER
fuhrt zu erhdhtem Stress der Zellen. Die Zellen aktivieren zur Regulation des Stresses einen
Mechanismus, der als Unfolded Protein Response bezeichnet wird. Durch diesen Mecha-
nismus wird die Transkriptions- und Translationsrate des Zielproteins verringert. Gleichzeitig
wird die Expression von Faktoren beschleunigt, die zum Abbau des fehlgefalteten Proteins
durch den ER-assoziierten Degradations-Prozess beitragen. Des Weiteren wird die
Synthese von Chaperonen zur korrekten Faltung der Proteine erhoht.

Ziel dieser Qualitatskontrollmechanismen ist die Regulation des Proteinbiosynthese-
apparates. Schlagt dieser Versuch jedoch fehl, kann der Mechanismus zur Apoptose der
Zellen fUhren. Durch den Zelltod kénnen intrazellulare Proteasen in das Medium freigesetzt
werden und so ebenfalls zur erhdhten Degradation des Zielproteins fuhren. (Gasser et al.,
2008; Patil und Walter, 2001; Ellgaard et al., 1999)

In den Arbeiten von Martens (2014) sowie Fricke (2015) wurden Fermentationsstrategien
fur eine Expression der Malariavakzinkandidaten mit maximaler Raum-Zeit-Produktaus-
beute entwickelt. Die Prozessparameter pH-Wert und Temperatur wurden mit Hilfe der
statistischen Versuchsplanung (SVP) optimiert und ein geeigneter Arbeitspunkt definiert.
Der proteolytische Abbau der Malariavakzinkandidaten konnte dadurch minimiert, jedoch
nicht vollkommen unterdrtckt werden.

Weitere Stabilitatsbetrachtungen des Malariavakzinkandidaten D1M1-His vorliegend im
Kulturiiberstand im Vergleich zu aufgereinigtem D1M1-His (durch Ni?*-IMAC) in frischem
Medium deuteten auf das Vorliegen von Proteasen in der Kulturbrihe hin (vgl. Martens
2014).

Teile dieser Arbeit beschaftigen sich daher mit der weiterfihrenden Untersuchung der pro-
teolytischen Aktivitat im Kulturiberstand und der Abreicherung von Proteasen durch den
capture-Schritt mit Hilfe der IMAC.
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Tab. 3.2: Zusammenstellung bekannter von P. pastoris gebildeter Proteasen nach Zhang et al. (2007)

Exopeptidase
Protease C-term N-term Endopeptidase Klassifizierung MW [kDa] Referenz
cytosolisches Proteasom* > 500 (Hilt und Wolf, 1992)
vakuole Proteasen
Proteinase A X Aspartat 42 (van den Hazel et al., 1996)
Proteinase B X Serin 31-33 (Moehle et al., 1987)
Carboxypeptidase Y X Serin 61-69 (Maeda et al., 2004)
Aminopeptidase Y X Metallo-(Co?") 70 ﬂ::r?;givr: gtt Zl' : 11 ggjf;
Carboxypeptidase S X Metallo-(Zn?*) 73-77 (Sporman et al., 1991)
Aminopeptidase | X Metallo-(Zn?*) 640 (Metz und R6hm, 1976)
Aminopeptidase Co X Metallo-(Co?*) 100 (Achstetter et al., 1984)
Dipeptidyl Aminopeptidase B X Serin 120 (Roberts et al., 1989)

Proteasen des sekretorischen Weges

(Shelness et al., 1993;

Signal Peptidase Komplex 5 Einheiten 12-25 Greenburg und Blobel, 1994)
. (Wilcox und Fuller, 1991;
Kex2 X Serin 120 Germain et al., 1992)
. (Cooper und Bussey, 1989;
Kex1 X Serin 13 Boehmetal., 1999)
(Nothwehr et al., 1993;
Dipeptidyl Aminopeptidase A X Serin 107 Roberts et al., 1992;
Hopkins et al., 2014)
Yeast Aspartyl Protease I X Aspartat 160 (Ash et al., 1995)

*Multiprotease Komplex
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3.2.3 Konzepte zur Aufarbeitung sekretorischer Proteine

Die Aufreinigung von Proteinen nimmt einen hohen Stellenwert bei der industriellen Her-
stellung von Biopharmazeutika ein. Der Reinigungsprozess, das sogenannte downstream
processing, eines pharmazeutisch wirksamen Proteins kann bis zu 90 % der Gesamtkosten
des Prozesses ausmachen (Gottschalk, 2013).

Fir die Aufreinigung eines Biopharmazeutikums werden in der Regel mehr als ein Prozess-
schritt benotigt, damit die gewunschte Qualitat des Produktes garantiert werden kann. Eine
typische Aufreinigungsstrategie eines sekretorischen Proteins ist schematisch in Abb. 3.7 a
gezeigt.

B)) )i )Y P Y

cultivation separation ~ CF-MF CF-UF' CF-UF? chrom’ chrom’® chrom®
filtration concentration diafiltration capture purification  polishing

b@>> o 1 DY

cultivation EBA - Expanded Bed Adsorption chrom? chrom?®
purification  polishing

Abb. 3.7: Schematische Darstellung der Aufreinigungsschritte eines sekretorischen Proteins.
a Nach der Kultivierung werden die Zellen mit Hilfe eines Separators und einer anschlieRenden
Crossflow-Mikrofiltration (CF-MF) abgetrennt. Das Permeat kann durch Crossflow-Ultrafiltration (CF-
UF) aufkonzentriert und in den geeigneten Puffer fir den nachfolgenden chromatographischen
Schritt Gberfihrt werden. In der ersten chromatographischen Aufreinigung, dem capture, wird das
Zielprotein isoliert, konzentriert und stabilisiert. Der zweite chromatographische Schritt (purification)
dient der weiteren Reduktion von Verunreinigungen. Im letzten Schritt, dem polishing, wird die be-
notigte Reinheit des Produktes erreicht und das Protein in ein stabiles Puffersystem tberfiihrt. b Das
Zielprotein wird direkt aus der Fermentationsbriihe Uber ein integriertes Verfahren, der EBA-Chro-
matographie, weiter aufgereinigt. AnschlieBend konnen weiterfihrende chromatographische
Aufreinigungsschritte folgen.
(Borchert 2015)

Die sinnvolle Verkettung sowie die Kombination von Prozessschritten stehen im Fokus der

heutigen downstream-Prozessentwicklung. Eine praparative Technik zur direkten Aufarbei-
tung sekretorischer Proteine aus Kulturbrihen ist die EBA-Chromatographie.
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Eine Studie ergab einen 6konomischen Vorteil der EBA-Chromatographie gegeniber dem
eines Ublichen Protein capture von 50 %. Die Nachteile einer derartigen Aufarbeitungs-
strategie sind jedoch hohe Anschaffungskosten des Equipments sowie geringe Standzeiten
der Saulenmaterialien fur die Aufarbeitung mit einer EBA-Chromatographie. (Walter and
Feuser, 2003)

Das Prinzip der EBA-Chromatographie basiert auf einem fluidisierten Bett aus speziell her-
gestellten Saulenmaterialien. Diese Materialien bestehen aus einem dichten Kern, z. B. aus
Quarz (STREAMLINE, GE Healthcare) und besitzen eine breite PartikelgroRenverteilung.
Ein gezieltes Anstrdomen von unten (upflow-Betrieb) ermoglicht eine Expansion des sonst
dicht gepackten Bettes, so dass Zellen und Zellbruchsticke widerstandsreduziert das Bett
durchdringen kénnen. Gleichzeitig kann das Produkt mit dem Saulenmaterial in Wechsel-
wirkung treten und dadurch die Separation erreicht werden (Anspach et al., 1999).

Die meist genutzte Technik zur Separation von Proteinen ist jedoch die Festbettsdulenchro-
matographie. Dabei befindet sich die stationare Phase fest gepackt in einem zylindrischen
Rohr. Der Nachteil dieser Chromatographie ist die vorhergehende Klarung des aufzuarbei-
tenden Materials. Da bei einem biotechnologischen Herstellungsprozess zunachst die
Zellen aus der Kultivierungsbruhe abgetrennt werden mussen ist bei dieser Art der chroma-
tographischen Aufreinigung immer mindestens ein Separationsschritt einzuplanen (Janson,
2011).

Am Forschungs- und Transferzentrum Bioprozess- und Analysentechnik finden in zwei un-
abhangigen Bioprozessanlagen beide beschriebenen Aufarbeitungskonzepte Anwendung.

Der in Abb. 3.7 a beschriebene Ablauf zur Aufarbeitung sekretorischer Proteine wird in der
industriell orientierten integrierten Scale-down Pilotanlage — Biolnt angewendet. Mit Hilfe
des Prozesses wurde der Malariavakzinkandidat D1M1-His produziert und Ergebnisse der
Herstellungskampagnen veroffentlicht (Luttmann 2015, Borchert 2015). In der vorliegenden
Arbeit wurde das aufgereinigte Produkt als Ausgangsmaterial fur Stabilitdtsstudien des Pro-
teins in wassrigen Puffersystemen verwendet.

Die Aufarbeitung nach dem in Abb. 3.7 b dargestellten Konzept findet in dem in dieser Arbeit
beschriebenen integrierten Bioprozess Anwendung. Eine vertiefte Beschreibung der Ent-
wicklung und Optimierung des capture-Schrittes mit Hilfe der EBA ist den
Veroffentlichungen von Borchert et al. (2013, 2015) zu entnehmen. Die errungenen Erkennt-
nisse dieser Arbeiten bilden den Grundstein fur die Erweiterung des Produktionsprozesses
innerhalb der vorliegenden Arbeit.
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3.2.4 Proteinaufreinigung mit Hilfe chromatographischer Methoden

Der Begriff ,Chromatographie® wurde erstmals von dem russischen Botaniker Michail
Semjonowitsch Tswett verwendet. Im Jahr 1906 veroffentlichte er zwei Berichte an die deut-
sche botanische Gesellschaft unter den Titeln: ,Physikalische-chemische Studien (iber das
Chlorophyill. Die Adsorptionen®und ,Adsorptionsanalyse und chromatographische Methode.
Anwendung auf die Chemie des Chlorophylis®. In diesen Veroffentlichungen beschreibt er
die Trennung eines Chlorophyll-Gemisches mit Hilfe des von ihm entdeckten Fest-Flussig-
Trennverfahrens (Tswett, 1906a; Tswett, 1906b).

Das Prinzip der Chromatographie basiert auf der Verteilung von Molekilen eines
Substanzgemisches zwischen einer stationaren Phase und einer mobilen Phase mit einer
bestimmten FlieBrichtung. Durch die unterschiedlichen Stoffeigenschaften werden die
Substanzen durch Adsorptive- und/oder Verteilungsvorgange raumlich und zeitlich von-
einander getrennt.

Heute wird sich dieses Prinzip in verschiedenen Bereichen der Naturwissenschaften
zunutze gemacht. Hierzu zahlen insbesondere Techniken der praparativen Aufarbeitung
und der analytischen Quali- und Quantifizierung von Biopharmazeutika. (Engelhardt und
Rohrschneider, 1995; Scopes, 2013)

Die praparativ genutzten chromatographischen Methoden und die dazugehorigen Eigen-
schaften der Proteine fasst Tab. 3.3 zusammen.

Tab. 3.3: Zusammenfassung praparativ genutzter chromatographischer Methoden mit Abkiir-
zungen und Zuordnung zu den Proteineigenschaften

Methode Abklrzung Proteineigenschaft

Affinitatschromatographie*® AC spezifische Liganden-
bindung

Immobilisierte Metallchelat- IMAC Metallionenbindung

Affinitatschromatographie
lonenaustauschchromatographie IEXC Oberflachenladung

Hydrophobe Interaktions- HIC Hydrophobizitat
chromatographie

Multimodale Chromatographie MMC Oberflachenladung,
Hydrophobizitat und
weitere moglich

Groldenausschlusschromatographie SEC Molekulgrolde

Chromatofokusing* CF isoelektrischer Punkt

* Wird innerhalb der vorliegenden Arbeit nicht weiter behandelt.
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Im nachfolgenden Abschnitt wird der theoretische Hintergrund der in dieser Arbeit verwen-
deten Methoden der Chromatographie vorgestellt. Eine schematische Darstellung der
Methoden ist Abb. 3.8 zu entnehmen.
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Abb. 3.8: Schematische Darstellung der chromatographischen Trennmethoden.
Affinitdtschromatographie

lonenaustauschchromatographie

Hydrophobe Interaktionschromatographie

Multimodale Chromatographie, Kombination aus b und ¢
Grolienausschlusschromatographie
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3.2.4.1 Immobilisierte Metallchelat-Affinitats-
chromatographie (IMAC)

Die erste Verodffentlichung zum Thema Immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromato-
graphie (IMAC) erschien im Jahre 1975 in der Zeitschrift ,Nature durch die Arbeitsgruppe
um Porath et al. In dieser Veroéffentlichung wurde die Verwendung von immobilisierten
Kupfer- und Zinkionen zur Proteinfraktionierung aus menschlichem Serum beschrieben. Bis
heute sind einige hundert Veroffentlichung erschienen, in denen die IMAC als hochselektive
praparative, wie auch analytische chromatographische Methode fur die Isolierung von Pro-
teinen aus komplexen biologischen Gemischen beschrieben wird.

Das Trennprinzip beruht auf der Affinitdt von Ubergangsmetallen wie Kupfer Cu?*, Nickel
Ni?*, Zink Zn?* und Kobalt Co?* mit oberflachenstéandigen Aminosaureresten der Proteine.
Die hochste Affinitat zu den Ubergangsmetallen besitzen Histidinreste. Die Koordination so-
wie die Anzahl der Histidine an der Oberflache des Proteins sind entscheidende Faktoren
fur die Starke der Bindung. Geringere Affinitaten weisen neben Histidinresten ebenfalls Cys-
tein-, Tryptophan- und Phenylalaninreste auf. (Block et al., 2011; Gaberc-Porekar und
Menart, 2001)
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Die Metallionen werden an kovalent gebundene Komplexbildner, meist Iminodiessigsaure
(IDA) oder Nitrilotriessigsaure (NTA), der Chromatographietrager immobilisiert. Zur Ausbil-
dung einer Chelatbindung werden die freien Elektronenpaare der N-, S- und O-Atome des
Chelators als Elektronenpaardonatoren genutzt. Das Metallion wird koordinativ gebunden
und wirkt somit als Elektonenpaarakzeptor. Die freien Bindungsstellen des Zentralatoms
adsorbieren meist Wassermolekule. Diese konnen jedoch durch Proteinmolekile mit hohe-
ren Bindungsaffinitaten verdrangt werden. Die Bindung ist im Gegensatz zur klassischen
Affinitatschromatographie unspezifisch und kann aufgrund der geringen Selektivitat aus-
schliel3lich als eine Gruppenseparationstechnik aufgefasst werden. (Block et al., 2011;
Gaberc-Porekar und Menart, 2001)

Zu Beginn der IMAC-Historie wurden hauptsachlich Proteine und Peptide mit naturlich auf-
tretenden Histidinresten an der Proteinoberflache isoliert. Ende der 80er Jahre wurde von
Hochuli et al. (1987) Ni-NTA als geeignetes Chromatographietragermaterial fir die selektive
Aufreinigung von Proteinen mit mehreren aufeinanderfolgenden Histidinresten entdeckt. In
der Natur ist die Abfolge von mehreren Histidinen in der Primarstruktur von Proteinen sehr
ungewohnlich. Dieses Phanomen sollte seinen Nutzen finden, indem rekombinanten Prote-
inen ein klnstlicher Histidinschwanz (His-tag) an den N- oder C-Terminus in der
Gensequenz angefugt wird. Beide Anwendungen, native und kinstliche Form der His-Ab-
folge des Proteins haben Vor- und Nachteile, welche in Tab. 3.4 zusammengefasst sind.
(Gaberc-Porekar und Menart, 2005)

Tab. 3.4: Gegeniiberstellung der Vor- und Nachteile nativer und kiinstlicher Histidin-
Abfolgen

His-Abfolge Vorteil Nachteil

nativ keine Modifikation notig unspezifische Bindung moglich
geringe Bindungskapazitat

kunstlich hohere Spezifitat Abtrennung des Tags notig
vereinfachte Aufreinigung Einfluss auf Struktur oder
hohere Bindungskapazitat Aktivitat moglich

Die Methode der Cu?*-IMAC wurde bereits als Protein capture bei der Produktion der
pfAMA1-Ektodomane fur klinische Studien unter cGMP-Bedingungen verwendet (Faber et
al., 2008). Die Zielproteine dieser Arbeit sind Abkommlinge des AMA1-Proteins und be-
sitzen daher vermutlich ahnliche Bindungseigenschaften. Dem Protein P-D1M1 wurde zu-
satzlich eine native, Histidin-reiche Prodomane angefugt, in der acht von den 20 His-
tidinen der Primarsequenz lokalisiert sind. D1M1-His wurde anstelle der Prodomane sechs
aufeinander folgende Histidine (Hiss-Tag) am C-Terminus angeflgt, was die Mdglichkeit ei-
ner Aufreinigung mit Ni2*-IMAC erdffnet.
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3.2.4.2 Multimodale Chromatographie (MMC)

Anfang der 1970er Jahre wurde von der Arbeitsgruppe Yon et al. die Verwendung multi-
modaler Liganden zur Aufreinigung von Proteinen beschrieben. In den letzten Jahrzehnten
stieg der Bedarf an neuartigen stationaren Phasen durch die Produktivitatssteigerung im
upstream-Bereich stark an. Der limitierende Schritt bei der Produktion von Bio-
pharmazeutika ist heutzutage im downstream-Bereich und hier vor allem im Bereich der
chromatographischen Aufreinigung zu finden (Gottschalk, 2013). Multimodale Chroma-
tographietrager kénnten somit eine Maoglichkeit bieten, die Aufreinigung von Proteinen
effizienter zu gestalten.

Die multimodale oder mixed-mode Chromatographie (MMC) zeichnet sich durch die
Kombination von mindestens zwei Interaktionsformen des Zielproteins mit dem Liganden
der stationaren Phase aus. Die kommerziell am haufigsten verwendete Kombination fur die
praparative Aufreinigung ist die Verknupfung der hydrophoben und elektrostatischen Wech-
selwirkung (Abb. 3.8 d). Im Gegensatz zu den ,klassischen® Methoden, bei denen
ausschlieflich eine Interaktionsform dominiert und sekundare Wechselwirkungen minimiert
werden, kbnnen multimodale Liganden auf unterschiedliche Weise im chromatographischen
Prozess genutzt werden. (Kallberg et al., 2012; Zhao et al., 2009)

Ein Beispiel und wohl das bekannteste ist die Verwendung von MMC-Materialien fir die
Aufreinigung von Antikorpern. Die Aufreinigungsstrategie fur Antikorper beinhaltet als cap-
ture eine Protein A-Affinitatschromatographie. Dieser Schritt ist hochselektiv und effektiv,
birgt aber auch einen enormen Kostenaufwand fur die Anschaffung des Saulenmaterials.
Durch das sogenannte Ausbluten der Saule, d. h. den Verlust an Liganden, wird die
Bindungskapazitat stark reduziert, wodurch die Anzahl an durchzufihrenden Aufreini-
gungen begrenzt wird. Die Verwendung von MMC-Materialien kdénnte hier eine Alternative
bieten. Verschiedene MMC-Materialien zeigen eine ahnliche Bindungskapazitat wie Protein
A-Affinitatstrager. Ein weiterer Vorteil kann die Variabilitat der Elutionsbedingungen sein.
Zur Elution der Antikorper an Protein A-Tragern wird ein niedriger pH-Wert verwendet. Diese
Bedingungen fuhren zur Aggregation der Antikorper und machen somit einen weiteren
Abtrennungsschritt der Aggregate unabdingbar. (Maria et al., 2015; Zhang et al., 2015)

Weitere publizierte Anwendungsgebiete sind die Aufreinigung von Proteinen (Hamilton et
al., 2000; Kaleas et al., 2010), Peptiden (Gilar et al., 2008) oder Nukleinsauren (McLaughlin,
1989).

Das Trennprinzip in der multimodalen Chromatographie ist variabel und wird im wesent-
lichen von den Eigenschaften der stationaren Phase, den Proteincharakteristika und den
aulleren Bedingungen, wie dem pH-Wert, der Leitfahigkeit und der Art des verwendeten
Salzes bestimmt. Durch die Variabilitat der Interaktion des Zielproteins mit dem Liganden
der stationaren Phase konnen diese Materialien flexibel eingesetzt werden.
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Die Zielproteine besitzen drei definierte hydrophobe Regionen (vgl. Kap. 3.1.2), wodurch
eine Aufreinigung mit HIC mdglich ist. Diese Methode kam bereits als weitere Aufreinigungs-
stufe nach Cu?*-IMAC zur Herstellung der pfAMA1-Ektodomane fiir klinische Studien unter
cGMP-Bedingungen zum Einsatz (Faber et al., 2008).

Zusatzlich zu den hydrophoben Regionen besteht P-D1M1 in seiner Primarsequenz aus
17.1 % negativ geladener Aminosauren (Asp, Glu) und zu 12.6 % aus positiv geladenen
Aminosauren (Arg, Lys). Diese Differenz auf3ert sich in einem theoretischen isoelektrischen
Punkt pl von 5.2. D1M1-His enthalt 16.3 % negativ und 13.5 % positiv geladene Aminosau-
ren. Der theoretische pl-Wert des Proteins betragt 5.7 (vgl. Tab. 3.1). Beide Zielproteine
sind somit befahigt hydrophobe- wie auch elektrostatische Wechselwirkungen einzugehen.

Die Art der Interaktionen zwischen dem Zielprotein und dem Adsorbermaterial ist nur im
geringen Malde abschatzbar. Aus diesem Grund ist die Anwendung von Screening-Metho-
den fur diese Art der Chromatographietrager unabdingbar. (GE Healthcare Bio-Sciences
AB, 2013)

3.2.4.3 GroRenausschlusschromatographie (SEC)

Die Trennung nach der Molekulgrofde, genauer nach dem hydrodynamischen Volumens
eines Molekdls ist seit den 1940er Jahren bekannt. Der Durchbruch dieser Methode kam
jedoch erst 1959 mit der Einfuhrung Dextran-basierter Medien mit einer definierten Poren-
grolle (Porath and Flodin, 1959). Heutige Saulenmaterialien bestehen aus einer pordsen
Matrix aus spharischen Partikeln. Die verwendeten Materialien besitzen eine hohe physika-
lische und chemische Stabilitat und sind inert, d. h. sie besitzen keine reaktiven oder
adsorptiven Eigenschaften gegenluber den Substanzen der mobilen Phase.

Das Trennungsprinzip beruht alleinig auf Konvektion und Diffusion der Substanzen in das
Porensystem der stationaren Phase. Substanzen, die grof3er sind als die Ausschlussgrenze,
sind nicht in der Lage in das Porensystem einzudringen und werden mit dem Tot-
volumen der Trennsaule eluiert. Kleinere Molekule dringen in die Poren ein, nutzen daher
ein groReres Volumen und werden dadurch zeitlich und raumlich voneinander getrennt.
(Engels and Lottspeich, 2012)

Die Methode der GrolRenausschlusschromatographie (SEC) wird vielfaltig zur Analyse oder
Aufreinigung von Proteinen genutzt. Sie kann sowohl als selektive analytische und pra-
parative Methode zur Hochleistungsfraktionierung wie auch als eine effiziente Gruppen-
separationstechnik angewendet werden. Die Gruppentrennung findet haufig als Methode
zur Entsalzung bzw. zum Pufferaustausch Anwendung.
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Die SEC unterscheidet sich im Gegensatz zu den Methoden der sogenannten adsorptiven
Chromatographie durch die nichtbindenden Eigenschaften der stationaren Phase zu den
Zielsubstanzen. Die Trenneffizienz der SEC wird daher ausschlieBlich von physikalischen
Bedingungen bestimmt. Das applizierbare Probenvolumen ist der einflussreichste Faktor flr
die Trennleistung der Methode. Die Auflésung kann durch die Verringerung der Flussrate
optimiert werden. Als Richtwerte fur das maximal applizierbare Probenvolumen wird fur die
Hochleistungsfraktionierung mit 5 % des Saulenvolumens (CV) und fur eine effiziente
Gruppenseparation mit 30 % CV angegeben. (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 2000;
Janson, 2011)

Durch eine Feinreinigung mit Hilfe der SEC kdnnen hohe Selektivitaten erreicht werden. In
der industriellen Anwendung als Hochfraktionierungsmethode ist eine Begrenzung des
applizierbaren Probevolumens jedoch als kritisch zu bewerten. In dem vorgestellten inte-
grierten Bioprozess besitzt die erhaltene Eluatsfraktion aus der EBA IMAC ein Volumen von
800-1000 ml. Die verwendete chromatographische Saule der SEC weist ein Volumen von
120 ml auf, was einer maximal applizierbaren Menge von 6 ml entspricht. Eine im FTZ BPAT
durchgefuhrte Optimierungsuntersuchung fuhrte bei einem Probenaufgabevolumen von
5 ml und einer FlieBmittelgeschwindigkeit von 2.1 mimin-' zu einer robusten Aufarbeitungs-
methode (Vol3, 2012). Die Aufreinigung des gesamten Eluatvolumens wirde damit ca. 180
chromatographischen Laufen mit einem Zeitaufwand von ca. 10 Tagen bei den verwendeten
Saulendimensionen (zwei XK 16/40 Saulen in Reihe geschaltet) erfordern.

Diese Hochrechnung zeigt die Ineffizienz der SEC fir die Anwendung im industriellen
Maldstab. Trotz schlechter Bilanzen werden industrielle SEC-Prozesse entsprechend
skaliert. Bei der Malstabsvergrof3erung wird die Trennstrecke konstant gehalten und der
Durchmesser der Trennsaule verbreitert. Eine Verdopplung des Saulendurch-
messers erzielt das vierfache des Saulenvolumen (V ~ d?). Das bedeutet einen enormen
Anstieg der Materialkosten. Fur Forschungszwecke wird die SEC zur Feinreinigung in vielen
Bereichen genutzt. Einem Einsatz in kostenkalkulierten Produktionen sind dieser Methode
jedoch Grenzen gesetzt.

Ein vielversprechendes Potential zur Steigerung der Effizienz industrieller chromatographi-
scher Prozesse bieten kontinuierliche und quasikontinuierliche Aufarbeitungsverfahren
(Jungbauer, 2013). Tab. 3.5 fast hierzu mégliche Techniken zusammen.

Tab. 3.5: Techniken der kontinuierlichen und quasikontinuierlichen Chromatographie

Technik englische Bezeichnung Abkurzung
Annulare Chromatographie  Continuous Annular Chromatography CAC
Gegenstromverfahren Countercurrent Chromatography CCC
Simuliertes bewegtes Bett Simulated Moving Bed SMB
Multisaulen-Losungsmittel- ~ Multicolumn Solvent Gradient MCSGP
gradient Purification Process
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3 Theoretische Grundlagen

Als einzige Technik ist die annulare Chromatographie ein reales kontinuierliches Aufarbei-
tungsverfahren. Bei diesem Verfahren ist das Tragermaterial in einem konzentrischen
Ringspalt gepackt, der sich um die eigene Achse dreht. Das Saulenbett im Ringspalt wird
kontinuierlich von mobiler Phase durchstromt und rotiert langsam (< 1 h') an verschiedenen
Einlasselemente vorbei. An einer Position wird kontinuierlich Probe appliziert. Die Trennung
des Substanzgemisches erfolgt dann abhangig von der Interaktion mit der stationaren
Phase, der Lange des Saulenbettes, der FlieBmittelgeschwindigkeit und der Drehgeschwin-
digkeit des Ringspaltes. Jede Komponente beschreibt bei dem Weg durch das Saulenbett
eine spiralformige Bahn und kann so bei einer definierten Winkellage in einen Fraktions-
sammler geleitet werden. (Carta und Jungbauer, 2010; Chmiel, 2011; Jungbauer, 2013)

Beispiele fur die Anwendung der CAC sind die Aufarbeitung von green fluorescent protein
(Uretschlager et al., 2001) oder die Reduzierung unerwinschter Aggregate in einem Anti-
korper Aufreinigungsprozess (Buchacher et al., 2001) mit Hilfe SEC.

Zu den Gegenstromverfahren zahlt das sogenannte True Moving Bed-Verfahren. Bei
diesem Verfahren wird die stationare Phase gegenlaufig zur mobilen Phase durch eine
Trennsaule gefuhrt. Die Zufuhr des Substanzgemisches erfolgt kontinuierlich in der Mitte
der Saule. Komponenten, die starker mit der stationaren Phase interagieren, werden mit
dem Adsorber aus der Saule ausgetragen. Weniger stark interagierende Komponenten
werden von der mobilen Phase ausgetragen. (Carta und Jungbauer, 2010)

Anwendung findet das TMB-Verfahren hauptsachlich bei der Isolierung von Naturstoffen wie
den Flavonoiden, wobei als stationare und mobile Phase zwei nicht ineinander mischbare
Fllssigkeiten verwendet werden (Academic, 2014). Fur die Aufarbeitung von Biopharma-
zeutika spielt das TMB-Verfahren eine untergeordnete Rolle, da die stationare Phase in den
meisten Fallen nicht flieRfahig ist.

FUr die Aufarbeitung von Biomoleklilen wird das sogenannte Simulated Moving Bed-
Verfahren verwendet. Bei diesem Verfahren befindet sich die stationare Phase fest gepackt
in mindestens drei Saulen, die in einer Kreisschaltung angeordnet sind. Durch Schalten von
Ventilen in FlieRrichtung der mobilen Phase wird die gegenlaufige Bewegung der statio-
naren Phase simuliert. Urspringlich wurde dieses Verfahren fur die Auftrennung binarer
Substanzgemische entwickelt. Durch den Einsatz von mehr als vier Saulen kann mit dieser
Technik auch eine Multikomponententrennung erreicht werden, was fur biopharmazeutische
Herstellungsprozesse einen grof3en Vorteil darstellt. (Carta und Jungbauer, 2010; Kessler,
2012; Chmiel, 2011)
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3 Theoretische Grundlagen

SMB-Verfahren sind ideal mit der Methode der SEC als Gruppenseparationstechnik zu ver-
wenden (Hashimoto et al., 1988). Beispiele hierfur sind die Entsalzung von Plasmiden
(Paredes et al., 2005) und die Umpufferung von Influenzaviren (Kalbfuss et al., 2008). Der
Vorteil bei der Verwendung des SE-SMB-Verfahrens ist eine geringe Verdinnung des
Produktes im Vergleich zum batch-Aufarbeitungsverfahren. Der Nachteil des SMB-Ver-
fahrens ist die Umsetzung eines Gradientenprofils, welches in IEXC oder HIC-Prozessen
eingesetzt wird. Forschung und Entwicklungen in der Richtung zeigen die Moglichkeit der
Anwendung von Gradienten-SMB (Antos and Seidel-Morgenstern, 2001; Ziomek et al.,
2005), jedoch ist der experimentelle Aufwand hierfir enorm. Aus diesem Grund wird immer
haufiger auf die Moglichkeit der Prozesssimulation zurtckgegriffen, wodurch das Wissen
Uber mogliche Anwendungpotentiale des SMB-Verfahrens erhoht wird (Li et al., 2007 und
2008).

Eine weitere Entwicklung eines kontinuierlichen chromatographischen Verfahrens mit
vereinfachter Umsetzung eines Gradientenprofils ist der Arbeitsgruppe um Morbidelli et al.
gelungen. Der sogenannte Multicolumn Solvent Gradient Purification Process kombiniert
das Gegenstromverfahren mit der Recycling Chromatographie, wobei die Randfraktionen
eines Peaks erneut aufgearbeitet werden (Muller-Spath et al., 2008; Aumann und Morbidelli,
2007).

Generell besitzen alle Verfahren der kontinuierlichen Chromatographie den Vorteil der
erhdhten Produktivitat gegentber den klassischen batch-Verfahren. Kritisch zu betrachten
sind jedoch der erhohte technische Aufwand sowie die verminderte Prozessflexibilitat.
Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde daher auf die Entwicklung eines kontinuierlichen
SE-Prozesses verzichtet und der Fokus auf eine Erweiterung des Prozesses durch Integra-
tion einer Ultra-/Diafiltration und die Neuentwicklung einer weiteren chromatographischen
Aufreinigungsmethode gelegt.
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3.2.4.4 Wahl eines geeigneten Adsorbermaterials

Die Aufarbeitung durch die Verwendung chromatographischer Methoden stellt eines der
groldten Kostenfaktoren bei der Produktentwicklung und -herstellung dar. Insbesondere
hohe Investitionskosten fur chromatographische Medien sowie der zeitliche Aufwand flr
Methoden- und Prozessentwicklung erzeugen eine hohe finanzielle Belastung und sollten
nach Moglichkeit auf ein Minimum reduziert werden. Die Auswahl an geeigneten Methoden
sowie eines adaquaten Materials ist aufgrund der enormen Vielfalt der auf dem Markt ange-
botenen Materialien hoch komplex und umfangreich.

Ein Ansatz zur Entwicklung chromatographischer Methoden im pl-Malistab ist die An-
wendung von Adsorptionsstudien zur Ermittlung spezifischer Bindungskapazitaten. Bei die-
sem Vorgehen wird das dynamische chromatographische System in ein miniaturisiertes
statisches System Uberfuhrt und die Reaktion zwischen dem Zielprotein Pi und dem
Liganden der stationaren Phase L im Gleichgewicht,

P+ L —)L“ PL, (3.1)

betrachtet. Im Equilibrium ergibt sich die Dissoziationskonstante Kbp,

k, _[RIL]

kTP 2

als Quotient der Dissoziationsrate k2 und der Assoziationsrate ki. Die Gleichgewichts-
konzentration eines angelagerten Proteins Q,,

Q, =f(cp), (3.3)
an der stationédren Phase stellt eine Funktion der Proteinkonzentration in Lésung ¢, dar.

Im statischen System kann der Adsorptionsprozess eines Einphasensystems nach Lang-
muir (1916) als Anderung der Bindungskapazitat Q. tber die Zeit t,

dQ,.
FPI: Ki+ Cpio (Qpimax = Qrilt)) — Ky Qpi(t), (3.4)
beschrieben werden. Im Gleichgewicht der Reaktion,

dQ,

=0, (3.5)

ergibt sich fiir die statische Bindungskapazitat Qg ..,

Q* _ QPimax_stat )
Pi_stat — *
Ko + Cp

Ch
, (3.6)

eine hyperbolische Funktion mit den Parametern maximale statische Bindungs-
kapazitat Qpimax_stat und der Dissoziationskonstante Kbp.
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3 Theoretische Grundlagen

Eine Charakterisierung der Bindungskapazitat im dynamischen System ist durch die
Aufnahme einer Durchbruchskurve (DBK) mdglich. Abb. 3.9 zeigt exemplarisch die DBK
eines IEXC-Adsorbermaterials mit dem Modellprotein Lysozym.
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Abb. 3.9: Exemplarische Darstellung einer Durchbruchskurve. Die aufgetragene Substanz wird
zunachst vollstandig adsorbiert (c/co = 0), bis mit einer weiteren Erhéhung des aufgegebenen Volu-
mens V¢ die Substratkonzentration am Saulenausgang steigt. Mit weiter steigendem
Auftragsvolumen entspricht die Substratkonzentration am Ausgang der in der aufgegebenen Lésung
(clco = 1).

Aus der DBK konnen neben dem Verlauf (Steilheit, Position, Symmetrie) charakteristische
Kenngrdlen ermittelt werden. Die maximale Bindungskapazitat des dynamischen Systems
QPimax_dyn,

Vec® Cog My
QPimax_dyn = CO.{S/ - = \70.5 ’ (37)

col col

wird aus dem Volumen bei 50 % Durchbruch Vco.s der Eingangskonzentration cpio bezogen
auf das Saulenvolumen Vco ermittelt. Bei symmetrischem Verlauf der DBK entspricht dieser
Punkt der statischen Bindungskapazitat im Gleichgewicht der Reaktion Qpimax_stat.

Eine fir den ékonomischen Aspekt des chromatographischen Prozesses wichtige Kenn-
grofRe ist die dynamische Bindungskapazitat Qrio.os_dyn,

- Veoos * Crio — Meio.05 (3.8)

Q,, = ,
Pi0.05_dyn V V

col col

bei 5 % Durchbruch. Diese errechnet sich aus der Masse des Zielproteins bei 5 % Durch-
bruch mpio.o5s und dem Saulenvolumen Vcol.
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Neben thermodynamischen und konzentrationsabhangigen Einflussen wird die dynamische
Bindungskapazitat von den physikalischen Eigenschaften der Adsorbermatrix (Partikel-
grolle, Porendurchmesser), der Fliemittelgeschwindigkeit und der Reaktions-
geschwindigkeit beeinflusst.

Der Zusammenhang zwischen der dynamischen Bindungskapazitat Qpio.o5 dyn und der
maximalen Bindungskapazitdt des dynamischen Systems Qpimax_dyn kann mit Hilfe des
Faktors fc,

Q..
fe (N)zfc (Ejzw, (3.9)
Pimax_dyn

beschrieben werden. Der Faktor fc stellt eine Funktion der Anzahl theoretischer Boéden N
dar und ist damit direkt mit der Trennsaulenlange L und der theoretischen Bodenhohe H
verknUpft. Dieser Faktor trifft eine Aussage zur Effizienz der Trennsaule.

Die Bindungskapazitat stellt innerhalb dieser Arbeit das Auswahlkriterium fur die Eignung
des Adsorbermaterials dar. Tab. 3.6 zeigt eine Gegenuberstellung der vorgestellten Metho-
den in Hinblick auf deren experimentellen Aufwand und Anforderungen.

Tab. 3.6: Gegeniiberstellung der Methoden zur Bestimmung von Bindungskapazitiaten

Adsorptionsisotherme Durchbruchskurve
Apparativer Aufwand gering hoch
Zeitlicher Aufwand mittel mittel

parallele Ansatze moglich
Analytik Offline-Methode noétig Online-UV-Signal
Proteinmasse gering hoch
Ergebnisse Qpimax_stat Und Kb QPimax_dyn, Qpi0.05_dyn und fc

Die Bestimmung von Bindungskapazitaten mit Hilfe von Adsorptionsisothermen besticht
durch einen vergleichbar geringen Aufwand, Mdglichkeiten paralleler Experimente sowie
der geringen bendtigten Proteinmasse. Nachteile dieser Methode sind die erforderliche
Offline-Analytik sowie die alleinige Betrachtung eines statischen Systems im Gleichgewicht
der Reaktion.

Der Vorteil bei der Aufnahme von Durchbruchskurven ist die direkte Betrachtung des
dynamischen Systems. Fur eine detaillierte Beurteilung der Effizienz verschiedener Ad-
sorbermaterialien ist die Ermittlung der Parameter dynamische Bindungskapazitat Qepio.os
und des Faktors fc aus der Durchbruchskurve nétig. Nachteile dieser Methode sind der hohe
apparative Aufwand und der hohe Bedarf an Proteinlésung.

Unter dem Blickwinkel der Entwicklung chromatographischer Methoden nach dem Quality
by Design-Konzept sind die wissenschaftlichen Erkenntnisse, die aus beiden vorgestellten
Methoden gewonnen werden, unabdingbar fur die Prozessentwicklung und werden daher
im Verlauf der Arbeit ndher betrachtet.
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3.3 Das Quality by Design-Prinzip
3.3.1 Hintergrund und Motivation

Seit Beginn des 21. Jahrhunderts vollzieht sich ein grundlegender Wandel in der Vorge-
hensweise zur Erforschung neuer Wirkstoffe und der Entwicklung entsprechender
Herstellungsprozesse. Das Ziel der sogenannten Quality by Design/Process Analytical
Technology (QbD/PAT)-Initiative ist, die bis dahin Ublichen starren, empirisch ermittelten
Kontrollmechanismen durch ganzheitlich und wissenschaftlich begrindete Konzepte zu
ersetzen, die auf einem tiefer gehenden Prozessverstandnis basieren.

Durch veraltete Protokolle bei Revisionsverfahren wurde die Implementierung neuartiger
Technologien in bestehende Produktionsverfahren verzégert und somit der technologische
Fortschritt verhindert. Selbst minimale Anderungen an Prozessparametern unterlagen
einem Zulassungsverfahren der Behorde, was einen enormen Zeit- und Kostenaufwand fur
die Hersteller bedeutete.

Im September 2003 verodffentlichte The Wall Street Journal zu diesem Thema einen Beitrag
mit dem Titel ,New Prescription for Drug Makers: Update the Plants® (Abboud und Hensley,
2003). In diesem Artikel beschrieben die Autoren die veralteten Herstellungstechniken der
Pharmaindustrie und verglichen diese mit den derzeitigen modernen Methoden der Lebens-
mittelindustrie. Das vermehrte Auftreten von Arzneimittelrickrufen der Food and Drug
Administration (FDA) aufgrund mangelnder Produktqualitat fihrte zu einem Umdenken bei
Herstellern und Zulassungsbehdrden.

Im Jahr 2004 veréffentlichte die FDA unter dem Titel ,Pharmaceutical cGMPs for the 21st
Century: A Risk Based Approach” ihnre QbD/PAT-Initiative. In den folgenden Jahren wurden
Leitfaden zum Pharmaceutical Development ICH Q8 (US Food and Drug Administration,
2009b), zum Quality Risk Managment ICH Q9 (US Food and Drug Administration, 2005),
zum Pharmaceutical Quality System ICH Q10 (US Food and Drug Administration, 2008)
und zum Development and Manufacture of Drug Substances ICH Q11 (US Food and Drug
Administration, 2011) verdffentlicht. Abb. 3.10 veranschaulicht die Chronik der Einfihrung
des QbD-Konzeptes.

2004 2005 2006 2007 2008 2009 7 2010 2011

Abb. 3.10: Chronik der Einfiihrung des QbD-Konzeptes. Oberhalb der Zeitleiste sind die von der
FDA gegrindeten Initiativen sowie die veroffentlichten Leitfaden dargestellt. (Moore, 2013)
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3.3.2 Konzept des Quality by Design-Ansatzes

Quality by Design ist in der ICH Q8 Guideline als ein systematischer und auf wissenschaft-
lichen Erkenntnissen basierender Entwicklungsansatz von Arzneistoffen beschrieben. Im
Mittelpunkt des Konzeptes steht die Qualitat des Endproduktes und damit die Sicherheit des
Patienten.

Das Konzept basiert auf einem gesteigerten Produkt- und Prozessverstandnis, wodurch der
Prozess kontrollierbar wird. Eine vereinfachte Darstellung des Konzeptes ist Abb. 3.11 zu
entnehmen.

finished
product

Quality Target
Product Profile

finished product conform to the QTPP

Abb. 3.11: Darstellung des QbD-Konzeptes. Die zu erflllenden Eigenschaften des Zielproduktes
sind in dem Quality Target Product Profile — QTPP definiert. Der Prozess wird von Eingangspara-
metern und -variablen beeinflusst und ist definier-, erfass- und analysierbar. Eine kontinuierliche
Verbesserung des Prozesses sowie eine geeignete Kontrollstrategie werden angestrebt. Das fertige
Produkt muss den Anforderungen des QTPP entsprechen.

In einem Qualitatsprofil des Zielproduktes (Quality Target Product Profile — QTPP) werden
die zu erfullenden Eigenschaften des Arzneistoffes definiert. Das Endprodukt muss diesen
definierten Qualitatskriterien des QTPP entsprechen.

Der Prozess wird von Parametern sowie Eingangsvariablen beeinflusst. Dieser Einfluss wird
durch systematische Untersuchungen wahrend der Prozessentwicklung betrachtet. Die
gezielte Analyse fuhrt zu einem definierten, erfass- und analysierbaren Prozess, der inner-
halb definierter Grenzen kontrollierbar ist und innerhalb des Produktionsablaufes
kontinuierlich beeinflusst und verbessert werden kann.

Das Konzept kann in sieben Schritte unterteilt werden.

1. Erstellung des QTPP

Das QTPP beinhaltet eine vorausblickende Zusammenfassung von Qualitatsmerkmalen
des Pharmazeutikums, die idealerweise erfullt werden miussen, um die Qualitat des Produk-
tes unter Berlcksichtigung der Sicherheit und Wirksamkeit des Arzneistoffes zu
gewahrleisten (US Food and Drug Administration, 2007).
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2. Identifizierung der CQA

Ein kritisches Qualitatskriterium (Critical Quality Attribute — CQA) ist definiert als eine
physikalische, chemische, biologische oder mikrobiologische Eigenschaft eines Wirkstoffes,
die innerhalb geeigneter Grenzen, Regionen oder Verteilungen vorliegt und dadurch die
geforderte Produktqualitat sicherstellt.

3. Definition des Product Design Space

Der Product Design Space ist eine theoretisch und praktisch zu belegende Betrachtung
sowie Bewertung mdglicher Einflussfaktoren, wie Prozessparametern oder Eingangsvari-
ablen, auf die kritischen Qualitadtsmerkmale des Produktes unter Verwendung von Metho-
den der SVP und der Risikoanalyse. Hier entsteht eine multidimensionale Kombination und
Interaktion substanzbezogener Eingangsvariablen und Prozessparameter, deren Einfluss
auf die finale Produktqualitdt nachgewiesen werden konnte. Prozessparameter, die einen
nachgewiesenen Einfluss auf die Qualitat besitzen werden im QbD-Umfeld als kritische Pro-
zessparameter (Critical Process Parameter — CPP) bezeichnet.

4. Definition des Process Design Space

Der Process Design Space ist eine Beschreibung der multidimensionalen Kombination von
Einflussparametern auf die Leistung des Prozesses sowie die Qualitat des Produktes. Ziel
dieser Designstudien, die zumeist mit Hilfe der SVP sowie mit der Etablierung passender
scaledown-Modelle durchgeflihrt werden, ist die Erhdhung des Prozessverstandnisses.

5. Definition einer Kontrollstrategie

Eine Kontrollstrategie ist eine geplante und strukturierte Zusammenstellung einzelner Prif-
maflnahmen, die sich aufgrund des Produkt- und Prozessverstandnisses ergeben und die
Leistungsfahigkeit des Prozesses sowie die resultierende Produktqualitat evaluieren.

6. Prozessvalidierung und Dokumentation
Dieser Punkt umfasst die Uberpriifung der definierten Bereiche des Design Space durch die
Anwendung geeigneter Strategien. Anschliel3end kdnnen die Dokumente bei der zustandi-
gen Zulassungsbehorde eingereicht werden.

7. Prozessiiberwachung und -modifikationen

Die Prozessiberwachung beinhaltet die kontinuierliche Kontrolle der definierten CQAs im
Herstellungsprozess. Eine Modifikation innerhalb der definierten Design Space bedarf
keiner erneuten Revision oder Zulassung bei der Behorde.

Die Anwendung des Konzeptes in den bestehenden integrierten Bioprozess zur Herstellung
von Malariavakzinen ist ein wesentlicher Teil dieser Arbeit. Im Besonderen die Umsetzung
in der Entwicklung chromatographischer Methoden wird hierbei betrachtet.

30



3 Theoretische Grundlagen

3.3.3 Prozessentwicklungsstrategien

Die Zulassungsbehorden der Vereinigten Staaten von Amerika sowie von Europa, FDA und
EMA, férdern die Implementierung des QbD-Konzeptes bei der Neuzulassung bzw. Neu-
auslegung von Produktionsprozessen zur Herstellung von Biopharmazeutika. Insbesondere
die Umsetzung des Konzeptes in den frGhen Phasen der Produkt- und Prozessentwicklung
soll dabei das Zulassungsverfahren beschleunigen und zu effektiveren Herstellungsver-
fahren fuhren. Die Entwicklung einer geeigneten Strategie ist hierflr von hoher Bedeutung.

Allgemein konnen Prozessentwicklungsstrategien in drei Ansatze unterteilt werden.

1. Heuristisch- oder wissensbasiert
2. Algorithmisch- oder modellbasiert
3. Experimentell

Der heuristische- oder wissensbasierte Ansatz ist stark abhangig von dem Wissen und den
Fahigkeiten einzelner Personen oder eines Personenkreises. Ergebnisse werden basierend
auf Erfahrungen abgeschatzt. Bei dieser Vorgehensweise kann das Resultat stark von der
optimalen Lésung abweichen.

Das Vorgehen nach dem algorithmischen- oder modellbasierten Entwicklungsansatz be-
dingt das fundamentale Verstandnis des jeweiligen Prozessschrittes. Bei diesem Ansatz
werden mathematische Modelle und Computersimulationen verwendet, um Lésungen zu
prognostizieren und diese im Idealfall zu optimieren.

Der experimentelle Entwicklungsansatz nutzt die aus Untersuchungen erzeugten Daten, um
eine optimale Losung zu ermitteln. Abhangig von der Fragestellung werden die Experimente
geplant, durchgefuhrt und auswertet.

Die QbD-Initiative unterstutzt die Implementierung des experimentellen- und modell-
basierten Entwicklungsansatzes in der pharmazeutischen Industrie. Mit Hilfe dieser Stra-
tegien soll das Produkt- und Prozessverstandnis maximiert und gleichzeitig Transparenz fur
die Zulassungsbehdrden geschaffen werden.

Die Prozessentwicklungsstrategie am Forschungs- und Transferzentrum Bioprozess- und
Analysentechnik ist dem experimentellen- und modellbasierten Ansatz zuzuordnen. Voran-
gegangene Arbeiten beschaftigten sich im Schwerpunkt mit der Analyse und Optimierung
des Fermentationsprozesses der Malariavakzine. Der Fokus bei der experimentellen
Prozessentwicklung wurde dabei auf die Anwendung der SVP gelegt.

Mit der vorliegenden Arbeit wird die Anwendung der SVP auf den Bereich der chromato-
graphischen Aufreinigung erweitert. Das ganzheitliche QbD-Konzept wird als Ubergeordnet
angesehen, wobei die SVP als Hilfsmittel zur mathematischen Beschreibung des Prozesses

verwendet wird.
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4 Material und Methoden
4.1 Quantitative Analysemethoden

4.1.1 Kolorimetrische Gesamtproteinbestimmung

Die kolorimetrische Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration crtot_srad erfolgte mit Hilfe
des Quick Start™ Bradford Protein Assay der Fa. Bio-Rad, Minchen. Die
Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau G-250 fluhrte zu einer Absorptionsver-
schiebung des entstehenden farbigen Komplexes von 465 auf 595 nm. Die
Messung erfolgte in einem Mikroplattenphotometer (Sunrise™) der Fa. Tecan, Schweiz in
einer Dreifachbestimmung.

4.1.2 Gesamtproteinbestimmung mit UV-Vis-Spektroskopie

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration cett_uv wurde das Spektralphotometer
Tecan Infinite® M200 Pro (Tecan, Schweiz) mit der zugehorigen Messsoftware i-control™ v
1.8 verwendet. Die genutzte Kiivette aus Quarzglas (Suprasil® QS, 100 ul) des Herstellers
Hellma Analytics, Mullheim, besal’ eine Schichtdicke dc von 1 cm. Zur Ermittlung der Ab-
sorption bei 280 nm Az2s0 wurde ein Wellenlangenscan von 230-700 nm mit einer
Schrittweite von 2 nm durchgefuhrt.

Die Gesamtproteinkonzentration cptot_uv,

c = Ao MW, (4.1)

Ptot_UV — d
€280 © Ukv

wurde aus dem Produkt der Absorption A2so und dem Molekulargewicht des Zielproteins
MW, bezogen auf das Produkt des Extinktionskoeffizienten &2so,

€80 =Ny - 9900 + Ny - 1490 + ngg - 125, (4.2)

Trp Tyr

berechnet aus der Anzahl der Tryptophane ntrp, Tyrosine ntyr und Cystine nss im Protein-
molekdl und der Schichtdicke der verwendeten Klvette dkv ermittelt (Pace et al., 1995).
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4.1.3 Densitometrische SDS-PAGE-Analyse

Die densitometrische Analyse der Zielprodukte erfolgte durch eine nicht-reduzierende oder
reduzierende SDS-PAGE (Criterion™ TGX™ Precast Gel, 4-15 %, Bio-Rad, Mlnchen). Als
Reduktionsmittel wurden dem 4-fach XT Sample Buffer (Bio-Rad, Munchen) 8 % (v/v) Mer-
captoethanol (Roth, Karlsruhe) zugesetzt. Drei Volumenanteile der Probe wurden mit einem
Volumenanteil Probenpuffer gemischt und 10 min bei 70 °C erhitzt. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 150 V fur 45 min.

Als Proteinmarker wurde ein PageRuler™ Unstained der Fa. Thermo Scientific, Karlsruhe
verwendet. Nach einer Coomassie-Farbung mit anschlieRender Entfarbeprozedur erfolgte
die densitometrische Auswertung mit Hilfe der Software TotalLab Quant, UK oder der Soft-
ware Image Lab™, Bio-Rad, Miinchen.

Die Reinheit des Zielproteins Ppj,

P, =22 100 %, (4.3)

Ptot

wurde durch das Verhaltnis des Bandenvolumens der Zielproteinbande Bri bezogen auf das
Gesamtbandenvolumen Bptwot kalkuliert.

4.1.4 Berechnung der Zielproteinkonzentration

Die Konzentration eines Zielproteins cepi,
Cpi = Cpuot * Poi (4.4)

wurde durch die Multiplikation der ermittelten Gesamtproteinkonzentration crtot und der den-
sitometrisch bestimmten Produktreinheit Ppi berechnet.
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4.2 Qualitative Analysemethoden

4.2.1 Analytische SE-HPLC

Zur Analyse der qualitativen Bewertung der Zusammensetzung wurde ein HPLC-System
der Fa. VWR International, Darmstadt verwendet. Das System (LaChrom) bestand aus ei-
nem Interface (D-7000), dem Pumpenmodul (L-7100), einem Saulenofen (L-7360), einem
Autosampler (L-7250) und einem Dioden Array Detektor (DAD, L-7455).

Als stationidre Phase wurde eine TSKgel® Super SW2000 Saule verwendet. Die mittlere
PartikelgroRe betrug 4 um und die mittlere PorengroRe 125 A. Die Saule besal einen
Innendurchmesser von 4.6 mm und eine Lange von 30 cm. Der Kalibrierbereich der Saule
wird far globulare Proteine im Bereich von 5-150 kDa angegeben (Tosoh Bioscience, 2015).

4.2.2 Nachweis proteolytischer Aktivitat durch Zymographie

Die proteolytische Aktivitdt wurde mit Hilfe von Zymogramm Gelen (Criterion™ Zymogram
Precast Gels) der Fa. Bio-Rad, Munchen nachgewiesen. Zur Anwendung kamen Gele mit
10 % Gelatine, Trennbereich von 30-150 kDa, sowie 12.5 % Casein, Trennbereich
20-120 kDa, als immobilisierte Substrate zum Einsatz. Ein Volumenanteil der Proben wurde
mit einem Volumenanteil Zymogramm Sample Buffer (Bio-Rad, Minchen) vermengt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 125V fir
90 min. Nach der Auftrennung wurden die Gele fur 30 min in Renaturierungspuffer (Bio-Rad,
Minchen) und anschlieBend Uber Nacht bei 37 °C in Entwicklungspuffer (Bio-Rad,
Munchen) inkubiert. Die Farbung erfolgte mit 0.5 % Brilliant-Blau R-250 (Roth, Karlsruhe) in
40 % Methanol (Roth, Karlsruhe) und 10 % Essigsaure (Roth, Karlsruhe) bis farblose
Banden gegenuber blauen Hintergrund erkennbar waren (30-60 min).
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4.3 Anwendung des QbD-Konzeptes im integrierten Bioprozess

4.3.1 Vorgehensweise bei der Implementierung

Das QbD-Konzept umfasst den gesamten Lebenszyklus eines pharmazeutisch wirksamen
Arzneistoffes beginnend in den frihen Stadien der Forschung Uber die Markteinfihrung bis
zum Vertrieb des Produktes. Aufgrund der sich in frihen Phasen der Produkt- und Prozess-
entwicklung befindlichen Zielproteine dieser Arbeit wurde die Implementierung des QbD-
Ansatzes zur Erstellung eines Product- und Process Design Space fokussiert.

Der Ausgangspunkt des QbD-Konzeptes ist die Erstellung eines QTPP der Ziel-
proteine. Innerhalb der Arbeit wurde hierzu die Stabilitat von P-D1M1 und D1M1-His als ein
CQA betrachtet. Die Prozessanalyse sowie die Entwicklung und Optimierung der chroma-
tographischen Methoden des Bioprozesses bauen aus diesem Grund stets auf der
Stabilitatsbetrachtung der Proteine auf.

Die Untersuchung der Stabilitdt erfolgte mit Hilfe der densitometrischen Erfassung des
Bandenprofils aus der SDS-PAGE-Analyse sowie durch die Betrachtung der chromato-
graphischen Auftrennung nach Size Exclusion-HPLC. Durch die in vorangegangenen
Arbeiten beschriebene mogliche proteolytische Degradation der Zielproteine wurde die
Methode der Zymographie zum Nachweis von Proteasen herangezogen.

Mit Hilfe dieser Methoden wurde die Stabilitdt der Zielproteine in systematisch durch-
gefuhrten Studien analysiert. In den Experimenten wurden einerseits die Einflisse des
Expressionssystems P. pastoris und andererseits die von Prozessparametern der Chroma-
tographie auf die Stabilitat der Zielproteine mit Hilfe der SVP untersucht. Mit dem Ziel das
Produktverstandnis zu erhdéhen, wurde aus den Resultaten der Product Design Space
gebildet.

Sowohl in dem vorgestellten integrierten Bioprozess zur Herstellung von Malariavakzinen
als auch in der Produktion der pfAMA1-Ektodomane flur klinische Studien unter cGMP-
Bedingungen (Faber et al., 2008) findet der primare Aufreinigungsschritt mit Hilfe der IMAC
statt. Aufgrund dieser Tatsache wurde eine Steigerung des Prozessverstandnisses durch
die in der Arbeit durchgeflhrten downscale-Untersuchungen angestrebt.

Zur ldentifizierung und Charakterisierung geeigneter Adsobermaterialien der IMAC wurden
Bindungsstudien mit den Zielproteinen durchgefuhrt. Hierfir wurden zum einen Adsorp-
tionsisothermen im statischen System und zum anderen Durchbruchskurven im dyna-
mischen System aufgenommen. Die Ergebnisse der Methoden wurden analysiert und
anschlieend evaluiert.

35



4 Material und Methoden

Mit einem ausgewahlten Adsorbermaterial der IMAC wurde fur die Zielproteine P-D1M1 und
D1M1-His jeweils eine Optimierungskampagne nach dem SVP-Konzept, bestehend aus
Screening, Optimierung und Robustheitstest durchgefiihrt. Fur eine effiziente Durchfihrung
der Experimente wurde eine zweistufige Aufreinigungsmethode entwickelt. Zusatzlich
wurden downscale-Experimente zur Stabilitatsanalyse der Zielproteine nach der Aufreini-
gung mit IMAC durchgefuhrt. Die Resultate wurden in einem Process Design Space
zusammengefasst und abschlie3end beurteilt.

Abb. 4.1 veranschaulicht die Vorgehensweise zur Analyse und Optimierung der chromato-
graphischen Methoden des integrierten Bioprozesses.

bioprocess

— bt

downscale l
batch experiments DoE workflow
. b
screening
stability studies static !
U ‘dynamicr optimization
binding studies v
ul-scale
robustness test ml-scale

Abb. 4.1: Konzept zur Analyse und Optimierung des integrierten Bioprozesses. Die Darstel-
lung veranschaulicht die Vorgehensweise zur Analyse der Zielprodukte und zur Optimierung der
chromatographischen Methoden. In downscale batch-Experimenten wurden Stabilitdtsuntersuchun-
gen der Zielprodukte sowie Bindungsstudien der Zielproteine mit unterschiedlichen
Adsorbermaterialien durchgefuhrt. Die Ergebnisse aus den Bindungsstudien im statischen System
wurden genutzt, um eine Vorauswahl eines adaquaten Adsorbers zu treffen. Mit dem ausgewahlten
Adsorber wurde eine Optimierungskampagne nach dem Arbeitsablauf der SVP (Design of Experi-
ments — DoE) im dynamischen System durchlaufen. Die Resultate der Optimierungsprozedur
wurden in den Prozess Ubertragen und abschliel3end analysiert.
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Mit dem Fokus auf die Proteinstabilitat sowie der Effizienz des Prozesses wurde ein Kon-
zentrierungs- und Diafiltrationsschritt nach der primaren Reinigung durch eine IMAC in den
Prozessablauf integriert.

Die Neuentwicklung einer zusatzlichen chromatographischen Aufarbeitung nach dem
Konzentrierungsschritt wurde fur das Zielprotein P-D1M1 auf gleicherweise nach dem in
Abb. 4.1 veranschaulichten Konzept durchgefihrt.

Aufbauend auf der Stabilitdtsstudie des Proteins und der Analyse spezifischer Bindungska-
pazitaten im pl-Malstab wurde hier ebenfalls eine Optimierungsprozedur nach dem SVP-
Ansatz durchgefuhrt. AbschlieRend wurde der Process Design Space der Methode formu-
liert und bewertet.

Der erweiterte integrierte Bioprozess wurde erprobt und bezlglich der Produktqualitat und
Prozessquantitat analysiert.

Der durch die statistische Versuchsplanung generierte Informationsgehalt erméglichte so-
wohl eine prazise als auch logische Auslegung und Beurteilung der durchgeflihrten
Experimente. Die SVP-Methode ist daher Thema des nachfolgenden Unterkapitels.

4.3.2 Grundlagen der statistischen Versuchsplanung (SVP)

Die SVP basiert auf dem Konzept der simultanen Variation mdglicher Einflussfaktoren Xi;
auf die Gutekriterien ym des betrachteten Systems m. Durch diesen Ansatz kann ein ver-
gleichsweise hoher Erkenntnisgewinn gegenuber den konventionellen Methoden der
Optimierung Uber das Systemverhalten bei geringem experimentellen und dadurch auch
zeitlichem Aufwand erlangt werden (Siebertz et al., 2010).

Aus den einzelnen Messergebnissen kann durch multiple linear regression eine
Regressionsfunktion ym,

Ym =3+ Y. 8- X+ > a- XX+ a- X+, (4.5)
i=1 1<i<j i=1

bestimmt werden, die im gesamten Versuchsraum Glltigkeit besitzt. Die erstellte Regressi-
onsfunktion ym kann dabei aus linearen, Interaktions- und quadratischen Modellanteilen
bestehen. Mit Hilfe dieses mathematischen Modells ist es mdglich, fir eine beliebige Fak-
torkombination einen numerischen Wert der Systemantwort zu berechnen und somit
Aussagen uber zukunftig durchgefuhrte Experimente treffen zu kdnnen (Eriksson et al.,
2008).
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Die systematische Vorgehensweise nach dem SVP-Ansatz kann in folgende sieben Schritte
unterteilt werden.

1. Definition der Giitekriterien

Die Definition eines Gutekriteriums ist abhangig von der Art des zu optimierenden
Objektes. Fur die Beurteilung der Qualitat eines pharmazeutischen Produktes sind die nach
QbD zu definierenden kritischen Merkmale CQAs der Produkte als Gutekriterien festzu-
legen. Die Beurteilung eines Produktionsprozesses kann anhand von Kennzahlen wie bei-
spielsweise der Wiederfindung in chromatographischen Prozessen erfolgen.

2. Scouting von méglichen Einflussfaktoren

Einflussfaktoren sind unabhangige, kontrolliert einzustellende, variable oder konstante Gro-
Ren, die moglicherweise einen Einfluss auf die definierten Gutekriterien besitzen. In der
industriellen Praxis erfolgt die Festlegung moglicher Einflussfaktoren anhand einer ausfuhr-
lichen Risikoanalyse nach ICH Q9 Quality Risk Management (US Food and Drug
Administration, 2005). Innerhalb dieser Arbeit wurden mogliche Einflussfaktoren aus Litera-
turquellen oder Erfahrungungen aus vorangegangenen Arbeiten bezogen. AnschlieRend
erfolgte eine Beurteilung des moglichen Einflusses auf die definierten Gutekriterien.

3. Wahl des Regressionsmodells und Versuchsplanes

Das zu verfolgende Ziel der Untersuchung definiert die Wahl des Regressionsmodells und
des dazugehorigen Versuchsplanes. Tab. 4.1 fasst die zu verfolgenden Ziele des jeweiligen
strategischen Schrittes einer Optimierungskampagne nach dem Ansatz der SVP zu-
sammen.

Tab. 4.1: Strategische Schritte und Ziele der Optimierung mit Hilfe der SVP

Schritt Ziel der Untersuchung Modell Versuchsplan®

Screening |dentifikation signifikanter linear oder teilfaktoriell
Faktoren, Verkleinerung des  interagierend
Untersuchungsbereiches

Optimierung Bestimmung eines optimalen  quadratisch vollfaktoriell
Arbeitspunktes bzw. Arbeits-  oder kubisch oder zentral
bereiches zusammen-

gesetzt

Robustheitstest  Ermittlung der Bestandigkeit  linear oder vollfaktoriell
des Systems gegenlber interagierend oder
geringen Schwankungen der teilfaktoriell
Einstellungen signifikanter
Faktoren

*Anwendung bei quantitativen Einflussfaktoren
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Die Schritte einer Optimierungsprozedur kdnnen abhangig von dem Vorwissen Uber das zu
optimierende System sowohl aufeinander aufbauend oder voneinander unabhangig be-
trachtet werden.

Die Einstellungsbereiche der physikalischen Einflussfaktoren Xi werden fir die Bildung ei-
nes Regressionsmodells auf den Wertebereich von -1 bis +1 normiert.

Die normierten Faktoren xi,

X, = 2 Xi — Ximax — Ximin , (46)
X - X

imax imin

ergeben sich aus der maximalen Faktoreinstellung Ximax und der minimalen Faktorein-
stellung Ximin des jeweiligen Einflussfaktors Xi.

Die Normierung hat zur Folge, dass ein symmetrischer Untersuchungsraum erzeugt wird, in
dem alle Faktoren auf einen identischen Einflussbereich beschrankt werden. Abb. 4.2 zeigt
die in Tab. 4.1 genannten Versuchsdesigns mit den drei quantitativ erfassbaren Einflussfak-
toren x1, x2 und Xxa.

Abb. 4.2: Versuchsdesigns mit drei normierten, quantitativen Einflussfaktoren. Die Darstel-
lung zeigt a einen teilfaktoriellen, b einen vollfaktoriellen und ¢ einen zentral zusammengesetzten
Versuchsplan. Kreise verdeutlichen ein durchzuflihrendes Experiment. Die Rautendarstellung sym-
bolisiert drei Versuche mit mittleren Faktoreinstellungen im Mittelpunkt des Kubus, die Center Point
(CP)-Experimente genannt werden.

Abb. 4.2 a und b zeigen einen teilfaktoriellen bzw. vollfaktoriellen Versuchsplan. Bei diesem
Design stellen die Eckpunkte des Wirfels die Faktoreinstellungen der durchzufiihrenden
Experimente dar. Der im Mittelpunkt des Wirfels liegende Versuchspunkt wird als Center
Point (CP) bezeichnet und schlief3t drei Versuche mit identischen Einstellungen ein.
Abb. 4.2 ¢ zeigt einen zentral zusammengesetzten Versuchsplan. Dieser Versuchsplan
schliel3t zusatzliche Versuche im Mittelpunkt der Warfelflachen ein. Durch diese Experi-
mente nimmt die Uberbestimmtheit des Versuchsplanes zu und erméglicht dadurch die
Bestimmung quadratischer Modellterme.

4. Durchfiihrung der Experimente
Die durch den Versuchsplan vorgegebenen Experimente werden durchgeflhrt.
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5. Rohdatenanalyse

Die Voraussetzung flr eine statistische Analyse der Experimente ist eine Normalverteilung
(NV) der Messwerte. Zur Uberpriifung eines Datensatzes auf NV kénnen graphische Hilfs-
mittel wie Histogramme, das Wahrscheinlichkeitsnetz oder der Box-Plot verwendet werden.
Erganzend zur graphischen Beurteilung der Messwertverteilung ist die Bewertung durch ein
mathematisches Testverfahren zu bestatigen. Fur die Uberpriifung kleinerer Stichproben
(n < 50) bietet sich der Shapiro-Wilk-Test oder auch W-Test an. Ist keine NV gegeben, so
ist eine Transformation der Daten vorzunehmen und die Prifung auf NV erneut durchzuflh-
ren (Eriksson et al., 2008).

Im nachsten Schritt der Rohdatenanalyse sind die Daten einem Ausreilertest zu
unterziehen. Ein geeignetes Verfahren bei geringen Stichprobenumfang (n = 3) ist hierfr
der Grubbs-Test (Grubbs, 1969). Die Voraussetzung der Anwendung dieses Testverfahren
ist eine vorliegende NV der Messwerte.

6. Regressionsanalyse

Der empirische Zusammenhang zwischen den definierten Einflussfaktoren xij und der
Systemantwort ym,

Y =D+ D b X+ D by XX, + > by x +e, (4.7)
i=1 1<igj i=1

kann Uber die Losung eines linearen Gleichungssystems mit Hilfe der abgeschatzten
Regressionskoeffizienten bi beschrieben werden. Die erzeugten Modelle beinhalten
zunachst alle Einflussfaktoren des Versuchsplanes. Eine Anpassung des Modells an aus-
schlieldlich signifikante Faktoren ist flr die Aussagekraft des Modells unumganglich. Ein
Einflussfaktor xi kann als nicht signifikant bewertet werden, wenn sein durch die Varianz-
analyse bestimmter Vertrauensbereich grofler ist als sein eigentlicher Einfluss. Bei der
Anpassung eines Modells ist schrittweise vorzugehen, da die Entfernung eines Terms zu
der Erstellung eines neuen Modells fihrt. Auch die ,Hierarchie der Modellterme® sollte
gewabhrt bleiben. Zunachst wird das Modell um nicht signifikante, hdhere Modellterme, wie
quadratische oder Wechselwirkungsterme bereinigt. Ist ein nicht signifikanter Einzelfaktor
an einem signifikanten, hoheren Term beteiligt, muss auch der Einzelfaktor bei der Modell-
bildung berucksichtigt werden (Siebertz et al., 2010).
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7. Priifung auf Giiltigkeit des Modells

Die Beurteilung der Gute des aufgestellten Modells erfolgt anhand von Kenngréfen, die auf
der Basis der Varianzanalyse gebildet werden. Tab. 4.2 fasst die KenngroRen und deren
minimale Anforderungen an ein geeignetes Modell zur Beschreibung des Systemverhaltens
zusammen.

Tab. 4.2: KenngroRBen zur Beurteilung von Regressionsmodellen (Eriksson et al., 2008)

Kenngrolie Bezeichnung minimal Anforderung
R? Bestimmtheitsmaf >0.50
Q? Vorhersagegite >0.50
R2-Q? Differenz zwischen R? und Q2 <0.30
MV Modellvaliditat >0.25
RP Reproduzierbarkeit > 0.50

Nachfolgend wird eine kurze Erlauterung der Kenngrof3en gegeben.

R? — Bestimmtheitsmal3

Der R2-Wert ist ein MaR fiir die Anpassungsglite der Rohdaten an das verwendete Regres-
sionsmodell. Der Wertebereich erstreckt sich von 0 bis 1, wobei 1 ein perfektes Modell und
0 ein nicht anpassbares Modell widerspiegelt.

Q? — Glite der Voraussagung

Die Gute der Voraussagung stellt ein Mal} fur die Vorhersagbarkeit experimenteller Ergeb-
nisse mit Hilfe des erstellten Modells dar. Der Wertebereich der Vorhersagegute liegt
zwischen -co und 1.

Fir eine gute Vorhersagegiite des Modells sollte die Differenz zwischen R? und Q? nicht
grolder als 0.3 betragen.

MV — Modellvaliditét

Die Modellvaliditat gibt in einem Wertebereich zwischen -co und 1 an, in welchem Mal} das
gewahlte Modell fir die Beschreibung des Systemverhaltens geeignet ist.

RP — Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit erlaubt Aussagen hinsichtlich der Wiederholbarkeit der Ex-
perimente. Der Wertebereich, in dem sich die Reproduzierbarkeit bewegen kann, wird mit
0 bis 1 angegeben.

(Eriksson et al., 2008)
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4.4 Stabilitatsstudien der Malariavakzinkandidaten

Fir die Analyse der Proteinstabilitat in Kulturiberstand wurde die Fermentationsbriuhe aus
den Kultivierungen mit der internen Kennzeichnung JJJ1315 und JJJ1415 bei 19500 g fur
30 min zentrifugiert. Je 1 ml des erhaltenen Uberstandes wurde aliquotiert und bei 23 °C
sowie bei 30 °C inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 0, 1, 2, 3 d erfolgte die Analyse
mit Hilfe der SDS-PAGE, SE-HPLC und Zymographie.

Die Analyse der Stabilitat in wassrigen Puffersystemen erfolgte systematisch nach dem in
Kap. 4.3.2 vorgestellten SVP-Konzept.

1. Definition des Giitekriteriums

Die Stabilitat der Zielprodukte wurde als CQA definiert. Als messbare Grolke der Stabilitat
wurde die Wiederfindung Rpi,

P,
R, =—2..100 %, (4.8)

Pi_ 0

zur Beurteilung der Stabilitat bestimmt. Die Berechnung der Produktwiederfindung erfolgt
aus dem Verhaltnis der Produktreinheit Ppi nach Inkubation in den spezifischen Be-
dingungen des jeweiligen SVP-Experimentes N; und der Produktreinheit vor Inkubation
Pri o.

2. Scouting méglicher Einflussfaktoren

Das Scouting mdglicher Einflussfaktoren erfolgte anhand experimenteller Erfahrungen und
Literaturrecherche. Martens et al. konnte eine erhdhte Stabilitat der Zielproteine in einem
pH-Wert-Bereich von 5-7.5 in Kulturiberstand nachweisen. Der Einstellungsbereich des
moglichen Einflussfaktors pH-Wert der Flussigphase pHL wurde daher in einem Bereich von
4-9 gewahlt. Die pH-Werte unterhalb von 4 und oberhalb von 9 wurden ausgeschlossen, da
die Vermutung bestand, dass extremere pH-Werte zu einem rasanten Abbau fihren und
somit eine statistische Auswertung unbrauchbar machen.

Die Salzkonzentration der Flissigphase csar. wurde als weiterer Einflussfaktor definiert. Die
Zugabe von Salzen kann eine Stabilisierung oder eine Destabilisierung von Proteinen zur
Folge haben. Der Grund hierfur liegt in der Verstarkung oder Abschwachung des hydro-
phoben Effektes durch chaotrope oder kosmotrope Salze (Tanford, 1970; Timasheff, 1993).

Der Einfluss der Lagertemperatur 9. auf die Stabilitdt von Proteinen ist vielfach beschrieben
und wird innerhalb dieser Studie als der Faktor mit dem gréften Einfluss eingeschatzt
(Wang, 1999; Scalley und Baker, 1997).
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Die gewahlten Einstellungsbereiche der Faktoren sind in Tab. 4.3 zusammengefasst.
Dartber hinaus wurde eine Risikobewertung vorgenommen, um die Starke des Einfluss-
potentials im Vorwege abzuschatzen.

Tab. 4.3: Einflussfaktoren und Einstellungsbereiche der Stabilitdtsbetrachtung

Einflussfaktor Min Max Risikobewertung*

pH-Wert (pHL) 4.0 9.0 +

Salzkonzentration (csaitL) 0.1 M 1.0 M ++

Lagertemperatur (3.) 5°C 45 °C +++
*Bewertungssystem: + schwacher Einfluss

++ mittlerer Einfluss
+++  starker Einfluss

3. Wahl des Regressionsmodells und Versuchsplanes

FUr die Untersuchung wurde ein zentral zusammengesetzter Versuchsplan verwendet (vgl.
Abb. 4.2 c). Aus Vorversuchen wurde ermittelt, dass ein quadratischer Einfluss eines oder
mehrerer Faktoren vorliegt und daher ein Regressionsmodell héherer Ordnung fur die
Beschreibung der Stabilitat notwendig ist (Dukart, 2013).

4. Durchfiihrung der Experimente

Das Ausgangsmaterial wurde mit Hilfe einer 5 ml HiTrap™ Desalting Saule (GE Healthcare,
Deutschland) in die spezifischen Bedingungen des jeweiligen Experimentes Uberfuhrt. Allen
hierzu verwendeten Puffersystemen wurde 20 mM NaH2POs (Roth, Karlsruhe) zugesetzt.
Die pH-Werte der jeweiligen Puffersysteme wurden mit 25 % Salzsaure (Roth, Karlsruhe)
bzw. 1 M Natronlauge (Roth, Karlsruhe) eingestellt. AnschlieRend folgte die Vakuum-
filtration der Pufferldsungen (0.45 pm).

Jeweils 750 pl der umgepufferten Proteinldsungen wurden in ein Reaktionsgefald
uberfuhrt und bei 5, 25 und 45 °C inkubiert. Eine Probennahme erfolgte jeweils nach 0, 24,
48 und 132 h. AnschlieRend erfolgte die densitometrische SDS-PAGE-Analyse nach
Kap. 4.1.3.
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5. Rohdatenanalyse

Die gewonnen Rohdaten wurden zunachst in einem Boxplot dargestellt und die Streuung
der Messwerte anhand des Interquartilabstandes (IQR) beurteilt. Abb. 4.3 zeigt eine
Darstellung der verwendeten Boxplot-Einstellungen.
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Abb. 4.3: Boxplot einer Messdatenreihe mit dem Giitekriterium yn. Einzelne Messdaten werden
als Raute dargestellt. Die Box wird abgegrenzt von dem unteren sowie oberen Quartil und kenn-
zeichnet den Wertebereich in dem 50 % der Messwerte liegen (Interquartilabstand). Die Whisker
kennzeichnen das Minimum und Maximum der Messwertverteilung.

Zusatzlich zur graphischen Prifung der Messwerte wurden die Datensatze mit Hilfe des
Shapiro-Wilk-Testverfahrens auf eine vorliegende NV geprift (Shapiro and Wilk, 1965).
Anschliel3end erfolgte die Untersuchung der Datensatze auf Ausreiler mit dem Grubbs-Test
(Grubbs, 1969). Das Signifikanzniveau fur die angewendeten Testverfahren wurde auf 5 %
festgelegt.

Beide Testverfahren wurden in der vorangegangenen Dissertation von Ellert (2015) zur
Rohdatenanalyse von Experimenten der statistischen Versuchsplanung verwendet. Inner-
halb dieser Arbeit wurden die theoretischen Grundlagen der Testverfahren erdrtert, weshalb
hier nur auf diese Arbeit verwiesen wird.

Fur die Durchfuhrung der genannten Testverfahren wurde die Software OriginPro 2015,
OriginLab, USA verwendet.
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6. Regressionsanalyse
Aus den Rohdaten wurde die Regressionsfunktion der Wiederfindung Rei,
Re=a,+ a;- pH + @,  Cgy + a3+ 9,
+ay pHE T 3y CéaltL T 833 85 (4-9)
+a;,- pHL' Csar. T Q43 pHL ) SL + 8y Cgan - SL’

erstellt und die Regressionskoeffizienten nach Kap. 4.2.3 ermittelt.

7. Priifung der Giiltigkeit des Modells

Die Prifung auf Gultigkeit des erstellten Modells erfolgte anhand der ermittelten Kenn-
grollen zusammengefasst in Tab. 4.2. Die Berechnungen der KenngroRen sind ausfuhrlich
in den Arbeiten von Fricke (2015) und Ellert (2015) veroéffentlicht und werden daher nicht
weiter erortert.

Die Versuchsplanung sowie die Regressionsanalyse wurde mit Hilfe der SVP-Software
MODDE® 10 der Fa. Umetrics, Schweden durchgefiihrt.
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4.5 Analyse der Bindungskapazitat eines Adsorbers

4.5.1 Aufnahme von Adsorptionsisothermen

Die experimentelle Vorgehensweise zur Aufnahme von Adsorptionsisothermen ist in
Abb. 4.4 dargestellt.

() equilibration (1) resin aliquotation (1) protein addition

4 § §

'~ 4~k
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!

(VI) evaluation (V) analytics (IV) incubation
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Abb. 4.4: Experimentelle Vorgehensweise zur Aufnahme von Adsorptionsisothermen. Im
ersten Schritt wurden die Adsorbermaterialien mit BB equilibriert (I). AnschlieRend wurden 10 pl des
Materials aliquotiert (II). Zu den Ansatzen wurden 200 pl Proteinlésung gegeben (111) und bis zum
Erreichen des Reaktionsgleichgewichtes bei konstanter Durchmischung inkubiert (IV). Der Uber-
stand wurde mit Hilfe der UV-Vis-Spektroskopie analysiert und die Gleichgewichtskonzentration in
Lésung c* ermittelt (V). Die statische maximale Bindungskapazitat Qpimax_stat Und die Dissoziations-
konstante Kp wurden mit Hilfe einer Annaherungsfunktion bestimmt (VI).

Fur die Bestimmung der IMAC-Isothermen wurden zunachst 500 ul Adsorbermaterial in
einem 2 ml Mikroreaktionsgefal® vorgelegt und dreimal mit je 1 ml der jeweiligen Metall-
sulfat-Lésung (cmesos = 0.1 M) inkubiert. Uberschiissige Metallionen wurden durch drei-
maliges Waschen mit 1 ml 50 mM Acetatpuffer pH 5.0 entfernt.

Die Equilibrierung der Adsorbermaterialien erfolgte dreimalig mit je 1 ml des jeweiligen
Bindungspuffers. Eine Durchmischung der Ansatze wurde durch das Schitteln bei
1500 rpm mit einem Vibrax VKR Basic der Fa. IKA, Staufen erreicht. Die Inkubationszeit
aller Schritte betrug 5 min. Die Suspension wurde durch einen Zentrifugations-schritt bei
3500 g (Centrifuge 5417R, Eppendorf, Wesseling) separiert und der Uberstand verworfen.
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Nach der Equilibrierung wurde der BB entfernt und jeweils 10 ul des Adsorbermaterials in
ein 1.5 ml Reaktionsgefaly Uberfuhrt. Der Adsorptionsvorgang wurde durch die Zugabe von
200 yl der jeweiligen Proteinlésung gestartet. Die Inkubation erfolgte bei 1500 rpm
(Abb. 4.4).

Die Bestimmung der spezifischen Parameter maximale Bindungskapazitat Qprimax und der
Dissoziationskonstante Kp setzt das Reaktionsgleichgewicht voraus. Die hierzu bendtigte
Inkubationszeit wurde durch eine Analyse des Reaktionsgleichgewichtes ermittelt. Beispiel-
haft ist diese Untersuchung in Abb. 4.5 anhand der Analyse des Reaktionsgleichgewichtes
des Zielproteins D1M1-His am Adsorber Chelating Sepharose™ Fast Flow (GE Healthcare,
Schweden) mit immobilisierten Ni?*-lonen gezeigt.

50
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Abb. 4.5: Reaktionskinetik des Zielproteins D1M1-His am Adsorber Chelating Sepharose™
Fast Flow. Das Diagramm zeigt die berechneten Bindungskapazitaten des Zielproteins D1M1-His
Qps am Adsorber Chelating Sepharose™ Fast Flow mit immobilisierten Ni?*-lonen. Die gestrichelte
Linie verdeutlicht die maximale Bindungskapazitat des Zielproteins D1M1-His Qpamax. Der schwarze
Pfeil kennzeichnet die definierte Inkubationszeit von 120 min.

In regelmafigen Zeitabstanden wurde die Reaktion abgebrochen und die Regressionsfunk-
tion Qpi,
Q - 1"

QPi (t) _ Pimax

- , 4.10
Ky + t ( )

bestimmt. Der Zeitpunkt zum Erreichen eines asymptotischen Verlaufes wurde als Inkuba-
tionszeit der Ansatze zur Aufnahme der jeweiligen Isothermen festgelegt.
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Nach der Inkubation wurden die Suspensionen erneut bei 3500 g zentrifugiert und der Uber-
stand auf die Gesamtproteinkonzentration mit Hilfe der UV-Vis-Spektroskopie untersucht.
Bei allen Ansatzen wurde eine Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Fur die Berechnung der statischen Bindungskapazitat wird die Masse des Reaktions-
ansatzes msy,

mg, =Vg, - Co =V, - Co+ V,- Qu, (4.11)
bilanziert. Hierbei wird davon ausgegangen, dass die equilibrierte stationare Phase einen

vernachlassigbaren Anteil der mobilen Phase enthalt.

Aufgeldst nach der statischen Bindungskapazitat Q,,;,

. . \Y/
Qp =(cp— Cpy) - vm’ (4.12)

des Proteins Pi am Adsorbermaterial ergibt sich eine vereinfachte Berechnung.

Die berechnete statische Bindungskapazitat der jeweiligen Experimente wird gegen die
Gleichgewichtsproteinkonzentration aufgetragen und mit Hilfe der Langmuir-Isotherme nach
Gl. (3.6) eine Regressionsfunktion mit den Parametern maximale Bindungskapazitat
Qrimax_stat und Dissoziationskonstante Ko bestimmt. Die Auswertung der Experimente
erfolgte mit der Software OriginPro 2015, OriginLab, USA.

4.5.2 Aufnahme von Durchbruchskurven

Zur Aufnahme von Durchbruchskurven wurde das Chromatographiesystem AKTA™avant
150 mit der dazugehérigen Software Unicorn™ 6 der Fa. GE Healthcare, Schweden einge-
setzt. Die verwendeten Saulen besitzen ein Volumen von 1 ml (= 1 CV).

Fur die Aufnahme der Durchbruchskurven der IMAC wurde der Adsorber in einem ersten
Schritt mit 5 CV 0.1 M Nickelsulfat-Losung in 50 mM Acetatpuffer pH 5.0 beladen. Unge-
bundene Metallionen wurden mit 5 CV 50 mM Acetatpuffer pH 5.0 ausgewaschen.
Anschlieend erfolgte die Equilibrierung mit dem BB (500 mM NaCl, 20 mM NaH2POs4,
10 mM Imidazol) fur 5 CV. Die Flussrate des Systems betrug 1 mimin-'.

Die Proteinlosung wurde mit Hilfe eines Desalting-Schrittes in den BB Uberfihrt. An-
schlielend wurde die Losung solange auf die Saule appliziert, bis die gemessene Absorp-
tion Az2so ein Plateau erreichte.

Die Rohdaten des Absorptionssignals wurden mit Hilfe der Software OriginPro 2015,
OriginLab, USA ausgewertet. Die Daten der Absorption A2so wurden zur Darstellung auf
einen Wertebereich von null bis eins normiert und gegen das Saulenvolumen V¢ dargestellt.

Die maximale Bindungskapazitat des dynamischen Systems Qpimax_dyn, die dynamische Bin-
dungskapazitat Qrio.os_dyn und der Faktor fc wurden nach der Beschreibung in Kap. 3.2.4.4
ermittelt.
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4.5.3 Untersuchte Adsorbermaterialien

In der vorliegenden Arbeit wurden Adsorbermaterialien der IMAC, IEXC und MMC hinsicht-
lich ihrer spezifischen Bindungskapazitaten zu den Zielproteinen P-D1M1 und D1M1-His
untersucht. Tab. 4.4 fasst die Adsorber, die Liganden Struktur sowie die Interaktionsformen
der Zielproteine mit dem Liganden der stationaren Phase zusammen.

Tab. 4.4: Untersuchte Adsorbermaterialien — Ligandenstruktur und Interaktionsform
Adsorbermaterial Ligandenstruktur Interaktionsform
IMAC

Chelating Sepha-
rose™ Fast Flow

STREAMLINE™
Chelating
koordinative
Metallchelat-Bindung

IMAC Sepharose™
Fast Flow

Ni Sepharose™ 6

Fast Flow
IEXC
on
Capto™Q und _ ® .
Q ImpRes O\/\/T\Cm stark elektrostatisch
CH,
CH,—CH,
Capto™ DEAE —O—CH,—CH,— r|\1®— H schwach elektrostatisch
CH,—CH,
MMC
OH OH |
/0\)\/0\/\/1\1@\/\ oy Stark elektrostatisch
Capto™ adhere hydrophobe WW

H-Briicken
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Das Tragermaterial der analysierten IMAC-Adsorber Chelating Sepharose™ Fast Flow,
IMAC Sepharose™ Fast Flow und Ni Sepharose™ 6 Fast Flow besteht aus quervernetzter
Agarose. Die durchschnittliche Partikelgrofie der Adsorber betragt 90 pm.

Die Matrix des Adsorbers STREAMLINE™ Chelating ist speziell fur die Anwendung in der
EBA-Chromatographie entwickelt. Die Partikel bestehen aus einem Quarzkern umgeben
von quervernetzter Agarose. Das Material besitzt eine PartikelgrofRenverteilung von
100-300 um. Diese Matrixeigenschaften ermoglichen das Ausbilden eines stabilen fluidi-
sierten Saulenbetts in der EBA.

Die Liganden der Adsorber Chelating Sepharose™ Fast Flow und STREAMLINE™ Che-
lating bestehen aus IDA, deren drei verfugbare freie Elektronenpaare eine koordinative
Chelat-Bindung ermdglichen. Aus diesem Grund wird dieser auch als drei-zahniger Ligand
bezeichnet.

Zu dem Liganden der Adsorber IMAC Sepharose™ Fast Flow und Ni Sepharose™ 6 Fast
Flow wurden vom Hersteller keine naheren Angaben gemacht. Auf Nachfrage wurde ledig-
lich eine Verwandtschaft mit dem vierzahnigen Liganden NTA bestatigt.

Die Matrix der verwendeten Adsorber (Capto™) besteht aus hochvernetzter Agarose mit
Dextranen als Oberflachenextender (GE Healthcare Inc., 2012). Der Ligand des Q- und Q
ImpRes-Adsorbers beinhaltet eine positiv geladene quartare Ammoniumgruppe (pKs > 13),
die als starker Anionenaustauscher wirkt. Die durchschnittliche Partikelgrof’e des Q-Adsor-
bers betragt 90 ym und die des Q ImpRes-Adsorbers 40 um.

Der DEAE-Adsorber besitzt die funktionelle Gruppe Diethylaminoethyl (pKs 9-9.5). Die
eingehenden elektrostatischen Wechselwirkungen mit Anionen sind gegenuber der
quartaren Ammoniumgruppe als schwacher einzuschatzen. Die durchschnittliche Partikel-
gréRe des DEAE-Adsorbers betragt 90 um.

Das verwendete Adsorbermaterial adhere ist ein starker multimodaler Anionenaustauscher.
Die quartare Ammoniumgruppe ist gekoppelt mit einer Phenylgruppe fur hydrophobe Inter-
aktionen und einer Hydroxylgruppe flr die Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindung. Die
durchschnittliche PartikelgroRe des adhere-Adsorbers betragt ebenfalls 90 pm.
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4.6 Zweistufige Aufreinigungsmethode zur Prozessoptimierung

Fiar die Prozessoptimierung wurde eine zweistufige Aufreinigungsmethode mit Hilfe des
chromatographischen Systems AKTA™avant 150 entwickelt (Dukart, 2013). Die Automati-
sierung der Methode erfolgte mit Hilfe der Software Unicorn™ 6.1. (GE Healthcare,
Schweden)

Abb. 4.6 zeigt das FlieRschema der entwickelten Methode.

i
Al
BB ol
1 --= column 1: Sephadex G-25 51 >
BB, — column 2: Adsorber ;
BB;: !
Buffer Binding :
é AC
Gc
Buffer Elution
o™

FVSaC

out valve

(LTI

fraction collector  flow restrictor

inlet valve

Abb. 4.6: FlieBbild der verwendeten Kombinationsmethode. Die Probe (20 ml) wird in Saule 1
(HiScale 26/20) mit Hilfe von Sephadex G-25 (CV =107 ml) in die spezifischen Bindungsbe-
dingungen uberfihrt. Das Eluat (27 ml) wird Gber das Auslassventill in ein 10 °C gekuhltes 50 ml
Falkon Réhrchen fraktioniert. Mit Hilfe des Probeneingangsventils werden 22 ml der Proteinfraktion
Uber die Saule 2 (Tricorn 10/100) mit dem Adsorbermaterial (CV = 9.5 ml) aufgereinigt. Die Eluats-
fraktion wird in einem 10 °C gekuhlten Fraktionssammler aufgefangen.

Die Ausgangsprobe (20 ml) wird zunachst Uber eine HiScale 26/20 Saule mit Hilfe von
Sephadex G-25 (CV=107ml) in die spezifischen Bindungsbedingungen der zu
optimierenden chromatographischen Methode umgepuffert. Das Eluat des Entsalzungs-
schrittes (27 ml) wird durch das Auslassventil in ein 50 ml Falkon Rdhrchen des 10 °C
gekuhlten Transferreservoirs fraktioniert. Mit Hilfe des Probeneingangsventil werden
anschliellend 22 ml der Proteinfraktion mit einer Tricorn 10/100 Saule, geflllt mit dem
Adsorbermaterial (CV = 9.5 ml), aufgereinigt.
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Ein Chromatogramm der zweistufigen Aufreinigung ist anhand der Kombination von
Entsalzung und IMAC in Abb. 4.7 zu sehen.
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Abb. 4.7: Beispiel Chromatogramm der Kombinationsmethode aus Entsalzung und IMAC. Ge-
zeigt ist der ProzessgroRenverlauf der Absorption Ac gegen das durchlaufende Volumen des
chromatographischen Systems Vc. Die Eluatsfraktionen des Entsalzungsschrittes (e1), der IMAC
(e2) sowie die Durchbruchsfraktion der IMAC (bt) sind abgegrenzt dargestellt. Das Volumen der
Eluatsfraktionen Veic und Veoc sind gestreift gekennzeichnet.

Das Chromatogramm zeigt den Verlauf der Absorption Ac in Abhangigkeit des durch-
laufenden Volumens des chromatographischen Systems Vc. Zu Beginn wird die Absorption
auf einen Nullwert eingestellt und die Probe appliziert. Die Basislinie bleibt konstant bis
Molekule der Probe mit einer molaren Masse > 5 kDa die Trennsaule 1 verlassen. Dieses
Volumen Veicwurde in das Transferreservoir fraktioniert wahrend die kleinere Molekiile aus
der Saule ausgesplult wurden und die Absorptionserhéhung im Bereich von 60 bis 130 ml
erzeugen.

Bei einem Volumen von 130 ml wurde die Trennsaule 2 in das System geschaltet und ein
Teil des Eluatvolumens Veic erneut appliziert. Die Basislinie bleibt konstant bis zum
Durchbruch ungebundener Molekule (bt) ab einem Volumen von 160 ml. Nach Applikation
der Eluatsfraktion e1 wurde das Laufmittel auf BB umgestellt und so restliche ungebundene
Molekule aus der Saule entfernt. Die Absorption zeigt in dieser Phase (Vc 180-230 ml) einen
Ruickgang bis zum Erreichen der Basislinie. AnschlieRend steigt die Absorption aufgrund
der Umstellung des Laufmittels auf BE. Die erhaltene Eluatsfraktion e2 mit dem Volumen
Ve2c wurde bis zur weiterfUhrenden Analyse im Fraktionssammler gekuhlt gelagert. Das
vorgestellte System und die Programmierung erlauben eine automatisierte Abfolge von bis
zu sechs chromatographischen Laufen und wurde in dieser Arbeit fur die
Optimierungsprozeduren der IMAC und MMC verwendet.
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4.7 Systematische Optimierung der chromatographischen
Methoden

4.7.1 Definition der Gutekriterien

Die Beurteilung der Chromatographie erfolgte anhand der Qualitatskriterien Reinheit des
Zielproteins in der Eluatsfraktion e2 Pric2c sowie der Ausbeute der chromatographischen
Aufreinigung Ypic.

Die Reinheit Priezc,

B
Peiczc = = R, (4.13)

B

i=1

Pie2C

des Produktes Pi in der Eluatsfraktion e2 wurde aus dem Bandenvolumen des Zielproteins
Brie2c bezogen auf das Gesamtbandenvolumen der SDS-PAGE-Analyse bestimmt.

Die Ausbeute des chromatographischen Prozesses Yric,

Y. = Mpigoc _ Cpiote2c PPieZC ) Vezc (4 14)
PIC — = P v ) .
Mpig1c Chiotetc * Mrietc © Verc

wurde aus dem Verhaltnis der Produktmasse in der Eluatsfraktion e2 mpie2c in Bezug zu der
Masse des Zielproduktes in der Fraktion e1 mpieic ermittelt. Die jeweiligen Massen mpikc
wurden durch Analyse der Gesamtproteinkonzentration criwtkc mit Hilfe des Bradford Protein
Assay, der densitometrisch bestimmten Reinheit Prikc und des Volumens Ve der jeweiligen
Eluatsfraktionen e1 und e2 bestimmt.

4.7.2 Scouting moglicher Einflussfaktoren

Das Scouting moglicher Einflussfaktoren ist abhangig von der zu optimierenden chromato-
graphischen Methode und wird zunachst fur die IMAC und anschlielend fur die MMC
beschrieben. Abschlielend werden die Faktoreinstellungsbereiche der Optimierungsproze-
duren und eine Risikobewertung der jeweiligen Faktoren tabellarisch zusammengefasst.

IMAC

Nach Janson et al. (2011) wird die IMAC durch den pH-Wert, durch die Art des Puffers und
durch die lonenstarke beeinflusst. Aufgrund experimenteller Erfahrungen in der Arbeits-
gruppe wurde sich auf die Verwendung eines Phosphatpuffersystems beschrankt. Der
Einfluss der lonenstarke wurde mit Hilfe der Zugabe von Natriumchlorid untersucht.
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Die Konzentration des kompetitiven Agenzes Imidazol im BB der IMAC cimieic kann zu einer
Verbesserung der Produktreinheit aber auch gleichzeitig zu einer drastischen Abnahme der
Ausbeute fuhren.

Die Flussrate bei Probenaufgabe Fvsac beeinflusst die Kontaktzeit zwischen Protein und
Adsorber. Bei schnell ablaufenden Reaktionen verliert die Flussrate an Einfluss auf das
System. Eine Optimierung der Methode hinsichtlich der Zeit ist durch die Verwendung
héherer Flussraten bei der Equilibrierung, dem Waschen der Saule nach Probenaufgabe
und der Elution Fvsyc moéglich. Dieser Faktor wird in der Optimierungsprozedur des Ziel-
proteins P-D1M1 betrachtet.

Den grofiten Kostenfaktor bei der Verwendung der IMAC stellt neben dem Saulenmaterial
der Zusatz von Imidazol zur mobilen Phase dar (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 2007).
Der Zusatz von 250 mM Imidazol flr den Elutionspuffer der IMAC Cimie2c wWird aus diesem
Grund in der Optimierung des Zielproteins D1M1-His analysiert.

Die gewahlten Faktoreinstellungsbereiche und die Risikobewertung der Faktoren flr die Op-
timierungsprozeduren der Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His werden in Tab. 4.5 zu-
sammengefasst dargestellt.

Tab. 4.5: Faktoreinstellungsbereiche und Risikobewertung — IMAC

Einflussfaktor Min Max Risikobewertung*
P-D1M1

pH-Wert (pHc) 6.0 8.5 ++
Salzkonzentration (cnacic) 0.5 09 M +
Imidazolkonzentration (Cimiet1c) 0.0 20.0 mM +++
Flussrate Probe (Fvsac) 0.5 2.5 mimin’ ++
Flussrate System (Fvsyc) 0.5 2.5 mimin’ +
D1M1-His

pH-Wert (pHc) 5.5 9.5 ++
Salzkonzentration (cnacic) 0.1 1.0 M +
Imidazolkonzentration Bindung (Cimie1c) 50 40.0 mM +++
Flussrate Probe (Fvsac) 0.5 5.0 mimin-! ++
Imidazolkonzentration Elution (Cimie2c) 100.0 250.0 mM +

*Bewertungssystem: + schwacher Einfluss
++  mittlerer Einfluss
+++ starker Einfluss
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MMC

Der pH-Wert des Bindungspuffers pHe1c besitzt einen starken Einfluss auf die Ladung des
Adsorbermaterials. Gleichzeitig beeinflusst der pH-Wert die Oberflachenladung des
Proteins. Der Einstellungsbereich wurde um den pKs des verwendeten Puffersystems
TRIS/HCI von 8.2 gewahlt.

Die Salzkonzentration cnacic besitzt einen starken Einfluss auf den hydrophoben Effekt und
somit auf die hydrophobe Interaktion des Proteins mit dem Adsorber. Eine haufig ver-
wendete Konzentration an Natriumchlorid ist eine Zugabe von 1 M. Der untersuchte Bereich
wurde im Screening daher auf einen Bereich von 0-1.5 M ausgeweitet.

Die Elution erfolgte durch Absenkung des pH-Wertes, wodurch eine Verstarkung der
positiven Ladung am Stickstoffatom der quartaren Ammoniumgruppe induziert wird. Gleich-
zeitig andert sich die Oberflachenladung des Zielproteins P-D1M1, da der pH-Wert
unterhalb des pl-Wertes liegt. Die Folge ist eine elektrostatische AbstoRung zwischen dem
Liganden und dem Protein. Sobald die elektrostatische Anziehungskraft die hydrophoben
Wechselwirkungen Ubertrifft, |I0st sich das Protein vom Liganden des Adsobers. Als Puffer-
system wurde ein Acetatpuffer mit einem pKs von 4.75 gewahlt. Der Untersuchungsbereich
des pH-Wertes des Elutionspuffers pHe2c wurde auf 3.5-5.0 festgelegt.

Zusatzlich wurden die Flussrate bei Probenaufgabe Fvsac sowie die Flussrate bei Equili-
brierung, Waschen und Elution Fvsyc in einem Bereich von 2.0-8.0 mimin-! untersucht.

In Tab. 4.6 werden die Faktoreinstellungsbereiche sowie die Risikobewertung der
untersuchten Faktoren des durchgefiuhrten Screenings dargestellt.

Tab. 4.6: Faktoreinstellungsbereiche und Risikobewertung - MMC

Einflussfaktor Min  Max Risikobewertung*
P-D1M1

pH-Wert Bindung (pHe1c) 7.2 85 +++
Salzkonzentration (cnacic) 00 15 M +++
pH-Wert Elution (pHe2c) 35 5.0 ++
Flussrate Probe (Fvsac) 20 8.0 mimin ++
Flussrate System (Fvsyc) 2.0 8.0 mimin +

*Bewertungssystem: + schwacher Einfluss
++  mittlerer Einfluss
+++ starker Einfluss
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4.7.3 Wahl des Regressionsmodells und Versuchsplans

Der Ablaufplan der Optimierungsprozeduren ist in Abb. 4.8 dargestellt.

step > screening > > optimizaton > > robustness test >

factors 5 3 3

design

2°" fractional factorial 2° central composite 2° full factorial
experiments 16+3 14+3 83

Abb. 4.8: Ablaufplan einer Optimierungsprozedur. Gezeigt werden die Schritte der Opti-
mierungsprozedur — Screening, Optimierung, Robustheitstest — die Anzahl der Faktoren, der
verwendete Versuchsplan sowie die Summe der durchzufliihrenden Experimente des jeweiligen
Schrittes.

Die definierten Faktoren aus Kap. 4.7.2 wurden in einem Screening mit Hilfe eines
251 teilfaktoriellen Versuchsplan untersucht. Die Anzahl der sich aus dem Versuchsplan
ergebenden Experimente betrug 19 chromatographische Laufe. Die Verwendung eines teil-
faktoriellen Versuchsplanes ermoéglichte die Ermittlung signifikanter Einflussfaktoren.

Anschlielend wurde die Anzahl der Faktoren reduziert und der Faktoreinstellungsbereich
verkleinert. In der Optimierung wurde ein zentral zusammengesetzter Versuchsplan
verwendet. Die Anzahl der durchzufuhrenden Experimente ist abhangig von der Quantitat
der verbleibenden Faktoren und betragt bei drei Faktoren 17 Versuchslaufe. Mit Hilfe des
verwendeten Versuchsplanes konnten Interaktionen sowie quadratische Einflisse von
Einzelfaktoren identifiziert werden.

AbschlieRend wurde ein Robustheitstest mit einem vollfaktoriellen Versuchsplan durchge-
fuhrt, wobei bei drei Faktoren 11 chromatographische Laufe durchgeflhrt wurden. Durch
diese Untersuchung konnte die Validitat des definierten Arbeitspunktes aus der Optimierung
bestatigt werden.

Die Schritte der Optimierungsprozedur wurden aufeinander aufbauend durchgefuhrt. Nach
jedem Schritt wurde die Rohdaten- und Regressionsanalyse durchgefuhrt und das erstellte
Modell beurteilt (Kap. 4.7.5-4.7.7).
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4.7.4 Durchfiuihrung der Experimente

Fir die Optimierungsprozeduren wurde die in Kap. 4.6 beschriebene zweistufige chromato-
graphische Methode verwendet. Das Untersuchungsmaterial sowie die Zusammen-
setzungen der BB und BE werden abhangig von der chromatographischen Methode
beschrieben.

IMAC

Das Ausgangsmaterial des Zielproteins P-D1M1 wurde in der Fermentation SJ1912 herge-
stellt. Die Gesamtproteinkonzentration cetwt Brad des Fermentationsiberstandes lag bei
0.31 mgml'. Die Zielproteinkonzentration cp1, ausgehend von einer Reinheit Pp1 von 35 %,
betrug 0.11 mgml-'.

Die Optimierungsprozedur des Zielproteins D1M1-His wurde mit Material der Kultivierung
JL1513 durchgefiihrt. Die Gesamtproteinkonzentration cptot Brad Wurde mit 0.37 mgml’
ermittelt. Die Reinheit von D1M1-His Pp3s betrug 69 %, wodurch sich eine Zielprotein-
konzentration cps von 0.26 mgml' ergab.

Der fur die IMAC verwendete BB, bestehend aus 20 mM NaH2PO4 (Roth, Karlsruhe) wurde
die entsprechend den Experimenten vorgegebene Konzentration an Natriumchlorid (Roth,
Karlsruhe) und Imidazol (Merck, Darmstadt) zugesetzt.

Als BE wurde ebenfalls ein 20 mM NaH2PO4 Puffer (Roth, Karlsruhe) mit korres-
pondierenden Konzentrationen an Natriumchlorid und Imidazol genutzt. Der pH-Wert wurde
durch Zugabe von 25 % Salzsaure (Roth, Karlsruhe), bzw. 1 M Natronlauge (Roth,
Karlsruhe) eingestellt.

MMC

Das verwendete EBA-Cu?*-IMAC Eluat stammte aus den Kampagnen des integrierten
Bioprozesses mit der Bezeichnung FS0813 und FS0913. Das Untersuchungsmaterial des
Zielproteins P-D1M1 wurde mit Hilfe einer Ultra-/Diafiltration mit einem MWCO von 30 kDa
auf eine Gesamtproteinkonzentration cptot_sras Von 0.7 glI' konzentriert. Ausgehend von
einer Produktreinheit Pp1 von 49 % betrug die Zielproteinkonzentration cp1 0.34 gl-'.

Als BB des multimodalen lonenausstauschers wurde ein 50 mM Tris-Puffer (Roth,
Karlsruhe) verwendet. Der pH-Wert wurde nach Experimentenvorgabe mit 25 % Salzsaure
(Roth, Karlsruhe), bzw. 1 M Natronlauge (Roth, Karlsruhe) eingestellt. Zusatzlich wurde
dem BB die entsprechende Konzentration an Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe) zugesetzt.

Zur Elution wurde ein 100 mM Natriumacetat Puffer (Roth, Karlsruhe), dessen pH-Wert mit
25 % Essigsaure (Roth, Karlsruhe), bzw. 1 M Natronlauge (Roth, Karlsruhe) dem
Experiment entsprechend eingestellt wurde, verwendet.
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4.7.5 Rohdatenanalyse

Die Rohdatenanalyse erfolgte mit Hilfe der Boxplot-Darstellung (vgl. Abb. 4.3), dem
Shapiro-Wilk-Testverfahren sowie dem Ausreiler-Test nach Grubbs. Das Signifikanzniveau
der Testverfahren wurde auf 5 % festgelegt.

Zur Analyse wurde die Software OriginPro 2015 der Fa. OriginLab, USA verwendet.

4.7.6 Regressionsanalyse

Die Regressionsanalyse wurde mit Hilfe der SVP-Software MODDE® 10 der Fa. Umetrics,
Schweden durchgefuhrt. Zur Identifikation signifikanter Einflussfaktoren wurde das Koeffi-
zientendiagramm verwendet. Abb. 4.9 veranschaulicht den Einfluss der Modellfaktoren auf
das Gutekriterium Wiederfindung Yesc aus dem Screening der IMAC-Aufreinigung des Ziel-
proteins D1M1-His.
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Abb. 4.9: Koeffizientendiagramm eines Interaktionsmodells. Die Abbildung zeigt die Einfluss-
faktoren des Interaktionsmodells aus der Optimierungsprozedur der IMAC-Screening-Experimente
des Zielproteins D1M1-His. a Das Modell beinhaltet alle Modellterme. b nicht signifikante Terme
wurden aus dem Modell entfernt. rot: nicht signifikanter Modellterm; griin: signifikanter Modellterm.
Konfidenzniveau: 95 %
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In dem Koeffizientendiagramm werden die numerischen Werte der auf den normierten
Faktorraum skalierten und zentrierten Regressionskoeffizienten des Modells dargestellt. Die
numerischen Werte stellen den Effekt des Terms auf das Gutekriterium dar, der erreicht
wird, wenn der Faktor von der Stufe null auf eins angehoben wird und die weiteren Faktoren
den Wert null annehmen. Diese Darstellungsweise ermoglicht eine vergleichende Inter-
pretation der Einflussstarke und -richtung der einzelnen Effekte. Der aufgetragene Fehler-
balken bei einem Konfidenzniveau von 95 % entspricht der Signifikanzgrenze.

Zusatzlich sind in Abb. 4.9 a die Terme des Interaktionsmodells aus dem teilfaktoriellen
Screening gezeigt, bevor das Modell angepasst wurde. Abb. 4.9 b zeigt das Modell mit aus-
schliel3lich signifikanten Modelltermen.

Mit Hilfe der aufgestellten Screeningmodelle wurde eine Abschatzung des Einflusses der
jeweiligen Faktoren nach dem in Tab. 4.7 gezeigten Bewertungssystem durchgefuhrt.

Tab. 4.7: Bewertungssystem der Signifikanz kritischer Einflusseffekte

Einfluss Signifikanz Zeichen Gutekriterium
gering + >0.2
positiv mittel ++ >0.1
stark +++ >0.0
gering - <0.0
negativ mittel -- <-0.1
stark - <-0.2
nicht signifikant’ X

" Modellterme die aufgrund einer Interaktion oder eines quadratischen Einflusses im Modell verblei-
ben mussten, wurden bewertet.

Anhand der erstellten Interaktionsmodelle wurden Spezifikationen zur simultanen Maxi-
mierung der definierten Gutekriterien festgelegt. Mit Hilfe der Optimizer-Funktion der Soft-
ware MODDE® 10 wurde ein geeigneter Arbeitspunkt nach der Nelder-Mead-Simplex-
methode bestimmt (Nelder und Mead, 1965). Der berechnete optimale Arbeitspunkt wurde
fur die anschlieRende Optimierung nétigen Eingrenzung des Untersuchungsbereiches als
ein Versuchspunkt definiert. Der reduzierte Faktoreinstellungsbereich der Optimierung
wurde aus den zu erreichenden Spezifikationen der Gutekriterien abgeleitet. AbschlieRend
wurde eine Risikobewertung der kritischen Prozessparameter anhand der Signifikanz der
Effekte durchgefuhrt.
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Die Regressionsanalyse fur die Optimierung erfolgte analog der des Screenings. Nicht
signifikante Terme wurden mit Hilfe des Koeffizientendiagramms identifiziert und sukzessiv
aus dem Modell entfernt. Der verwendete zentral zusammengesetzte Versuchsplan er-
moglichte die Analyse sowohl von Faktorinteraktionen sowie quadratischen Einflissen. Mit
Hilfe der erstellten Optimierungsmodelle wurden erneut Spezifikationen flir die simultane
Maximierung der Gutekriterien definiert und der optimale Arbeitspunkt bestimmt.

Der ermittelte optimale Arbeitspunkt wurde als CP des Robustheitstests definiert. Der
Faktoreinstellungsbereich wurde fur den Robustheitstest weiter reduziert. Die Untersuchung
der Validitat des optimalen Arbeitspunktes im Robustheitstest erfolgte ebenfalls anhand des
Koeffizientendiagramms. Der Effekt der Faktoranderung auf das Gutekriterium konnte als
nicht signifikant bewertet werden, wenn das Fehlerintervall den Wert des Gutekriteriums
umfasste oder das Konfidenzintervall den Wert null einschloss. Der Effekt konnte dann als
zufallig auftretend und der Arbeitspunkt als robust bewertet werden.

4.7.7 Priufung der Giultigkeit des Modells

Die Beurteilung der erstellten Modelle erfolgte anhand der in Tab. 4.2 aufgefihrten Kenn-
grélken. Die Berechnungen der Kenngrof3en sind ausfuhrlich in den Arbeiten von Fricke
(2015) und Ellert (2015) verodffentlicht und werden daher nicht weiter erortert.

4.8 Downscale-Methode der IMAC

Als chromatographisches System wurde ein AKTA™avant 150 mit der dazugehérigen Soft-
ware Unicorn™ 6.1 (GE Healthcare, Schweden) verwendet. Die zur Aufreinigung
verwendete Saule (HiTrap Chelating HP, GE Healthcare, Schweden) mit einem Saulen-
volumen von 1 ml wurde zunachst mit 5 CV mit BB equilibriert. Anschliefend wurden 40 CV
des Fermentationsuberstandes auf die Saule appliziert. Das Waschen der Saule erfolgte
mit mind. 10 CV. Die darauf folgende Elution wurde in vier Stufen (25, 45, 65 und
100 % BE) mit jeweils 5 CV durchgefiihrt. Die Flussrate betrug jeweils 1 mimin-'.

Die Ausgangsmaterialien wurden in den Kultivierungen JJJ1315 (P-D1M1) und JJJ1415
(D1M1-His) hergestellt (vgl. Anhang).

Aufgrund der Optimierungsergebnisse bestand der BB flir das Zielprotein P-D1M1 aus
20 mM NaH2POs (Roth, Karlsruhe), 700 mM Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe) und 13 mM
Imidazol (Merck, Darmstadt). Der pH-Wert wurde mit 1 M Natronlauge (Roth, Karlsruhe) auf
6.4 eingestellt.

Fur das Zielprotein D1M1-His wurde dem 20 mM Phosphatpuffer 400 mM Natriumchlorid
und 12 mM Imidazol zugesetzt. Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit 1 M Natronlauge
auf 8.5.
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Der BE bstand aus dem jeweiligen BB mit Zusatz von 100 mM Imidazol. Fur die
Aufreinigung des Zielproteins P-D1M1 wurde der pH-Wert mit 1 M Natronlauge auf 7.25 und
fur das Protein D1M1-His auf 8.5 eingestellt.

Dem Fermentationsuberstand wurde dem BB korrespondierende Konzentration an Imidazol
zugesetzt und der pH-Wert entsprechend eingestellt.

4.9 Arbeiten im integrierten Bioprozess

4.9.1 Erweiterung der Prozessanlage

Die bestehende Prozessanlage des integrierten Bioprozesses wurde durch die Einbindung
eines Kvick™ Lab packet der Fa. GE Healthcare erweitert. Zusatzlich wurde das Chroma-
tographiesystem AKTA™avant 150 Fa. GE Healthcare fiir eine weitere chromatographische
Aufreinigung in den Prozessablauf integriert.

Die Automatisierung des Prozesses wurde Uber die Prozessleitsoftware MFCS/win reali-
siert. In S88-Rezepten wurden die Automatisierungsstrukturen des up- und downstream-
Bereiches miteinander verknipft, sodass der Bioprozess vollautomatisch ablaufen konnte.
Die Automatisierung der Chromatographie erfolgte mit Hilfe der Software Unicorn™ 6 der
Fa. GE Healthcare, Schweden.

Die Prozessschritte Expression im Bioreaktor (F), Konditionierung der Kulturbrihe (D) fur
die nachfolgende Primarreinigung sowie das capture durch EBA IMAC (E) wurden aus dem
bestehenden Prozess Ubernommen (vgl. Kap. 3.2.1).

In dem Prozessschritt der Konzentrierung (U) wurde das Eluat der EBA IMAC in den zuvor
gereinigten Konditionierungstank fraktioniert. Anschlielend erfolgte automatisiert die batch-
weise Konzentrierung und Umpufferung mit Hilfe einer Kvick™ Lab Ultrafiltrationsmembran
mit einem MWCO von 10 kDa und einer Membranflache von 100 cm?.

Abschlief3end erfolgte die chromatographische Aufreinigung des Retentats (C). Die Eluats-
fraktion wurde mit Hilfe des kiihlbaren Fraktionssammlers des AKTA™avant Systems
aufgefangen und fur weitere Analysen bereitgestellt.

Eine Darstellung des erweiterten Bioprozesses mit den vorgestellten Prozessschritten ist
Abb. 4.10 zu entnehmen. Die Abbildung veranschaulicht das FlieRschema des Gesamtpro-
zesses zur Herstellung des Zielproteins P-D1M1. Der in dieser Arbeit vorgestellte Prozess
zur Herstellung von D1M1-His endet nach dem Prozessschritt der Konzentrierung (U).
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Abb. 4.10: Darstellung des erweiterten integrierten Bioprozesses. Der Prozess bestehend aus den Teilschritten Expression im Bioreaktor (F),
Konditionierung der Kulturbriihe (D) und Protein capture mit Hilfe EBA IMAC (E) wurde durch eine Konzentrierung und Umpufferung durch UF/DF (U)

und eine chromatographische Aufreinigung des Zielproteins P-D1M1 Uber MMC (C) erweitert.
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4.9.2 Produktionsprozess zur Herstellung von P-D1M1

Das Zielprotein P-D1M1 wurde in dem Bioreaktor Biostat® ED5 von dem eingesetzten Host-
system P. pastoris KM71H (Gensequenz P-D1M1) exprimiert und in das Medium sekretiert.
Eine Atline-HPLC erméglichte die Uberwachung der Proteinexpression durch die Detektion
von P-D1M1 mit Hilfe Cu?*-IMAC nach Martens (2014). Nach Beendigung der Produktions-
phase im Bioreaktor wurden 2.6| des Reaktorinhaltes Uber eine sterilisierbare
Transferleitung in den Konditionierungstank tberflhrt. Im Konditionierungstank wurde die
Zellbriihe auf eine Zelldichte cx. von 20 gI'! mit Verdlinnungs-puffer der EBA IMAC (0.5 M
NaCl, 20 mM NaH2P0O4-2 H20, 0.06 mM Tween, pH 6.8) verdinnt. Anschlielliend wurden
manuell 5.6 mM Imidazol zugefligt und der pH-Wert auf 6.8 mit 2 M NaOH eingestellt.

Parallel zur Verdinnung der Kulturbrihe wurde die EBA IMAC mit BB (0.5 M NaCl, 20 mM
NaH2PO4-2 H20, 5.6 mM Imidazol, pH 6.8) im upflow-Betrieb equilibriert. Nach Abschluss
der Equilibrierungsphase wurden, ebenfalls im upflow-Betrieb, 6 | konditionierte Kulturbrihe
mit einer linearen Flussrate FLpo von 200 cmh™' auf die Saule (STREAMLINE 50, Adsorber:
STREAMLINE Chelating Cu?* beladen) appliziert. AnschlieBend erfolgte mit BB das Aus-
waschen leicht gebundener Substanzen sowie von Zellen und Zellbruchstiicken aus dem
expandierten Saulenbett. Die Elution wurde nach Erreichen der Basislinie manuell gestartet
und erfolgte im downflow-Betrieb mit BE (0.5 M NaCl, 20 mM NaH2PO4 - 2H20, 100 mM
Imidazol, pH 7.4).

Nach dem dritten Diafiltrationsschritt folgte die Konzentrierung des Retentats auf 130 g.
Nachfolgend wurde das Retentat auf die zuvor mit Diafiltrationspuffer equilibrierten chroma-
tographischen Saule (HiScale™ 16/20, Adsorber: Capto™ adhere) appliziert. AnschlieRend
erfolgte ein Waschschritt zur Entfernung von leicht gebundenen Proteinen tber 12 CV, bis
die Absorption Ac einen Wert < 5 mAU annahm. Die Elution der gebundenen Proteine wurde
durch das Umschalten auf 100 mM Acetatpuffer pH 3.9 erreicht.

Die Kultivierung von P-D1M1 erfolgte zyklisch mit Hilfe der nach Martens (2014) entwickel-
ten RFB-Strategie Uber eine Fermentationsdauer von 111 h. Der start-up (su) wurde mit
einer batch-Phase auf Glycerol begonnen. AnschlieRend erfolgte eine fed-batch-Phase auf
Glycerol bis zu einer Zelldichte cx. von 30 gl''. Die Expression von P-D1M1 wurde darauf
folgend durch Umstellung des Substrates von Glycerol auf Methanol induziert. Nach einer
Produktionsphase von 18 h wurde, wie beschrieben, ein Teil des Reaktorinhaltes in den
Konditionierungstank tberflhrt und das restlich verbliebende Volumen der Kulturbriihe (ca.
1.4 1) mit refresh-Medium auf ein Arbeitsvolumen von 4 | verdinnt.

Ein Zyklus der Fermentation startete nach dem ersten Erntevorgang mit einer erneuten fed-
batch-Phase auf Glycerol bis zu einer Zelldichte cx. von 30 gl''. Auf diese Phase erfolgte
eine erneute Induktion der Expression durch Umstellung des Substrates auf Methanol fur
18 h. Alle 24 h konnte so ein Teil des Reaktorinhaltes geerntet und aufgearbeitet werden,
wahrend parallel ein neuer Zyklus im Reaktor begann. Die Anzahl der durchgefuhrten
Zyklen betrug drei (c1, c2 und c3).
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4.9.3 Produktionsprozess zur Herstellung von D1M1-His

Der Produktionsprozess des Proteins D1M1-His erfolgte ebenfalls mit dem erweiterten
integrierten Bioprozess (Abb. 4.10) und analog zu P-D1M1. Fur das Produkt D1M1-His
wurde innerhalb dieser Arbeit auf eine weitere Aufarbeitung des Proteins verzichtet, so dass
die Aufreinigung nach dem Prozessschritt der UF/DF beendet wurde.

Die Kultivierung des P. pastoris Stammes KM71H (Gensequenz D1M1-His) erfolgte zyklisch
Uber 111 h. Der Prozess bestand aus einem start-up (su) mit batch- und fed-batch-Phase
auf Glycerol und einer 18-stindigen Produktionsphase auf dem Substrat Methanol.
Anschliel3end folgten drei Zyklen (c1, c2 und c3) mit jeweils einer 6-stlindigen fed-batch-
Phase auf Glycerol und einer 18-stiindigen Produktionsphase auf Methanol.Nach der Pro-
duktionsphase im Bioreaktor wurden 2.6 1 des Reaktorinhaltes Uber die sterilisierbare
Transferleitung in den Konditionierungstank tberfuhrt. Im Konditionierungstank wurde die
Zellbriihe auf eine Zelldichte cx. von 20 gl mit EBA Ni?*-IMAC Puffer (0.5 M NaCl, 20 mM
NaH2PO4-2 H20, 0.06 mM Tween, pH 7.4) verdinnt. Anschlie®end wurden manuell
10.0 mM Imidazol zugeflgt und der pH-Wert mit 2 M NaOH auf 7.4 eingestellt.

Zeitgleich mit der Verdlinnung der Kulturbriihe im Konditionierungstank wurde die EBA
IMAC mit BB (0.5 M NaCl, 20 mM NaH2PO4-2 H20, 10.0 mM Imidazol, pH 7.4) im upflow-
Betrieb equilibriert. Sechs Liter der konditionierten Kulturbrihe wurde nach Abschluss der
Equilibrierung mit einer linearen Flussrate FLp von 200 cmh™' auf die Saule (STREAMLINE
50, Adsorber: STREAMLINE Chelating Ni?* beladen) appliziert. Nach Abschluss des Aus-
waschens leicht gebundener Proteine sowie Zellen und Zellbruchsticken mit BB wurde die
Elution (0.5 M NaCl, 20 mM NaH2PO4-2 H20, 100 mM Imidazol, pH 7.4) im downflow-
Betrieb gestartet.

Die Eluatsfraktion mit einer Masse mp von ca. 800 g wurde in den Konditionierungstank
Uberfuhrt und mit Diafiltrationspuffer (0.73 M NaCl, 50 mM Tris, pH 7.85) auf ca. 1000 g
verdunnt. Die Umpufferung des Eluats in Diafiltrationspuffer erfolgte batchweise in drei
Schritten bei einer FlieRgeschwindigkeit Fu von 80 mimin-' und einem Transmembrandruck
ptmu von 1.5 bar.
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5 Ergebnisse und Diskussion
5.1 Stabilitatsbetrachtung der Zielproteine
5.1.1 Proteolytische Spaltung im Kulturiiberstand

Aufgrund der zentralen Rolle der Produktqualitat nach dem QbD-Konzept und der in voran-
gegangenen Arbeiten aufgetretenen Instabilitat der Zielproteine wird zunachst die Stabilitat
der Produkte in Kulturiiberstand betrachtet.

Das Ziel dieser Untersuchungen liegt in der Erhdhung des Produktverstandnisses. Durch
eine gezielte Analyse konnen Einfllisse kritischer Verunreinigungen aus der Kultivierung so-
wie der Einfluss von Faktoren wie der Umgebungstemperatur oder Lagerdauer identifiziert
werden. Die Entwicklung einer geeigneten Nachweismethode zur quantitativen- und quali-
tativen Erfassung der Stabilitat als CQA der Malariavakzinkandidaten steht hierbei ebenso
im Vordergrund wie die |dentifikation moglicher proteolytischer Aktivitat in den Kulturiber-
stéanden.

Abb. 5.1 a zeigt die SDS-PAGE-Analyse des Kulturiberstandes der P-D1M1 Fermentation
nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.
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Abb. 5.1: Spezifischer Abbau des Zielproteins P-D1M1 im Kulturiiberstand. a nicht reduzierte
SDS-PAGE des Kulturiiberstandes der Fermentation JJJ1315 nach unterschiedlichen Inkubations-
zeiten bei Raumtemperatur (23 °C). MWwn Molekulargewicht des Proteinmarkers in kDa, M Marker,
1 KulturGiberstand nach 0 h Inkubation, 2 Kulturiberstand nach 1 d Inkubation, 3 Kulturiberstand
nach 2 d Inkubation, 4 Kulturiberstand nach 3 d Inkubation, MW., kalkuliertes Molekulargewicht
anhand des Proteinmarkers in kDa b Darstellung des prozentualen Abbaus definierter Banden aus
der SDS-PAGE-Analyse. In grau dargestellt ist das Protein mit einem MWc, von 74.4 kDa, in rot das
Protein mit 64.9 kDa, in blau besitzt das Protein ein MW, von 56.7, lila farbend gekennzeichnet ist
das Protein mit einem MW,y von 39.1 und griin zeigt das Protein mit einem MW,, von 13.6 kDa.
(Auswertungssoftware der SDS-PAGE: Image Lab™, Bio-Rad, Miinchen)
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Deutlich zu erkennen sind drei Banden bei einem kalkulierten Molekulargewicht MWcal von
74.4, 64.9 und 56.7 kDa. Die Bande bei einem MWca von 74.4 kDa entspricht dem Ziel-
protein P-D1M1 mit einem Molekulargewicht von 71.5 kDa. Das Protein mit einem MWca
von 64.9 kDa stellt mit hoher Wahrscheinlichkeit das Spaltprodukt D1M1 ohne Prodoméne
(definiert als P2) dar.

Bei der dritten deutlich zu erkennende Bande mit einem MWca von 56.7 kDa ist anzu-
nehmen, dass ein Teil der Prodomane P sowie der M1-Variante abgespalten wurde (vgl.
Martens, 2014). Den beiden schwachen Proteinbanden mit den kalkulierten Molekular-
gewichten von 39.1 und 13.6 kDa kann kein Spaltprodukt des Zielproteins zugeordnet
werden.

Abb. 5.1 b veranschaulicht die Ergebnisse der densitometrischen SDS-PAGE-Auswertung.
Dem gezeigten Saulendiagramm kann deutlich der Abbau des Zielproteins P-D1M1 (grau)
bei gleichzeitiger Zunahme der Spaltproduktbanden (rot, blau) Uber den Inkubations-
zeitraum von drei Tagen entnommen werden. Der prozentuale Gesamtanteil der Produkt-
banden (inkl. Spaltprodukte) betragt 89 + 3 %. Den beiden in der SDS-PAGE (Abb. 5.1 a)
schwach zu erkennenden Banden bei einem MWeca von 39.1 und 13.6 kDa ist ein pro-
zentualer Gesamtanteil von 12 + 3 % zuzuordnen.

Da der Gesamtanteil an Zielproduktbanden unter den experimentellen Bedingungen tber
die Inkubationsdauer konstant bleibt, ist anzunehmen, dass der Abbau des Zielproduktes
P-D1M1 in die Spaltprodukte spezifisch verlauft. Die nicht einem Spaltprodukt des Ziel-
proteins zuzuordnenden Nebenbanden werden als ein Hinweis fur eine Verunreinigung
gedeutet.

Abb. 5.2 a veranschaulicht die SDS-PAGE-Analyse des Kulturtiberstandes der Fermenta-
tion des Zielproduktes D1M1-His. Die dominierende Bande bei einem MWeca von 58.8 kDa
ist dem Zielprotein D1M1-His zuzuordnen (definiert als P3). Als Spaltprodukt P4, bei dem
das M1 inkl. His-Tag abgespalten wurde, konnte das Protein mit einem MW:ca von 41.3 kDa
identifiziert werden (vgl. Martens, 2014, Kap. 4.3).

Zusatzlich sind schwache Nebenbanden in der SDS-PAGE zu erkennen. Zur quantitativen
Auswertung wurde die Nebenbande bei einem MW_ca von 75.6 kDa definiert. Der Grund fur
diese Betrachtung ist die Inkonsistenz der Nebenbanden nach vollzogenem Abbau des Ziel-
proteins nach zwei bzw. drei Tagen Inkubationsdauer. Bei der schwachen Bande mit einem
MW:ca von 75.6 kDa handelt es sich mdglicherweise um ein zelleigenes, intern gebildetes
Protein. Das Protein konnte in der Arbeit von Martens (2014) vermehrt in der SDS-PAGE-
Analyse von Zellaufschlussproben identifiziert werden, besitzt jedoch keine Reaktivitat mit
invasions-inhibitorischen Antikdrpern (vgl. Martens, 2014, Kap. 4.5).
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Abb. 5.2: Spezifischer Abbau des Zielproteins D1M1-His im Kulturiiberstand. a SDS-PAGE
des Kulturiberstandes der Fermentation JJJ1415 nach unterschiedlichen Inkubationszeiten bei
30 °C. MWy Molekulargewicht des Proteinmarkers in kDa, M Marker, 1 Kulturiiber-stand nach 0 h
Inkubation, 2 Kulturiberstand nach 1 d Inkubation, 3 Kulturiiberstand nach 2 d Inkubation, 4 Kultur-
Uberstand nach 3 d Inkubation, MW., kalkuliertes Molekulargewicht anhand des Proteinmarkers in
kDa b Darstellung des prozentualen Abbaus definierter Banden aus der SDS-PAGE. In blau darge-
stellt ist das Protein mit einem MW, von 75.6 kDa, in schwarz das Protein mit 58.8 kDa und in rot
besitzt das Protein ein MW, von 41.3 kDa. (Auswertungssoftware der SDS-PAGE: Image Lab™,
Bio-Rad, Miinchen)

Das Saulendiagramm (Abb. 5.2 b) zeigt den prozentualen Abbau des Zielproteins D1M1-
His. Dabei wird deutlich, dass der Methode der quantitativen Betrachtung des Protein-
abbaus mit Hilfe densitometrischer SDS-PAGE-Auswertung Grenzen gesetzt sind. Bei
einem nicht spezifischen oder vollstandigen Abbau einer definierten Zielproduktbande kann
der prozentuale Anteil nicht korrekt erfasst werden, was aus der prozentualen Zunahme der
Zielproduktbande nach 3 d Inkubation ersichtlich wird.

Zur qualitativen Bewertung der Proteinzusammensetzung im Kulturiberstand wurde die
Hochleistungsfraktionierung durch SE-HPLC verwendet. Abb. 5.3 zeigt die Chromato-
gramme und SDS-PAGE-Analysen der Kulturiberstande.

Der Kulturiberstand aus der P-D1M1-Fermentation zeigt bei einer Inkubations-
temperatur von 23 °C in den Chromatogrammen nur geringfiigige Anderungen Uber den
Inkubationszeitraum von drei Tagen (Abb.5.3 a). Die Auswertung der SDS-PAGE
veranschaulicht hingegen eine Mdglichkeit der quantitativen Erfassung des Proteinabbaus
(vgl. Abb. 5.1).
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Abb. 5.3: Qualitative Betrachtung der Abbauprodukte durch SE-HPLC. Dargestellt sind die
Chromatogramme und SDS-PAGE-Ergebnisse der Kulturlberstdnde nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten und -temperaturen. Schwarz steht fiir die Ausgangsprobe bei to = 0 h Inkubation,
rot fur 1 d, blau fir 2 d und griin zeigt die Probe mit einer Inkubationsdauer von 3 d. a und b zeigen
den Kulturliberstand aus der Fermentation JJJ1315, wobei a bei einer Temperatur 3, von 23 °C und
b bei einer Temperatur von 9. = 30 °C inkubiert wurde.Die Chromatogramme ¢ und d zeigen den
KulturGiberstand aus der Kultivierung JJJ1415, wobei ¢ ebenfalls bei einer Temperatur 3. von 23 °C

und d bei einer Temperatur von 3, = 30 °C inkubiert wurde. FlieBmittel: 20 mM Phosphatpuffer
pH 7.4, 700 mM NaCl; Flussrate: 0.2 mimin-’

Die Inkubation bei einer Temperatur von 30 °C fihrt zu einem unspezifischen Abbau des
Zielproduktes P-D1M1. Auffallend bei der Betrachtung des P-D1M1-Abbaus nach zwei Ta-
gen Inkubation und einer Temperatur von 30 °C ist das Verschwinden des Peaks bei einer
Retentionszeit von 30.5 min. Gleichzeitig erhoht sich die Absorption des Peaks bei einer
Retentionszeit von 10.7 min (Abb. 5.3 b, blau).
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Eine Inkubation des Kulturiberstandes der D1M1-His-Fermentation bei 23 °C flhrte in der
SDS-PAGE-Analyse ebenfalls nur zu geringfugigen Abweichungen (Abb.5.3c). Im
Chromatogramm hingegen ist jedoch nach drei Tagen Inkubation (grin) der Rickgang der
Absorption bei einer Retentionszeit von 30.5 min zu erkennen. Gleichzeitig weist das
Chromatogramm eine geringe Erhéhung der Absorption bei einer Retentionszeit von
9.7 min auf.

Nach der Inkubation bei 30 °C (Abb. 5.3 d) zeigt sich eine Absorptionsabnahme bei einer
Retentionszeit von 30.5 min und eine gleichzeitige Absorptionszunahme bei 9.7, 10.7 und
18 min.

In beiden Uberstandsproben der Kultivierungen ist der Peak bei einer Retentionszeit von
30.5 min nachweisbar. Das Volumen der mobilen Phase der chromatographischen Saule
betragt 5 ml, was einer Retentionszeit der mobilen Phase bei einer Flussrate von 0.2 mimin-
"von 25 min entspricht. Daraus lasst sich schlieRen, dass das bei 30.5 min zurlickgehaltene
Molekul eine Interaktion mit der stationaren Phase eingeht. Zudem scheint das Molekul an
dem Abbau der Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His beteiligt zu sein.

Diese Vermutung kann mit einer Betrachtung der Peakveranderung im Chromatogramm
und der Verfolgung des Proteinabbaus in der SDS-PAGE begrundet werden. Bei Ver-
schwinden des Peaks im Chromatogramm wird augenscheinlich die Intensitat der Ziel-
proteinbande im Chromatogramm geringer.

Zusammenfassend kann die SE-HPLC als eine geeignete Methode zur qualitativen Stabili-
tatsbetrachtung der Zielproteine angesehen werden. Veranderungen im Chromatogramm
zeigen eine Kompatibilitat zu den Ergebnissen aus der SDS-PAGE-Analyse. Darlber-hin-
aus zeigt sich in den Chromatogrammen ein weitaus komplexeres und umfangreicheres Bild
in der Zusammensetzung der Kulturuberstande als die Interpretation der SDS-PAGE-
Ergebnisse ergeben wirden. Grinde fur diese Interpretationensunterschiede kdnnen (i)
eine geringe Nachweisgrenze der Coomassie-Farbemethode von 50-100 ng/Bande oder (ii)
die Probenvorbereitung bei der SDS-PAGE-Analyse sein.

Die Nachweisgrenze der SDS-PAGE-Analyse kdnnte durch die Anwendung einer Silber-
farbung auf 0.1-1 ng/Bande verringert werden und dadurch eine komplexere Zusammen-
setzung des Kulturiberstandes verdeutlichen. Hierbei ist zu beachten, dass eine
quantitative Auswertung mit Hilfe der Densitometrie bei einer Silberfarbung dann nicht mehr
moglich ware.

Bei der Probenvorbereitung fur die SDS-PAGE-Analyse werden die in Losung befindlichen
Proteine thermisch denaturiert und anschlielend eine auf3ere Ladung durch Anlagerung
von SDS-Molekullen erzeugt. Diese Veranderung der nativ in LOsung befindlichen Proteine
kann zu einer Vereinheitlichung von Proteinmolekilen fihren. Im Gegensatz hierzu wird die
Probe bei der SE-HPLC keiner Vorbereitung unterzogen, d. h. die Probe wird direkt der
Trennung nach dem hydrodynamischen Volumen unterzogen.
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Eine Identifikation der einzelnen Fraktionen der SE-HPLC wird innerhalb der vorliegenden
Arbeit nicht weiter verfolgt. Die Methode diente ausschliel3lich der Betrachtung von Ver-
anderungen in der Zusammensetzung der untersuchten Proben.

Abb. 5.4 zeigt die SDS-PAGE-Analyse der Kulturiberstdnde mit dazugehdrigem
Zymogramm.
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Abb. 5.4: Qualitativer Nachweis der proteolytischen Aktivitat in Kulturiiberstand. Darstellung
der SDS-PAGE und des dazugehoérigen Zymogrammgels. MWy Molekulargewicht des Protein-
markers in kDa, M Marker, 1 Kulturlberstand, 2 10 % Gelatine Zymogrammgel des Kulturiber-
standes, MW, kalkuliertes Molekulargewicht anhand des Proteinmarkers in kDa. a Kulturiiberstand
der P-D1M1 Fermentation b Kulturiberstand der D1M1-His Fermentation. (Auswertungssoftware
der SDS-PAGE: Image Lab™, Bio-Rad, Miinchen)

Deutlich zu erkennen ist die unterschiedliche Zusammensetzung der Proteasen in den
Zymogrammgelen. Abb. 5.4 a zeigt eine proteolytische Aktivitat im Bereich von 76 und
13.5 kDa. In dem Zymogramm des D1M1-His-haltigen Kulturiberstandes ist eine eindeutige
proteolytische Aktivitat mit einem MWeca von 110, 77 und 35 kDa nachzuweisen (Abb. 5.4
b). Alle Proben zeigen in einem parallel bearbeiteten 12.5 %igen Casein-Gel keine Aktivitat
(Ergebnis nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der Zymographie verdeutlichen, dass trotz identischer Kultivierungs-
bedingungen und Medienbestandteile die Zusammensetzung der Proteasen im Kultur-
Uberstand unterschiedlich erscheint. Nach Faber et al. (2013) schwankt die Stabilitat der
Proteine stark zwischen unterschiedlichen Kultivierungen, was ebenfalls fir die Inkonsistenz
der Proteasen in den Kulturiberstanden sprechen wuirde.
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Als kritisch einzustufen ist die proteolytische Aktivitat bei 70 kDa in dem P-D1M1-haltigen
Kulturiberstand. Das Zielprodukt besitzt in der SDS-PAGE ein ahnliches Laufverhalten wie
die Protease. Dies resultiert in der Vermutung, dass die Bande der Protease unterhalb der
Zielproteinbande liegen kénnte und diese mittels SDS-PAGE nicht erfasst werden kann.

In der SE-HPLC-Analyse kénnte diese Protease ein Grund flr die Veranderungen des
Chromatogramms sein. Das Zymogramm zeigt lediglich die proteolytische Aktivitat mit
einem MWca von 76 kDa in beiden Kulturiberstanden. In den Chromatogrammen bestand
die Vermutung, dass der Peak bei tc = 30.5 min mit einem Proteinabbau in Verbindung
steht. Dieser Peak erscheint ebenfalls in beiden Kulturiberstanden und wird aus diesem
Grund als ein Indiz fur das Vorkommen proteolytischer Aktivitat gewertet.

Die mit einem MW-cal von 13.5 kDa vorliegende proteolytische Aktivitat im P-D1M1-haltigem
Kulturiberstand ist einer schwachen Bande in der SDS-PAGE zuzuordnen. In dem Zymo-
gramm des Kulturiberstandes der D1M1-His Fermentation entspricht die proteolytische
Aktivitat bei 110 kDa keiner Proteinbande in der SDS-PAGE oder einem Peak in der SE-
HPLC. Die proteolytische Aktivitdt bei einem MWca von 35.1 kDa ist identisch mit einer
schwachen Bande in der SDS-PAGE.

Als Ergebnis der Stabilitatsbetrachtung der Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His kann
zusammengefasst werden, dass eine Quantifizierung des Proteinabbaus durch densito-
metrische SDS-PAGE-Auswertung maoglich sein kann. Die Stabilitat der Zielproteine kann
mit Hilfe dieser Methode als kritisches Qualitdtsmerkmal (CQA) erfasst werden. Bei der
Anwendung der Methode sind die Inkubationszeiten und -temperaturen so zuwahlen, dass
kein kompletter Abbau einer definierten Proteinbande erfolgt.

Die Analyse mit Hilfe der SE-HPLC kann fur eine Betrachtung des Fortschrittes des proteo-
lytischen Abbaus genutzt werden. Die proteolytische Aktivitat in den Kulturiberstanden der
Fermentationen konnte nachgewiesen werden, wobei einzelne am Abbau beteiligte
Proteasen nicht eindeutig identifiziert werden konnten. Dennoch kdnnen Proteasen als
kritische Verunreinigungen identifiziert werden.

Das nachfolgende Kapitel betrachtet weiterfiihrend die Stabilitat der Zielproteine anhand
des definierten CQA in wassrigen Puffersystemen nach dem Ansatz der SVP.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1.2 Stabilitat in wassrigen Puffersystemen

Das Wissen Uber den Einfluss von Prozessparametern auf die Stabilitat der Zielproteine in
wassrigen Puffersystemen steht im Vordergrund der folgenden Untersuchungen. Wahrend
des downstream-Prozesses werden die Zielproteine in wassrige Puffersysteme mit unter-
schiedlichen pH-Werten und Salzkonzentrationen Uberflhrt. Der Einfluss dieser Parameter
sowie der Einfluss der Lagertemperatur und -dauer auf die Stabilitat konnen betrachtlich
sein und sollen durch die Anwendung der statistischen Versuchsplanung quantitativ erfasst
werden.

Im folgenden Abschnitt werden zwei Stabilitdtsstudien der Zielproteine P-D1M1 und
D1M1-His vorgestellt. Zu der jeweiligen Studie werden Ergebnisse ausgewahlter
SDS-PAGE-Analysen gezeigt und interpretiert. Anschlie3end folgt die Evaluation der Roh-
daten, die Modellbildung mit Hilfe der SVP und die Interpretation der Ergebnisse.

Abb. 5.5 veranschaulicht die Stabilitat des Zielproteins P-D1M1 in unterschiedlichen Milieu-
bedingungen anhand der SDS-PAGE-Analyse.

a b

MW, M 1 2 3 4 Mw,| M 1 2 3 4
200 - 200 -

150 A 150 -

120 120

85 1 85 1

70 | — e Bl 0 —_—

[ ]

50 { s 50 1 .. -
40 1 40 1 .

30 1 30 1

25 1 25 1 =

15 1 15 1 s

10 { - 10 o w—

Abb. 5.5: Positiv- und Negativbeispiel der Stabilitat des Zielproteins P-D1M1 in wassrigen
Puffersystemen. Dargestellt sind die SDS-PAGE-Resultate des Experimentes a N4 und b N5;
M Marker, 1 Probe nach 0 h Inkubation, 2 Probe nach 24 h Inkubation, 3 Probe nach 48 h Inku-
bation, 4 Probe nach 132 h Inkubation.

Der pH-Wert des Experimentes N4 wurde auf 9.0 und die Salzkonzentration auf 1.0 M ein-
gestellt (Abb. 5.5 a). Die Lagertemperatur des Experimentes betrug 5°C. Uber die
Inkubationdauer von 132 h nahm die Wiederfindung um 6.9 % ab.
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Als Negativbeispiel zeigt Abb. 5.5 b das SDS-PAGE-Resultat des Experimentes N5. Die
Lagertemperatur des Versuches betrug 45 °C, der pH-Wert 4.0 und die Salzkonzentration
0.1 M. Bei diesen Faktoreinstellungen traten erhebliche Degradationseffekte auf. Die
Wiederfindung nahm innerhalb der Inkubationszeit von 132 h um 96 % ab.

Diese augenscheinlich erkennbare Degradation des Zielproduktes zeigt den Einfluss der
gewahlten Faktoren Lagertemperatur, pH-Wert und Salzkonzentration. Die Wahl der
Faktoreinstellungsbereiche (vgl. Tab.4.3) und der Inkubationsdauer scheint fur eine
quantitative Erfassung der Stabilitat von P-D1M1 geeignet zu sein.

Fur die Anwendung der SVP ist die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von hoher Bedeu-
tung. Abb. 5.6 veranschaulicht hierzu die SDS-PAGE-Analyse der CP-Experi-mente.
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Abb. 5.6: Reproduzierbarkeit der Stabilitatsstudie des Zielproteins P-D1M1 in wassrigen Puf-
fersystemen. Abgebildet sind die SDS-PAGE-Ergebnisse der CP-Experimente N15-17. M Marker,
1 Probe nach 0 h Inkubation, 2 N15 nach 24 h Inkubation, 3 N15 nach 48 h Inkubation, 4 N15 nach
132 h Inkubation, 5 N16 nach 24 h Inkubation, 6 N16 nach 48 h Inkubation, 7 N16 nach 132 h Inku-
bation, 8 N17 nach 24 h Inkubation, 9 N17 nach 48 h Inkubation, 10 N17 nach 132 h Inkubation.

Die CP-Experimente wurden bei einer Lagertemperatur von 25 °C, einem pH-Wert von 6.5
und einer Salzkonzentration von 0.55 M durchgefihrt. Das Degradationsmuster der SDS-
PAGE-Analyse zeigt ein identisches Abbauverhalten wahrend der drei Versuche. Der Mit-
telwert der Wiederfindung betragt nach einer Inkubationszeit von 24 h 89.0 £ 2.2 %, nach
48 h 82.1 £1.4 % und nach 132 h Inkubationsdauer 30.9 £ 4.4 %. Innerhalb von 132 h
nahm die Wiederfindung Rp1+2um 58.1 % ab.

73



5 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 5.1 fasst die Faktoreinstellungen und Ergebnisse der Stabilitatsstudie des Zielproteins

P-D1M1 zusammen.

Tab. 5.1: Faktoreinstellungen und Ergebnisse der P-D1M1-Stabilitatsstudie

Faktoreinstellung

Wiederfindung Rp1+2

N; pHL [-] CsaitL [M] 9L [°C] 24 h 48 h 132 h
N1 4.0 0.10 5 90.9 75.3 40.3
N2 9.0 0.10 5 94.2 92.9 72.8
N3 4.0 1.00 5 97.4 93.5 71.4
N4 9.0 1.00 ) 100.7 93.1 93.1
NS 4.0 0.10 45 38.3 21.5 4.0
N6 9.0 0.10 45 86.4 81.1 34.1
N7 4.0 1.00 45 48.0 34.0 19.5
N8 9.0 1.00 45 95.6 87.9 43.3
N9 4.0 0.55 25 75.6 65.4 0.0
N10 9.0 0.55 25 97.9 92.2 10.2
N11 6.5 0.10 25 0.0 0.0 0.0
N12 6.5 1.00 25 91.4 91.4 66.0
N13 6.5 0.55 5 104.5 97.9 84.7
N14 6.5 0.55 45 83.3 72.8 50.3
N15 6.5 0.55 25 90.5 82.0 31.3
N16 6.5 0.55 25 86.5 80.7 35.1
N17 6.5 0.55 25 90.1 83.5 26.3
Kennzeichnung: griun: Positivbeispiel rot: Negativbeispiel

blau: Beispiele flir den Nachweis der Reproduzierbarkeit
grau: Experiment fir die statistische Auswertung ausgeschlossen

FUr die densitometrische Auswertung wurden die Banden der SDS-PAGE-Analyse bei ei-
nem MWeca von 74.4 kDa und 64.9 kDa zu der Produktreinheit Pp1+2 zusammengefasst.
Dieses Vorgehen ermdglichte eine quantitative Betrachtung des gesamten Degradations-
prozesses. Die Reinheit der Ausgangsproben Ppi+2.0 betrug im Mittel 77.6 £ 1.9 %.
Die Wiederfindung Rp1+2 wurde nach Gl. (4.8) berechnet.
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Abb. 5.7 zeigt das Ergebnis der CP-Experimente der Stabilitdtsstudie des Zielproteins
D1M1-His.
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Abb. 5.7: Reproduzierbarkeit der Stabilitatsstudie des Zielproteins D1M1-His in wassrigen
Puffersystemen. Abgebildet sind die SDS-PAGE-Ergebnisse der CP-Experimente N15-17.
M Marker, 1 Probe nach 0 h Inkubation, 2 N15 nach 24 h Inkubation, 3 N15 nach 48 h Inkubation,
4 N15 nach 132 h Inkubation, 5 N16 nach 24 h Inkubation, 6 N16 nach 48 h Inkubation, 7 N16 nach
132 h Inkubation, 8 N17 nach 24 h Inkubation, 9 N17 nach 48 h Inkubation, 10 N17 nach 132 h
Inkubation.

Im Gegensatz zum Zielprotein P-D1M1 zeigt D1M1-His bei den unterschiedlichen Milieu-
bedingungen kein spezifisches Degradationsmuster in der SDS-PAGE-Analyse der CP-
Experimente. Einzig die schwachen Banden im Bereich von 10 bis 20 kDa sind nach einer
Inkubationszeit von 132 h reproduzierbar nicht mehr sichtbar.

Die densitometrische Analyse ergibt nach einer Inkubationsdauer von 24 h einen Mittelwert
von 102.6 £ 0.5 %, nach48 hvon 94.7 + 2.3 % und nach 132 hvon 87.2 + 0.4 %. Insgesamt
nahm die Wiederfindung innerhalb einer Inkubationsdauer von 132 h um 15.5 % ab.
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Tab. 5.2 fasst die verwendeten Faktoreinstellungen sowie die Ergebnisse der densito-
metrischen SDS-PAGE-Analyse zusammen.

Tab. 5.2: Faktoreinstellungen und Ergebnisse der D1M1-His-Stabililitatsstudie

Faktoreinstellung Wiederfindung Res
N; pHL [-] CsaitL [M] 9L [°C] 24 h 48 h 132 h
N1 4.0 0.10 5 97.9 89.1 98.1
N2 9.0 0.10 5 94.1 82.8 0.0
N3 4.0 1.00 5 101.1 89.0 98.4
N4 9.0 1.00 5 100.0 86.0 94.7
N5 4.0 0.10 45 95.2 82.1 98.2
N6 9.0 0.10 45 93.8 88.6 100.4
N7 4.0 1.00 45 97.0 82.0 89.7
N8 9.0 1.00 45 98.9 83.6 95.9
N9 4.0 0.55 25 91.9 88.3 75.4
N10 9.0 0.55 25 107.2 95.9 0.0
6.5 0.10 25
N12 6.5 1.00 25 102.8 79.0 90.4
N13 6.5 0.55 5 102.2 94.2 100.5
N14 6.5 0.55 45 103.9 94.5 94.0
N15 6.5 0.55 25 103.1 94.9 86.8
N16 6.5 0.55 25 102.1 92.4 87.1
N17 6.5 0.55 25 102.5 97.0 87.5

Kennzeichnung: blau: Beispiele fir den Nachweis der Reproduzierbarkeit
grau: Experiment fir die statistische Auswertung ausgeschlossen

Fur die Auswertung des Zielproduktes D1M1-His wurde die Produktbande bei einem MWea
von 58.8 kDa betrachtet. Die Reinheit der Ausgangsproben Pp3 0 wurde mit 90.8 + 3.2 %
bestimmt und die Wiederfindung nach Gl. (4.8) berechnet.

Die erhaltenen sechs Datensatze der Wiederfindung aus den Stabilitatsstudien wurden der
statistischen Rohdatenanalyse nach Kap. 4.4 unterzogen.
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Der Boxplot in Abb. 5.8 verdeutlicht die Streuung der Messdaten innerhalb der Datensatze
anhand des Interquartilabstandes (IQR).
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Abb. 5.8: Boxplot der Datenséatze aus den Stabilitatsstudien. Die Abbildung veranschaulicht die
Ergebnisse der Wiederfindung zu den gewahlten Inkubationszeiten von 24 h (schwarz), 48 h (rot)
und 132 h (blau).

Die Streuung der Datensatze des Zielproteins P-D1M1 und damit der Wiederfindung Rp1+2
nimmt von 24 bis 132 h von 11.7 auf 45.8 % zu. Innerhalb der Rohdatensatze der Wieder-
findung des Zielproduktes D1M1-His Res ist der Streuungsbereich mit maximal 11.2 % nach
einer Inkubationsdauer von 132 h um das vier-fache geringer.

Tab. 5.3 fasst die Ergebnisse der statistischen Rohdatenanalyse zusammen.

Tab. 5.3: Zusammenfassung der statistischen Rohdatenanalyse der Stabilitatspriifung

Datensatz NV Ausreilder Median [%] IQR [%]
24 h nein - 90.7 11.7
Rp1+2 48 h nein - 82.8 18.5
132 h ja nein 37.7 45.8
24 h ja nein 100.6 6.6
Res 48 h ja nein 88.8 11.2
132 nein - 92.2 11.2
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Der Shapiro-Wilk-Test ergibt bei den Datensatzen der Wiederfindung des Zielproduktes
P-D1M1 nach einer Inkubationszeit von 132 h und fur die Wiederfindung von D1M1-His
nach einer Inkubationsdauer von 24 und 48 h eine Normalverteilung (NV). Die Anwendung
des Grubbs-Tests konnte keinen signifikanten Ausreier innerhalb der normalverteilten
Datensatze identifizieren.

Die Regressionsanalyse wurde fur das Produkt P-D1M1 mit dem normalverteilten Datensatz
nach einer Inkubationsdauer von 132 h durchgefuhrt und auf die weiteren Datensatze
Ubertragen.

Tab. 5.4 fasst die physikalischen Koeffizienten sowie die Gutekriterien der erstellten Modelle
zusammen.

Tab. 5.4: Ergebnisse der Modellbildung fiir die Stabilitiat des Zielproteins P-D1M1
Modell der Wiederfindung Rp1+2 nach

Modellfaktoren 24 h 48 h 132 h

ao 66.366 % 36.504 % -130.396 %

ai 9.960 % 16.754 % 71.942 %

a 41.574 %M 25.296 %M’ -62.053 %M’
physikalische as -2.388 %°C" -2.171 %°C" -4.813 %°C'
Koeffizienten  asq -0.811 % -1.267 % -5.169 %

az2 -29.136 %(M?)"  -12.469 %(M?)" 77.037 %(M?)"

ass 0.005 %(°C?)" -0.003 %(°C?)" 0.075 %(°C?)"

ais 0.223 %°C-" 0.241 %°C-" -0.001 %°C-"

R2 0.987 0.973 0.964

Q? 0.942 0.858 0.826
Gutekriterien  R2-Q? 0.045 0.115 0.138

MV 0.772 0.303 0.651

RP 0.985 0.996 0.976

Die Ubertragung des erstellten Modells nach einer Inkubationsdauer von 132 h auf die
Datensatze nach einer Inkubationszeit von 24 und 48 h zeigen ein unterschiedliches
Systemverhalten. Eine Prufung auf Glltigkeit der Modelle fir das Degradationsverhalten
des Zielproteins P-D1M1 fiel positiv aus, da die ermittelten KenngréRen (vgl. Tab. 4.2) den
aufgefUhrten Anforderungen entsprechen.

Die Interaktionen zwischen pH-Wert und Salzkonzentration sowie zwischen Salz-
konzentration und Lagertemperatur zeigen keinen Einfluss auf die Wiederfindung. Lediglich
der Interaktionsterm zwischen dem pH-Wert und der Lagertemperatur mit einem Regres-
sionskoeffizienten a1z von 0.223 bzw. 0.241 %°C-1 bei einer Inkubationsdauer von 24 und
48 h ist von hoher Bedeutung und darf in diesen Modellen nicht vernachlassigt werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 5.9 zeigt den jeweiligen Konturenverlauf der in Tab. 5.4 dargestellten Modelle und ver-
anschaulicht damit das Degradationsverhalten des Zielproteins P-D1M1 in den spezifischen
Lagerbedingungen.
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Abb. 5.9: Konturenverlaufe der Wiederfindung Rp1+ fiir das Zielprotein P-D1M1. a zeigt das
Modell nach einer Inkubationszeit von 24 h bei einer Lagertemperatur von 5 °C, b nach 24 h und
25 °C, e nach 24 h und 45 °C, d nach 132 h und 5 °C, e nach 132 h und 25 °C, f nach 132 h und
45 °C.

Die Konturenverlaufe zeigen den Abbau des Zielproduktes anhand des farblichen Verlaufes.
Augenscheinlich ist die Degradation des Malariavakzinkandidaten P-D1M1 stark abhangig
von der Lagertemperatur sowie der Inkubationsdauer. Eine vollstandige Vermeidung der
Abbaureaktion ist innerhalb des Versuchsraumes nicht moglich.

Hohe Temperaturen resultieren in einem beschleunigten Abbau des Zielproteins. Eine Sta-
bilisierung des Produktes scheint nach 24 h Inkubation ab einem pH-Wert pHL > 7 und einer
Salzkonzentration csai. > 0.4 M mdglich zu sein.

Bei einer Inkubationsdauer von 132 h ist ein stabilisierend wirkender pH-Wert zwischen 6
und 8 erkennbar, wobei Salzkonzentrationen csait. < 0.2 M oder csai. > 0.7 M scheinbar zu
einer Stabilisierung fihren (Abb. 5.9 d-f).
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Eine Regressionsanalyse fur das Zielprotein D1M1-His ist aufgrund der geringen Varianz in
den Rohdaten der Wiederfindung Res nicht mdglich (vgl. Abb. 5.8 und Tab. 5.3, IQR). Eine
Ubertragung des P-D1M1-Modells auf die Datenséatze der D1M1-His-Stabilitét resultierte in
nicht validen Modellen. Die Gutekriterien der Modellbewertung nach Tab. 4.2 wurden nicht
erflllt. Eine Vermutung hierfur ist der nicht spezifische und geringe Produktabbau des Ziel-
proteins D1M1-His, was fir die Stabilitdt des Malariavakzinkandidaten spricht.

Die Resultate sprechen dafur, dass eine Modellbildung fur das Degradationsverhalten des
Zielproteins P-D1M1 moglich ist. Das Zielprotein P-D1M1 unterliegt einer starken, spezi-
fischen Degradation, wohingegen der Abbau des Zielproteins D1M1-His nur im geringen
Male und unspezifisch erfolgt.

Diese Unterschiede im Degradationsverhalten kdnnen mdglicherweise durch eine nahere
Betrachtung der Ausgangsmaterialien der Proteine erklart werden. Das Zielprotein P-D1M1
wurde nach der Kultivierung durch Cu?*-IMAC aufgereinigt. Die Aufreinigung des Zielpro-
teins D1M1-His hingegen erfolgte mit Ni*-IMAC. Die Erkenntnis nach Faber et al. (2013),
dass mit Cu?*-IMAC eine ineffektive Abreicherung der Proteasen erfolgt, konnte daher auch
hier zutreffen. Fir eine tiefer reichende Untersuchung wird diese These in Kap. 5.2.4 weiter
diskutiert. Trifft diese Annahme zu und der Abbau von P-D1M1 ist proteolytisch bedingt, so
ist der Degradationsgrad mit der Proteaseaktivitat gleichzusetzen. Diese Erkenntnis wirde
wiederum bedeuten, dass eine Aufreinigung der Protease mit Cu?*-IMAC mdglich ist und
die Protease einen pH-Bereich 5.5 > pHL > 8.5 bevorzugt. Dieses Resultat wirde ebenfalls
die Ergebnisse von Martens (2014) bestatigen, in der die Wiederfindung des Zielproteins
D1M1-His ebenfalls untersucht wurde. Nach 72-stiindiger Inkubation in frischem Medium
sowie in Kulturiiberstand wurde fir eine Stabilisierung ein pH-Bereich von 5.5 < pHL < 7.5
identifiziert.

AbschlielRend ist zusammenzufassen, dass die SVP fur eine Anwendung bei der Durch-
fuhrung und Auswertung von Stabilitatsstudien geeignet ist. Eine Vorraussetzung fur die
Modellbildung ist eine messbare Degradation des zu untersuchenden Produktes. Wie
dargelegt, ist eine quantitativ erfassbare Varianz des Gutekriteriums noétig, um eine sta-
tistische Auswertung durchzufiihren. Daher sind die Wahl des Faktoreinstellungsbereiches
sowie die Definition eines oder mehrerer geeigneter CQAs als Schlisselelemente einer
erfolgreichen Studie anzusehen.

Fir die in dieser Arbeit untersuchten Malariavakzinkandidaten zeigte sich ein vorteilhaftes
Stabilitatsprofil des Proteins D1M1-His in wassrigen Puffersystemen, wobei der Grund fur
diesen Vorteil weitere Untersuchungen bedarf.
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5.1.3 Zusammenfassung und der Product Design Space

Die Stabilitat der herzustellenden Proteine spielt in der Entwicklung eines geeigneten
Reinigungsprozesses nach dem QbD-Konzept eine Ubergeordnete Rolle. Das Wissen uber
mdgliche Einflisse aulierer Faktoren, wie Prozess- und Lagertemperaturen oder der Lager-
dauer sowie den Einfluss von Prozessparametern wie pH-Wert oder Salzkonzentration auf
die Stabilitat der Proteine, ist grundlegend fir eine optimale Prozessauslegung.

Fir die vereinfachte Betrachtung der Ergebnisse aus den Stabilitatsstudien stellt Tab. 5.5
die kritischen Einflussfaktoren auf die Stabilitat der Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His dar.

Tab. 5.5: Kritische Einflussfaktoren auf die Stabilitdt der Zielproteine

Einflussfaktor Erkenntnis

Proteasen unterschiedliche Proteasen in den Kulturiberstanden
nachweisbar

pH-Wert pH-Bereich zwischen 5.5 und 8.5 stabilisierend

Salzkonzentration Salzkonzentrationen = 0.7 stabilisierend

Lagertemperatur 5 °C stabilisierend

Lagerdauer nur geringe Standzeiten mdglich

Die Stabilitatsbetrachtung der Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His zeigte eine ausgepragte
Degradation in den Kulturiberstanden. Nachgewiesen werden konnten proteolytische Akti-
vitaten in unterschiedlichen Molekulargewichtsbereichen der Zymogrammgele. Das
Degradationsverhalten kann quantitativ mit Hilfe der SDS-PAGE-Analyse sowie qualitativ
mit der SE-HPLC erfasst werden. Die Proteaseaktivitat in den Kulturiberstanden wird als
Uberaus kritisch eingestuft. Fir die Prozessentwicklung, genauer fur das Protein-capture,
bedeutet dies die Entwicklung eines zligigen Aufarbeitungsverfahrens mit einem effektiven
Abreicherungsschritt der Proteasen.

Fir die Prozessparameter pH-Wert und Salzkonzentration wurde ein stabilisierender
Bereich identifiziert (Tab. 5.5). Innerhalb dieses Bereiches kann eine Degradation der
Proteine durch mogliche Proteasen minimiert werden. Der Abbau kann jedoch nicht voll-
standig vermieden werden, weshalb die Entwicklung einer geeigneten Primarreinigung von
Ubergeordneter Bedeutung ist.

Zur gezielten Minimierung proteolytischer Degradation sind in dem Gesamtprozess
moglichst geringe Temperaturen zu wahlen. Langere Standzeiten sind zu vermeiden,
weshalb ein reibungsloser Prozessablauf von hoher Bedeutung ist.
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5.2 Untersuchung der IMAC im downscale-Verfahren
5.2.1 Analyse der statischen und dynamischen Bindungskapazitat

Die Vorauswahl eines adaquaten Adsorbermaterials und eines geeigneten Metall-
chelat-Komplexes wurde durch Bindungsstudien der Zielproteine erreicht. Eine
Adsorptionsstudie des Zielproteins D1M1-His (P3) an verschiedenen Adsorbern der IMAC
mit unterschiedlichen immobilisierten Metallionen ist in Abb. 5.10 dargestellt.
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—— Ni Sepharose™ Fast Flow

Abb. 5.10: Adsorptionsisothermen des Zielproteins D1M1-His an unterschiedlichen Metall-
chelat-Komplexen. Die Farben unterscheiden die Adsorptionsisothermen an den unterschiedlichen
Adsorbermaterialien und immobilisierten Metallionen. rot - Chelating Sepharose™ Fast Flow,
griin - Ni Sepharose™ Fast Flow, lila - IMAC Sepharose Fast Flow, schwarz - Streamline™ Chela-
ting. a Co?*-lonen, b Cu?*-lonen, ¢ Ni?*-lonen, d Zn?*-lonen.
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Die iterativ bestimmten Regressionsfunktionen nach Gl. (3.6) zeigen zunachst einen starken
Anstieg im Anfangsbereich und verlaufen anschlieend asymptotisch bis eine Annaherung
an ein Plateau erfolgt. Besonders im Steigungsverhalten zeigen die Isothermen starke
Unterschiede, was numerisch durch den Parameter Ko ausgedruckt wird (vgl. Anhang 7.3).
Innerhalb identischer Metallionen zeigen die Isothermen einen vergleichbaren Verlauf.
Dieses Verhalten lasst vermuten, dass die Bindungsaffinitat des Zielproteins stark von dem
verwendeten Metallchelat-Komplex abhangig ist.

Kobalt- und Nickelchelate (Abb. 5.10 a und c) zeigen eine ausgepragte, asymptotische
Annaherung an ein Plateau. Die kalkulierten Werte der Dissoziationskonstante Ko sind
vergleichbar gering, d. h. die Bindungsaffinitat zwischen dem Metallchelat-Komplex und
dem Zielprodukt ist als hoch einzuschatzen.

Die Regresssionsfunktionen der Kupfer- und Zinkchelate (Abb. 5.10 b und d) weisen keine
klare Annaherung an ein Plateau auf, wodurch die ermittelten Werte der maximalen
Bindungskapazitat Qprsmax_stat hdher erscheinen. Die Bindungsaffinitat scheint aufgrund der
erhohten Dissoziationskonstante Ko jedoch geringer zu sein.

FUr eine Vorauswahl des Adsorbermaterials sind die Parameter maximale Bindungs-
kapazitat Qrpsmax stat sowie die Dissoziationskonstante Ko zu betrachten. Das Material
Chelating Sepharose™ Fast Flow (rot) zeigt mit den verwendeten Metallchelaten aus Kobalt
Co?*, Kupfer Cu?*, Nickel Ni?* und Zink Zn?* die hochste maximale Bindungskapazitat. Die
geringste Dissoziationskonstante und damit scheinbar die hdchste Bindungsaffinitat zum
Zielprotein D1M1-His besitzt der IDA-Ni?*-Komplex des genannten Adsobers (Abb. 5.10 c,
rot).

Fiar einen Methodenvergleich zwischen der statischen und dynamischen Bestimmung der
maximalen Bindungskapazitat zeigt Tab. 5.6 eine Gegenuberstellung der ermittelten
Bindungskapazitaten.

Tab. 5.6: Gegeniiberstellung der ermittelten maximalen Bindungskapazitiaten

QPBmax_dyn
Adsorbermaterial QPBmax_stat QP3max_dyn QP3max_stat
Chelating Sepharose™  45.8 mgml-" 41.5 mgml’ 0.906
Ni Sepharose™ 33.7 mgml-" 28.3 mgml-! 0.840

Die Ergebnisse ergaben eine Abweichung von 9.4 bzw. 16 % zwischen der statisch und
dynamisch ermittelten maximalen Bindungskapazitat. Diese Differenzen resultieren mit
hoher Wahrscheinlichkeit aus dem behinderten Massentransport in das Porensystem des
Adsorbers im dynamischen System. Im statischen System kann durch den Massentransport
in das Porensystem des Adsorbermaterials eine hdhere Konzentration des Proteins an den
Liganden der stationaren Phase binden.
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Abb. 5.11 zeigt die Durchbruchskurven des Zielproteins D1M1-His an den Adsorbern Chela-
ting Sepharose™ Fast Flow (rot) und Ni Sepharose™ Fast Flow (griin) mit immobilisierten
Ni2*-lonen.
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Abb. 5.11: Durchbruchskurven des Zielproteins D1M1-His an Adsorbern der Ni**-IMAC. rot -
zeigt die DBK des Zielproteins D1M1-His an Chelating Sepharose™ Fast Flow, griin - an Ni Sepha-
rose™ Fast Flow, bei einer Flussrate Fysyc von 1 mimin-'.

Beide Graphen zeigen einen ahnlichen sigmoidalen Verlauf. Die berechnete maximale
Bindungskapazitat des dynamischen Systems Qpsmax_dyn nach Gl. (3.7) sowie die dyna-
mische Bindungskapazitat bei 5 % Durchbruch Qpz0.05_dyn nach Gl. (3.8) resultieren in einem
Unterschied von 32 %. Diese Differenz kann durch die Verwendung unterschiedlicher
Proteinkonzentrationen der Ausgangslésungen cps_o begrundet werden. Die Trennsaulen-
effizienz ist mit dem Faktor fc von 0.44 als identisch zu bewerten.

Die Ergebnisse der Bindungsstudie des Zielproteins D1M1-His ergaben einen Vorteil der
IMAC-Aufreinigung mit Hilfe des Adsorbermaterials Chelating Sepharose™ Fast Flow in
Kombination mit immobilisierten Ni2*-lonen. Eine Untersuchung der statischen maximalen
Bindungskapazitat des Zielproteins P-D1M1 mit verschiedenen Adsorbermaterialien und im-
mobilisierten Cu?*-lonen resultierte ebenfalls in einer vorteilhaften Aufreinigung mit Hilfe von
Chelating Sepharose™ Fast Flow.

Fur die Optimierungsprozedur der IMAC nach Kap. 4.7 wurde aus diesem Grund Chelating
Sepharose™ Fast Flow als ein geeignetes Adsorbermaterial ausgewahlt. Fir die Auf-
reinigung des Zielproteins P-D1M1 wurden Cu?*-lonen und fir das Zielprotein D1M1-His
wurden Ni?*-lonen immobilisiert.
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5.2.2 Optimierungspotential der IMAC

Das Optimierungspotential der IMAC-Aufreinigung durch die Variation der Einflussfaktoren
ist anhand der definierten Qualitatskriterien quantifizierbar. Abb. 5.12 zeigt hierzu die Chro-
matogramme und SDS-PAGE-Analyse ausgewahlter Screening-Experimente der
Optimierungsprozeduren.
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Abb. 5.12: Chromatogramme ausgewahlter Screening-Experimente. a zeigt den Absorptions-
verlauf des Versuches N12 (rot) und N13 (griin) der Screening-Experimente zur Optimierung der
Bindung des Zielproteins P-D1M1 an Chelating Sepharose™ Fast Flow mit immobilisierten Cu?*-
lonen. b veranschaulicht die Chromatogramme der Experimente N4 (rot) und N15 (griin) der
Versuchslaufe des Screenings zur Optimierung der Bindung des Zielproteins D1M1-His an Chelating
Sepharose™ Fast Flow mit immobilisierten Ni2*-lonen.
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Die Abbildung zeigt den Verlauf des Absorptionssignals Ac sowie die SDS-PAGE-Analyse
der Eluatsfraktionen e1 und e2. Versuchslaufe mit geeigneten Faktoreinstellungen der
IMAC-Aufreinigung sind griin gekennzeichnet. Das Chromatogramm mit ungeeigneten
Faktoreinstellungen der IMAC ist rot dargestellt. Abb. 5.12 a veranschaulicht Experimente
der P-D1M1-Aufreinigung und Abb. 5.12 b die Chromatogramme der D1M1-His-Aufreini-

gung.

Tab. 5.7 fasst die Parameter und Ergebnisse der Gutekriterien nach Gl. (4.14) und Gl. (4.15)
der in Abb. 5.12 dargestellten Experimente zusammen.

Tab. 5.7: Faktoreinstellungen und Giitekriterien ausgewahlter IMAC-Experimente
Faktor Einstellung Prie2c Yric Prie2c Yric
Abb. 5.12 a. N12 N13 N12 N13
pHc 8.5 6
CNaCIC 09 05 M
P-D1M1 Clmie1C 0 20 mM 38.0° 67.0° 82.0° 91.0°
Fvsac 25 2.5 mimin”
Fvsyc 0.5 0.5 mimin™
Abb. 5.12 b. N4 N15 N4 N15

pHc 95 55

CNaCIC 1.0 1.0 M
D1M1-His  Cimietc 5 40 mM 47.7 79.8 90.1 24.7

Fvsac 50 5.0 mimin

Cime2c 250 100 mM
* Angaben in %

In den Chromatogrammen ist deutlich eine Absorptionserhéhung bei einem Volumen von
40 ml zu erkennen. Die SDS-PAGE-Ergebnisse dieser Fraktionen (e1) zeigen lediglich
schwache Proteinbanden. Ab einem Volumen von 60 ml eluieren niedermolekulare
Substanzen von der Desalting-Saule und erzeugen eine Erhéhung des Absorptionssignals
bis zur Beendigung der Methode bei einem Volumen von a 132 ml bzw. b 174 ml. Von dem
genannten Volumen an wird die IMAC-Saule mit BB equilibriert. AnschlieRend erfolgt die
Probenaufgabe des Eluates e1, wodurch die Absorptionserhdhung bei einem Volumen von
a 174 ml bzw. b 225 ml erzeugt wird. Diese Erhdhung resultiert vermutlich durch unge-
bundene Proteine in der Eluatsfraktion e1 und wird im Chromatogramm als Durchbruch (bt)
gekennzeichnet. Nachfolgend wird die Saule mit BB gewaschen, wodurch schwach oder
unspezifisch gebundene Proteine aus der Saule entfernt werden. Um die Elution der ge-
bundenen Proteine einzuleiten, wurde eine isokratische Elution mit BE ab einem Volumen
von a 227 ml bzw. b 285 ml induziert.
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Die Intensitat der Absorptionserhndhung der Eluatsfraktion e2 bei einem Volumen von
a 235 ml bzw. b 290 ml zeigt ausgepragte Unterschiede. Bei der Elution des Zielproteins
P-D1M1 ist ein Unterschied der Absorptionsmaxima um Faktor 7 erkennbar (Abb. 5.12 a).
Die SDS-PAGE-Analyse der Eluatsfraktionen e2 des in rot gekennzeichneten Chromato-
gramms verdeutlicht die starke Verunreinigung dieser Fraktion.

Die Betrachtung der Eluatsfraktion e2 des Zielproteins D1M1-His fuhrt zu einer Differenz in
den Absorptionsmaxima von Faktor 9. Die Verunreinigungen sind ebenfalls in der dazuge-
horigen SDS-PAGE-Analyse deutlich zu erkennen.

Im Gegensatz zu den Eluaten e2 der in rot gekennzeichneten Chromatogramme zeigen die
in grin gehaltenen Eluate e2 nur geringe Nebenbanden in der SDS-PAGE. Dieses Ergebnis
zeigt sich ebenfalls in der densitometrischen Bestimmung der Produktreinheit Ppie2c
(vgl. Tab. 5.7).

Die Produktreinheit konnte durch Variation der Faktoren von a 38.0 auf 82.0 % bzw. b 47.7
auf 90.1 % erhdht werden. Die Ausbeute Ypic des Zielproteins P-D1M1 wurde durch die
gewahlten Faktoreinstellungen ebenfalls positiv beeinflusst. Ein Anstieg von 67.0 auf 91.0 %
konnte nachgewiesen werden. Bei der Ausbeute des Produktes D1M1-His Ypsc kam es zu
einer Reduktion von 79.8 auf 24.7 %.

Die prasentierten Ergebnisse zeigen das Optimierungspotential der chromatographischen
Aufreinigung durch die gewahlten Variationen der Faktoreinstellungen zusammengefasst in
Tab. 5.7.

Die Identifikation kritischer Einflussfaktoren der IMAC-Aufreinigung sowie die mathe-
matische Beschreibung der Faktoreinflisse auf die Qualitatskriterien und die damit verbun-
dene Ermittlung eines optimalen Arbeitspunktes nach Kap. 4.7 werden im nachfolgenden
Kapitel vorgestellt.
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5.2.3 Ermittlung des optimalen Arbeitspunktes mit Hilfe der SVP

Die Ermittlung kritischer Prozessparameter sowie die Bestimmung eines optimalen Arbeits-
punktes der chromatographischen Aufreinigung mit Hilfe der IMAC stehen im Mittelpunkt
des vorliegenden Kapitels.

Im Folgenden werden fir die Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His jeweils eine Optimierungs-
prozedur mit einem Screening nach kritischen Prozessparametern, eine Optimierung mit
Ermittlung des optimalen Arbeitspunktes sowie ein Robustheitstest zur Validierung des fest-
gelegten Arbeitspunktes nach Kap. 4.7 vorgestellt.

Zu Beginn der Analyse steht die Prufung der Rohdaten. Die ermittelten Qualitatskriterien
Reinheit des Produktes Prie2c und Ausbeute des Prozesses Ypic werden auf Eignung fur
eine statistische Analyse betrachtet.

Der in Abb. 5.13 gezeigte Boxplot demonstriert die Streuung der kalkulierten Qualitatskrite-
rien Reinheit des Zielproduktes P-D1M1 (schwarz) und Ausbeute der Aufreinigung (rot) der
Teilschritte Screening, Optimierung und Robustheitstest der Optimierungsprozesdur.
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Abb. 5.13: Boxplot der Rohdaten aus der IMAC-Optimierungsprozedur von P-D1M1. Die Ab-
bildung veranschaulicht die Streuung der Ergebnisse der Qualitatskriterien Reinheit des Zielproteins
P-D1M1 Ppie2c (schwarz) und der Ausbeute Ypic (rot) flr die durchgefiihrten Schritte Screening,
Optimierung und Robustheitstest.

Der dargestellte Boxplot zeigt die Messwertverteilung der Datensatze des Screenings, der
Optimierung und des Robustheitstestes. Bei der Interpretation ist zu beachten, dass die
Schritte der Optimierungsprozedur aufeinander aufbauend durchgefuhrt wurden. Nach
jedem Schritt der Prozedur erfolgten eine Regressionsanalyse sowie eine Beurteilung der
erstellten Modelle.
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Tab. 5.8 fasst die Rohdatenanalyse der Optimierungsprozedur fir das Zielprotein P-D1M1
zusammen.

Tab. 5.8: Rohdatenanalyse — Optimierungsprozedur IMAC des Zielproteins P-D1M1

Datensatz Gutekriterium NV Ausreiller Median [%] QR [%]
Screening Reinheit ja nein 59.0 49.0
Ausbeute nein - 59.0 271
Optimierung Reinheit ja nein 78.0 10.0
Ausbeute ja nein 54.0 18.0
Robustheitstest Reinheit ja nein 75.7 2.4
Ausbeute ja nein 57.9 4.7

Der generierte IQR sinkt im Verlaufe der Prozedur vom Screening mit 49.0 bzw. 27.1 %
uber die Optimierung mit 10.0 bzw. 18.0 % bis hin zum Robustheitstest mit 2.4 bzw. 4.7 %.
Der Grund fur die geringer werdende Streuung der Messwerte ist die Einschrankung des
Untersuchungsraumes vom Screening Uber die Optimierung zum Robustheitstest. Die
Ubersicht der Boxplots verdeutlicht dariiber hinaus die Tendenz der Qualitatskriterien zum
oberen Quartil der Experimente des Screenings, was einer geeigneten Auslegung der
Optimierungsprozedur und damit des IMAC-Prozesses entspricht. Mit Ausnahme des
Datensatzes der Ausbeute aus dem Screening lagen die Messwerte normalverteilt vor. In
den Datensatzen konnte zudem kein Ausreil3er identifiziert werden.

Die Rohdatenanalyse der Aufreinigung des Zielproteins D1M1-His durch Ni?*-IMAC wird in
Tab. 5.9 dargestellt.

Tab. 5.9: Rohdatenanalyse — Optimierungsprozedur IMAC des Zielproteins D1M1-His

Datensatz Gutekriterium NV Ausreil’er Median [%] IQR [%]
Screening Reinheit nein - 7.7 28.5
Ausbeute ja nein 48.9 42.5
Optimierung Reinheit nein - 86.8 4.9
Ausbeute ja jal N7 46.3 9.4
Robustheitstest Reinheit ja nein 87.0 3.1
Ausbeute ja nein 65.5 7.0
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die Messwertverteilung veranschaulicht der Boxplot der Datensatze aus dem Screening,
der Optimierung und des Robustheitstestes der D1M1-His-Aufreinigung in Abb. 5.14.
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Abb. 5.14: Boxplot der Rohdaten aus der IMAC-Optimierungsprozedur von D1M1-His. Die Ab-
bildung veranschaulicht die Streuung der Ergebnisse der Qualitatskriterien Reinheit des Zielproteins
D1M1-His Pp3eoc (schwarz) und der Ausbeute Ypsc (rot) flr die durchgeflihrten Schritte Screening,
Optimierung und Robustheitstest.

Aufgrund der Einschrankung des Versuchsraumes nimmt die Streuung der Messwerte vom
Screening, mit einem IQR von 28 bzw. 42.5 %, zur Optimierung mit 4.9 bzw. 9.4 % stark ab.
Die Datensatze der Produktreinheit und der Ausbeute zeigen eine Optimierung der Quali-
tatskriterien in Richtung des oberen Quartils der Screening-Experimente, was ebenfalls fur
eine geeignete Auslegung der Experimente und des Aufreinigungsprozesses spricht.

Eine NV der Messwerte innerhalb der Datensatze der Reinheit des Screenings sowie der
Optimierung war nicht gegeben. Zudem ist eine Haufung der Messwerte an den Grenzen
des oberen Quartils der Produktreinheit zu erkennen. Dies kann gleichermalen als ein
Indiz fUr nicht normalverteilte Messwerte gewertet werden. Das Ergebnis der Ausreil3er-
prufung nach Grubbs identifizierte in dem Datensatz der Ausbeute in der Optimierung einen
Ausreiler. Das Experiment N7 wurde dennoch in der Modellbildung verwendet, da hiermit
eine Verbesserung der Modellgute erzielt werden konnte.

Die Regressionsanalyse nach Kap. 4.7.6 wurde mit normalverteilten Datensatzen durch-
gefuhrt. Die erstellten Modelle wurden anschliellend auf die nicht normalverteilten Daten-
satze projiziert.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 5.15 zeigt die Konturenverlaufe der erstellten Interaktionsmodelle im definierten Ver-

suchsraum der Screening-Experimente.
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Abb. 5.15: Konturenverlauf der IMAC Screeningmodelle mit Auslegung des Optimierungsbe-
reiches. Konturenverlaufe der erstellten Screeningmodelle des Gltekriteriums a Produktreinheit P-
D1M1 Pp1e2c, b Produktreinheit D1M1-His Ppseoc, € Ausbeute des Zielproteins P-D1M1 Ypic sowie
d D1M1-His Ausbeute Ypsc. Das schwarze Rechteck begrenzt den Faktoreinstellungsbereich der
Optimierung. Schwarze Kreise stellen die Experimente der Optimierung dar. Der rote Kreis kenn-
zeichnet die mit der Optimizer-Funktion ermittelten optimalen Faktoreinstellungen. Die Rauten
markieren die Faktoreinstellungen der CP-Experimente der Optimierung. Zur Visualisierung der
Konturplots des Produktes P-D1M1 wurde die Flussrate bei Probenaufgabe Fvsac und des Systems

Fvsyc auf 1 mimin- festgelegt.
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Ein lineares bzw. Interaktionsmodell ist einzig in der Lage, Tendenzen in Richtung optimaler
Faktoreinstellungen aufzuzeigen.

Der Konturverlauf der Produktreinheit (Abb. 5.15 a und b) zeigt eine Erhdhung der Reinheit
bei Verwendung einer hoheren Imidazolkonzentrationen cimie1c. Tendenziell begunstigt ein
héherer pH-Wert die Reinheit des Zielproteins P-D1M1. Im Gegensatz dazu scheint die
Reinheit von D1M1-His bei geringeren pH-Werten erhoht zu sein.

In dem gewahlten Versuchsraum von 0 bis 20 mM verbessert eine hohere Konzentration an
Imidazol die Ausbeute von P-D1M1. Eine geringe Imidazolkonzentration im Untersuchungs-
bereich von 5 bis 40 mM steigert dahingegen die Ausbeute des Proteins D1M1-His.

Eine erhdhte Ausbeute an P-D1M1 kann bei niedrigem pH-Wert erreicht werden. Im Unter-
schied hierzu scheint eine Steigerung der Ausbeute von D1M1-His bei hdherem pH-Wert
madglich zu sein (Abb. 5.15 c und d).

Der in Abb. 5.15 rot gekennzeichnete Datenpunkt zeigt die berechneten optimalen
Faktoreinstellungen nach der Nelder-Mead-Simplexmethode anhand der erstellten
Screeningmodelle. Diese Methode ist besonders zur Optimierung mehrerer Gutekriterien
geeignet, da eine Optimierung in diesem Fall immer einen Kompromiss darstellt. Diese
ermittelten Faktoreinstellungen wurden bei der Auslegung der Optimierung als das Experi-
ment mit den normierten Faktoreinstellungen +1 und +1 festgelegt.

Tab. 5.10 fasst die KenngroRen der Beurteilung der Screeningmodelle zusammen.

Tab. 5.10: KenngroBen der IMAC-Screeningmodelle

P-D1M1 D1M1-His
Kenngrolde Reinheit Ausbeute Reinheit Ausbeute
R? 0.955 0.958 0.390 0.761
Q2 0.869 0.903 0.156 0.601
R2-Q? 0.086 0.054 0.234 0.161
MV 0.559 0.812 -0.071 0.672
RP 0.985 0.959 0.989 0.899

Die Anforderungen an ein geeignetes Modell nach Tab. 4.2 werden mit Ausnahme der
D1M1-His-Reinheit erfullt. Das erstellte lineare Modell der Produktreinheit von D1M1-His
kann die Realitat nicht ausreichend beschreiben. Auffallig bei der Regressionsanalyse des
Modells ist die verbesserte Gute bei Addition eines quadratischen Terms der Imidazolkon-
zentration oder des pH-Wertes. Der Einfluss kénnte durch die Erweiterung des
teilfaktoriellen Versuchsplanes zu einem zentral zusammengesetzten Versuchsdesign
weiter untersucht werden. Die Screeningmodelle werden in dieser Arbeit jedoch aus-
schlieB3lich fur die Identifikation und Bewertung kritischer Prozessparameter sowie fur eine
Einschrankung des Versuchsraumes verwendet. Aus diesem Grund wurde eine weitere
Analyse des Modells ausgeschlossen.

92



5 Ergebnisse und Diskussion

Die Bewertung der Faktor-Signifikanz der P-D1M1 Aufreinigung nach Tab. 4.7 fasst
Tab. 5.11 zusammen.

Tab. 5.11: Signifikanz der untersuchten Faktoren auf die Giitekriterien von P-D1M1

Einzelfaktor Interaktion
Gutekriterium Faktor Signifikanz Term Signifikanz
pHc + X X
CNaCIC X X X
Reinheit Ppie2c  Cimie1c +++
Cimie1c"Fvsac -
Fvsac -
Fvsyc + Fvsyc-Fvsac +
pHc - pHc:Cimietc --
CNacCIC X X X
Ausbeute Yric Cimie1C ++
Cimie1c*Fvsac -
Fvsac -
Fvsyc X X X

Die Imidazolkonzentration cimietc konnte als Faktor mit der héchsten Signifikanz identifiziert
werden. Eine Erhéhung der Konzentration wirkte sich positiv auf beide Qualitatskriterien
aus. Zusatzlich konnte der Erhdhung des pH-Wertes pHc eine Signifikanz zugeschrieben
werden.

Die Flussrate bei Probenaufgabe Fvsac besal’ einen negativen Einfluss mit geringer Signifi-
kanz auf beide Gutekriterien. Die Flussrate bei Equilibrierung, Waschen und Elution Fvsyc
wirkte sich dahingegen ausschlie3lich schwach, positiv auf die Reinheit aus.

Durch die Verwendung eines teilfaktoriellen Versuchsplanes konnte die Interaktion der Fak-
toren Imidazolkonzentration und Flussrate bei Probenaufgabe Cimieic'Fvsac mit
einem geringen bis mittleren, negativen Einfluss auf die Reinheit von P-D1M1 sowie auf die
Ausbeute des IMAC-Prozesses nachgewiesen werden. Die Interaktion der Flussrate bei
Probenaufgabe und des Systems Fvsyc-Fvsac besall einen schwach, positiven Effekt auf die
Produktreinheit. Ein negativer Einfluss der Interaktion des pH-Wertes und der Imidazolkon-
zentration pHc-cimietc auf die Ausbeute mit einer mittleren Signifikanz konnte nachgewiesen
werden.

Ein Einfluss der Salzkonzentration cnacic im Untersuchungsbereich der Screening-
Experimente konnte ausgeschlossen werden.
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Tab. 5.12 fasst die Bewertung der Einflussfaktoren fur die IMAC Aufreinigung des Ziel-
proteins D1M1-His zusammen.

Tab. 5.12: Signifikanz der untersuchten Faktoren auf die Giitekriterien von D1M1-His

Einzelfaktor Interaktion
Gutekriterium Faktor Signifikanz Term Signifikanz
pHc - X X
CNaCIC X X X
Reinheit Ppse2c  Cimietc ++ X X
Fvsac X X X
Cimie2C X X X
pHc ++ pHc:Cimietc --
CNaCIC X X X
Ausbeute Ypac Clmie1C -- X X
Fvsac X X X
Cimie2C X X X

Als positiver Einflussfaktor mit einer mittleren Signifikanz auf die Reinheit des Zielproteins
D1M1-His wurde ebenfalls die Imidazolkonzentration cimietc identifiziert. Auf die Ausbeute
des Produktes D1M1-His konnte zusatzlich ein positiver Einfluss des pH-Wertes pHc mit
einer mittleren Signifikanz sowie ein negativer Einfluss der Interaktion zwischen dem pH-
Wert und der Imidazolkonzentration pHc-cimieic mit einer gering einzuschatzenden Signifi-
kanz nachgewiesen werden.

Der Einfluss der Salzkonzentration cnacic konnte ausgeschlossen werden und wurde aus
diesem Grund in der Optimierungsphase nicht weiter betrachtet.

Die Einschrankung des Versuchsraumes sowie die Ermittlung der optimalen Faktorein-
stellung erfolgten anhand der erstellten Screeningmodelle mit einer minimalen Anforderung
an die Reinheit sowie Ausbeute von 60 %. Die sich daraus ergebenden Faktoreinstellungs-
bereiche der Optimierung sowie eine Risikobewertung der kritischen Prozessparameter sind
in Tab. 5.13 zusammengefasst.

Aufgrund des nur geringfugigen Einflusses der System-Flussrate wurde eine konstante
FlieRmittelgeschwindigkeit von 1.5 mimin-! fir die Optimierungsversuche festgelegt. Die
Salzkonzentration cnacic wurde zur Stabilisierung des Proteins auf den geforderten Minimal-
wert von 0.7 M eingestellt (vgl. Tab. 5.5).

Die Experimente der Optimierung des Zielproteins D1M1-His wurden bei einer konstanten
Flussrate von 5 mimin-' durchgefiihrt. Durch die Anwendung der maximal méglichen Fluss-
rate konnte die Aufreinigung um den Faktor 10 in Bezug auf den Minimalwert von 0.5 mimin-
' beschleunigt werden.
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Die Salzkonzentration cnacic wurde zur Stabilisierung auf 0.4 M eingestellt. Eine Kostenmi-
nimierung konnte durch die Reduktion der Imidazolkonzentration im Elutionspuffer Cimie2c
auf 100 mM erreicht werden. Tab. 5.13 fasst die Einstellungsbereiche der kritischen Ein-
flussfaktoren sowie die Risikobewertung des Einflusses der Faktoren zusammen.

Tab. 5.13: Faktoreinstellungsbereiche und Risikobewertung — IMAC-Optimierung

Einflussfaktor Min  Max Risikobewertung*
P-D1MA1

pH-Wert (pHc) 6.25 7.25 ++
Imidazolkonzentration (Cimie1c) 8 16 mM +++
Flussrate Probe (Fvsac) 0.5 1.0 mimin”’ +
D1M1-His

pH-Wert (pHc) 55 95 ++
Imidazolkonzentration Bindung (Cimie1c) 50 40.0 mM ++

*Bewertungssystem: + schwacher Einfluss
++  mittlerer Einfluss
+++ starker Einfluss

Die Experimente der Optimierung wurden nach Kap. 4.7.4 mit dem in Kap. 4.7.3 vorge-
stellten Versuchsplan durchgeflhrt. AnschlieRend erfolgte die Rohdatendatenanalyse der
Datensatze (vgl. Abb. 5.15 und 5.16, Tab. 5.8 und 5.9).

Das erstellte Regressionsmodell der Reinheit des Zielproteins P-D1M1 Ppie2c,

P..,c =— 3.470 + 0.606 - pH, + 0.132 - ¢,...c + 2.400 - Fye,c

(5.1)
- 0.370 - pHC FVSaC - 0.017 - pHC Cimietc

spiegelt den linearen Einfluss der Faktoren pH-Wert, Imidazolkonzentration und Flussrate
bei Probenaufgabe wieder. In dem verkleinerten Untersuchungsraum zeigt sich zudem eine
Interaktion des pH-Wertes mit der Flussrate und der Imidazolkonzentration. Der Inter-
aktionsterm der Flussrate und Imidazolkonzentration besitzt in dem eingeschrankten
Versuchsraum keine Signifikanz.

Die P-D1M1 Ausbeute Ypic,

Yoic =—5.290 + 1.486 - pH. + 0.312 - ¢, ,;.ic + 0.589 - Foc
-0.344 - pH.- F,g,c — 0.020 - pH; - € ieic — 0.061 - Fig.c* Cinieic (5:2)
-1.486 - pHZ — 0.006 - ¢ .. + 0.676 - Fl...,
kann durch die linearen und quadratischen Einflisse des pH-Wertes, der Imidazolkon-
zentration und der Flussrate bei Probenaufgabe sowie den Interaktionstermen der Flussrate
mit dem pH-Wert und der Imidazolkonzentration sowie der Interaktion des pH-Wertes mit
der Imidazolkonzentration beschrieben werden.
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Das erstellte Regressionsmodell der D1M1-His Reinheit Ppse2c,
P.,.,c = 0.676 + 0.002 - pH.+ 0.024 - ¢ .. — 0.001 - ¢ ., (5.3)

beschreibt den linearen Einfluss der Imidazolkonzentration und des pH-Wertes sowie einen
quadratischen Zusammenhang der Imidazolkonzentration.

Die Ausbeute von D1M1-His Yepac,

Yose = — 2.393+ 0.771 - pH. - 0.050 - c,, .
— 0.045 - pH? - 0.002 - ¢?

Imie1C?

(5.4)

wird durch die linearen und quadratischen Terme des pH-Wertes und der Imidazolkonzent-
ration beschrieben.

Abb. 5.16 zeigt die response surface- und sweet spot-Plots der vorgestellten Modelle der
Optimierung.
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Abb. 5.16: Response surface- und sweet spot-Plot der Optimierung zur Aufreinigung der Ziel-
proteine P-D1M1 und D1M1-His mit Hilfe der IMAC. a zeigt die Optimierung des Zielproteins
P-D1M1. b veranschaulicht die Resultate der Optimierung des Produktes D1M1-His. In schwarz
dargestellt ist die Produktreinheit Ppicoc. Die rote Flache zeigt die Ausbeute des Prozesses Ypic. In
der x-y-Ebene ist der sweet spot-Plot zu erkennen. Die in blau gekennzeichnete Flache veran-
schaulicht den Bereich, in dem keines der Optimierungskriterien erfullt ist. Dunkelgrin demonstriert
den Bereich, in dem ein Kriterium erfillt wird. In dem hellgriin gekennzeichneten Bereich werden
beide Optimierungskriterien erfullt. Optimierungskriterien:  a. Ppieac > 70 %, Ypic > 70 %;
b. Ppseoc > 86 %, Ypsc > 48 %. Das schwarze Rechteck begrenzt den Faktoreinstellungsbereich des
Robustheitstestes. Schwarze Kreise stellen die Experimente des Robustheitstestes dar. Die Fluss-
rate bei Probenaufgabe Fysac wurde fiir die Darstellung a. auf 0.75 mimin- festgelegt.

Die Uberschneidungsflache der Qualitatskriterien der IMAC Aufreinigung von P-D1M1 ist

deutlich zu erkennen (Abb. 5.16 a.). Der gegenlaufige Verlauf der Qualitatskriterien zeichnet
sich hingegen bei der Aufreinigung des Produktes D1M1-His nur im geringen Mal3e ab.
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Die KenngroRen zur Beurteilung der Optimierungsmodelle fasst Tab. 5.14 zusammen.

Tab. 5.14: KenngroBen der IMAC-Optimierungsmodelle

P-D1M1 D1M1-His
Kenngrolle Reinheit Ausbeute Reinheit Ausbeute
R? 0.894 0.968 0.930 0.957
Q2 0.736 0.770 0.845 0.817
R2-Q? 0.158 0.198 0.085 0.140
MV 0.700 0.629 0.353 0.691
RP 0.935 0.975 0.991 0.966

Die Anforderungen an ein geeignetes Modell nach Tab. 4.2 werden im vollen Umfang erfullt.
Die erstellten Modelle konnen somit fur eine prazise Voraussage weiterer Experimente
genutzt werden.

Far die Ermittlung optimaler Faktoreinstellungen zur Aufreinigung von P-D1M1 wurden die
Optimierungskriterien Produktreinheit Prie2c >70 % und Ausbeute Ypic > 70 % festgelegt.
Die Optimierungskriterien der Aufreinigung von D1M1-His wurden fur die Produktreinheit
Rp3se2c mit > 48 % und mit > 86 % flUr die Ausbeute Ypsc gewahlt. Innerhalb des sich daraus
resultierenden Bereiches befindet sich das ermittelte Optimum der Faktoreinstellungen
(Abb. 5.16, hellgriiner Bereich).

Die mit der Optimizer-Funktion bestimmten Faktoreinstellungen der kritischen Prozess-
parameter sowie die Einstellungen der nicht signifikanten Faktoren sind in Tab. 5.15
zusammengefasst.

Tab. 5.15: Faktoreinstellungen des optimalen Arbeitspunktes der IMAC-Aufreinigung

Einflussfaktor Optimum
P-D1M1

pH-Wert (pHc) 6.4
Imidazolkonzentration (Cimie1c) 13 mM
Flussrate Probe (Fvsac) 0.75 mlmin’
Salzkonzentration (cnacic) 0.7 M
Flussrate System (Fvsyc) 1.5 mimin’
D1M1-His

pH-Wert (pHc) 8.5
Imidazolkonzentration Bindung (Cimie1c) 12 mM
Salzkonzentration (cnacic) 0.40 M
Flussrate Probe (Fvsac) 5.00 mimin*
Imidazolkonzentration Elution (Cimie2c) 100 mM
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Die Faktoreinstellungen des optimalen Arbeitspunktes wurden als CP-Experimente des
Robustheitstestes festgelegt. Innerhalb des Robustheitstestes wurde der pH-Wert um + 0.1
Einheiten und die Imidazolkonzentration Cimietc um £ 1 mM variiert.

Im Untersuchungsbereich des Robustheitstestes ergab sich kein signifikanter Einfluss der
Faktoren auf die Qualitatskriterien des Prozesses. Der Streuungsbereich ist anhand des
IQR als gering zu bewerten (vgl. Tab. 5.8 und 5.9). Innerhalb des definierten Bereiches kann
daher eine robuste Aufreinigung der Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His gewahrleistet
werden.

Gesamt betrachtet ist der Einfluss der Faktoren im Untersuchungsbereich der Aufreinigung
von D1M1-His mit Ni?*-IMAC im Gegensatz zur Cu?*-IMAC Aufreinigung von P-D1M1 als
gering einzuschatzen. Dieses Verhalten zeigt sich in der Boxplot-Darstellung anhand der
geringen Streuung der Messwerte sowie in der Signifikanz-Analyse der Einflussfaktor
anhand der Screeningmodelle.

Mit Hilfe der Optimierungsprozedur konnte die Reinheit von P-D1M1 auf 75.7 + 2.4 % und
die Ausbeute der Cu?*-IMAC auf 57.9 +4.7 % gesteigert werden. Die optimierte Auf-
reinigung durch Ni?*-IMAC fiihrte zu einer Reinheit von D1M1-His von 87.0 + 3.1 % und zu
einer Ausbeute von 65.5 £ 7.0 %.
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5.2.4 Proteolytische Aktivitdt nach Cu?*- und Ni?*-IMAC

Die Stabiltatsbetrachtungen der Zielproteine zeigten ein unterschiedliches Degradations-
verhalten in den Kulturiberstanden und in wassrigen Puffersystemen (Kap. 5.1). Die Er-
gebnisse lassen vermuten, dass der Grund flr die Stabilitat des Proteins D1M1-His auf der
Verwendung unterschiedlicher Metallchelat-Komplexe beruht.

Auf dieser Grundlage wurde der jeweilige Kulturiiberstand mit Zielprotein einer Aufreinigung
durch die in Kap. 4.8 beschriebene downscale-IMAC mit jeweils komplexierten Cu?*- und
Ni**-lonen unterzogen. AnschlieBend erfolgte die Analyse der Eluatsfraktionen mit
SDS-PAGE, Zymographie und SE-HPLC.
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Abb. 5.17: P-D1M1 und D1M1-His-Aufreinigung mit Cu?*- bzw. Ni?*-IMAC und Analyse der
Eluatsfraktionen. a P-D1M1-Aufreinigung durch IMAC mit immobilisierten Cu?*-lonen (blau) und
Ni2*-lonen (griin). b SDS-PAGE und Zymogramm der Ausgangsprobe P-D1M1 (schwarz) und der
Eluatsfraktion der Cu?*-IMAC (blau). ¢ D1M1-His-Aufreinigung durch IMAC mit immobilisierten Cu?*-
lonen (blau) und Ni?*-lonen (griin). d SDS-PAGE und Zymogramm der Ausgangsprobe D1M1-His
(schwarz) und der Eluatsfraktion der Cu?*-IMAC (blau).
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Abb. 5.17 a zeigt das Chromatogramm der Aufreinigung des Proteins P-D1M1 mit immo-
bilisierten Cu?*-lonen (blau) und Ni?*-lonen (griin). Die Absorptionserhéhung bei Aufgabe
der Ausgangsprobe in dem Volumenbereich von 2 ml bis 40 ml resultiert aus ungebundenen
Substanzen des Kulturtiberstandes. Die Differenz der maximalen Hohe betragt 32 mAU.
Der Abfall des Absorptionssignals ab einem Volumen von 40 ml bis 45 ml folgt aus der
Umstellung der FlieRmittels auf BB. In dieser Phase werden unspezifisch gebundene
Proteine aus der Saule ausgewaschen. Ab einem Volumen von 60 ml wurde die Stufen-
elution (25 %, 45 %, 65 % und 100 % BE) fir jeweils 5 CV durchgefiihrt. Deutlich ist der
Absorptionspeak der Cu?*-IMAC (blau) bei einem Volumen Vc von 61.4 ml mit einer maxi-
malen Hohe von 862 mAU zu erkennen. Der Elutionspeak der Ni2*-IMAC (griin) ist mit einer
maximalen Hohe von 60 mAU um den Faktor 14 geringer.

Die Differenz kann durch die lokale Anordnung der zur Bindung nétigen Aminosaurereste
an der Oberflache von P-D1M1 erklart werden (vgl. Kap. 3.2.4.1). Eine Bindung an Ni?*-
Chelatkomplexen erfordert eine Abfolge von mind. zwei aufeinanderfolgenden Histidinen in
der Primarstruktur des Proteins. Die Aminosauresequenz von P-D1M1 weist 20 Histidine
auf, wovon acht in der Prodoméane des Proteins lokalisiert sind. Dabei liegen die Histidine
der Prodomane jedoch nicht in direkter Abfolge vor, so dass eine Bindung an Ni?*-Chelat-
komplexen als unwahrscheinlich zu betrachten ist. Die Bindung geringer Mengen kann
entweder durch unspezifische Wechselwirkungen mit dem Adsorbermaterial oder durch
nicht korrekte Faltung des Proteins und damit der Lokalisation zweier Histidine an der Ober-
flache des Proteins erklart werden.

Die SDS-PAGE-Analyse der Ausgangsprobe und der Eluatsfraktion der Cu?*-IMAC weisen
eine deutlich zu erkennende Bande bei einem MWca von 76 kDa auf (Abb. 5.17 b). Die
Zymogrammgele der Proben weisen zwei deutlich zu erkennende Bereiche mit proteolyti-
scher Aktivitat auf. Die Intensitat scheint in der Eluatsfraktion gegenuber der Ausgangsprobe
erhoht zu sein, was fur eine gleichzeitige Bindung und damit Aufkonzentrierung der
Proteasen spricht.

Abb. 5.17 c veranschaulicht das Chromatogramm der D1M1-His-Aufreinigung mit immobili-
sierten Cu?*-lonen (blau) und Ni?*-lonen (griin). Der Durchbruch bei einem Volumen von
2 bis 40 ml zeigt einen identischen Verlauf im Anfangsbereich. Bei einem Volumen von
22 ml steigt die Absorption der Ni2*-IMAC weiter leicht an, wohingegen die Absorption der
Cu?*-IMAC leicht abflacht. Das Auswaschen unspezifisch gebundener Proteine wurde fiir
10 CV mit BB durchgefihrt. Die Stufenelution wurde bei einem Volumen von 50 ml einge-
leitet. Der Elutionspeak bei einer Konzentration des Elutionspuffers von 25 % zeigt einen
Unterschied in der maximalen Hohe von 289 mAU. Auffallig bei dem Elutionspeak der Cu?*-
IMAC ist das starke Tailing. Ein Grund fir dieses Verhalten kénnte eine Uberladung der
Saule sein.
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Die SDS-PAGE- und Zymographie-Ergebnisse zeigen die Ausgangsprobe und die Eluats-
fraktion der Cu?*-IMAC (Abb. 5.17 d.). Die Ausgangsprobe zeigt in der SDS-PAGE eine
Bande bei einem MWeca von 59.4 kDa. In der Eluatsfraktion liegt diese Bande deutlich auf-
konzentriert vor. Zusatzlich wird eine Proteinbande bei einem MWca von 24.5 kDa sichtbar,
die in der Ausgangsprobe nur schwach erkennbar vorliegt.

Die Molekulargewichtsbereiche der proteolytischen Aktivitat zeigen in den Zymogrammge-
len der Kulturuberstande deutliche Unterschiede. In der Eluatsfraktion des
Kulturiberstandes der P-D1M1-Fermentation kann eine proteolytische Aktivitat im
MW-Bereich der Ausgangsprobe nachgewiesen werden. Das Zymogramm der Eluatsfrak-
tion aus der Cu?*-IMAC des D1M1-His-Kulturiiberstandes zeigt dagegen keine
proteolytische Aktivitat. Proteasen scheinen hier keine Bindung mit dem Adsorbermaterial
einzugehen. In beiden Fallen zeigt die Ni>*-IMAC-Eluatsfraktion in den Zymogrammgelen
keine Aktivitat (Daten nicht gezeigt). Das unterschiedliche Bindungsverhalten der Proteasen
spricht fur die Existenz unterschiedlicher Proteasen in den Kulturtiberstanden.

Die SE-HPLC-Ergebnisse der Ausgangsproben (Abb. 5.18, schwarz) zeigen den typischen
Verlauf des Absorptionssignals der in Kap. 5.1.1 gezeigten Kulturiberstande vor Inkubation
(vgl. Abb. 5.3 a und b, schwarz).

Abb. 5.18 veranschaulicht die Analyse des Durchbruchs und der Eluatsfraktionen der Auf-
reinigung des P-D1M1-Kulturiberstandes. Die Chromatogramme der Eluatsfraktionen
zeigen einen Absorptionspeak bei einer Retentionszeit von 13.1 min. Die maximale Hohe
der Peaks unterscheidet sich zwischen der Cu?*- und Ni?*-IMAC um Faktor 20. Ein Vergleich
mit den Ergebnissen aus der SDS-PAGE-Analyse ermoglicht die Zuordnung des Peaks zum
Zielprotein P-D1M1.

a b
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Abb. 5.18: SE-HPLC- und SDS-PAGE-Analyse der P-D1M1-Aufreinigung mit Hilfe der
downscale-IMAC. Chromatogramme des Fermentationiberstandes JJJ1315 (schwarz), des Durch-
bruchs bei Probenaufgabe (rot) und der Eluatsfraktion (blau, grin). P-D1M1 Aufreinigung mit Hilfe
der a Cu?*-IMAC (blau), b Ni>*-IMAC (grun).
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Das Zymogramm zeigt in dem MW-Bereich des Zielproteins eindeutige proteolytische
Aktivitat, weshalb angenommen werden kann, dass der Absorptionspeak aus der Kombi-
nation der Absorption des Zielproteins und einer Protease resultiert. Zusatzlich weist das
Chromatogramm der Cu?*-IMAC-Eluatsfraktion einen Peak bei einer Retentionszeit von
10.2 min mit einer maximalen Hohe von 0.0213 AU auf. Dieser Peak kann nicht eindeutig
einer Proteinbande in der SDS-PAGE zugeordnet werden. Das Protein, welches diesen
Absorptionspeak verursacht, muss ein Molekulargewicht > 80 kDa besitzen, da die Reten-
tionszeit in der SE-HPLC um 2.9 min kurzer als die des Zielproteins P-D1M1 ist. In der SDS-
PAGE ist eine Bande mit geringer Intensitat bei einem kalkulierten Molekulargewicht von
156.9 kDa nachzuweisen. Diese Bande kann ein Hinweis auf eine Dimerisierung des Ziel-
proteins sein, da diese Bande in der reduzierten SDS-PAGE nicht sichtbar ist (Daten nicht
gezeigt). In dem Chromatogramm der Ni?*-IMAC ist dieser Peak nicht nachweisbar.

Fur eine weitere Untersuchung des nicht identifizierten Peaks im Chromatogramm wurden
EBA Cu?*-IMAC-Eluate, in denen nachweislich eine Degradation des Zielproduktes statt-
fand, mit Hilfe einer Ultra-/Diafiltration (MWCO = 30 kDa) um den Faktor 10 aufkonzentriert
und in den BB der downscale-IMAC Uberfiihrt. Das so erhaltene Ausgangsmaterial wurde
erneut mit Cu?*- und Ni?*-IMAC aufgereinigt und mit SDS-PAGE, Zymographie und
SE-HPLC analysiert.

Abb. 5.19 a veranschaulicht die Aufreinigung der degradierten Ausgangslésung mit immo-
bilisierten Cu?*-lonen (blau) und Ni?*-lonen (griin). Die Durchbruchspeaks bei einem
Aufgabevolumen von 4 bis 40 ml unterscheiden sich in ihrer maximalen Héhe um 39 mAU.
Die Absorptionserhéhung im Anfangsbereich des Durchbruchs der Ni2*-IMAC (griin) um ein
Volumen von 2 ml ist auf einen verbleibenden Rest an BB im Schlauch der Probenpumpe
zurlckzufiihren. Deutlich zu erkennen ist der Elutionspeak der Cu?*-IMAC bei einem
Volumen Vc von 52 ml. Die Peakform entspricht keiner Gaul3-Verteilung, weshalb die
Vermutung besteht, dass mehrere Substanzen mit unterschiedlichen Bindungsverhalten
diese Absorptionsanderung verursacht haben. Die isokratische Elution flhrte zu keiner
Absorptionsanderung bei einem Volumen von 50 bis 60 ml.

Die SDS-PAGE-Analyse (Abb. 5.19 b) zeigt die nicht reduzierte und reduzierte Form der
Ausgangsprobe sowie der Eluatsfraktion der Cu?*-IMAC. Diese zeigen ein unterschiedliches
Proteinmuster. Die Banden der nicht reduzierten Form sind klar gegenuber den Banden der
reduzierten Probe abgegrenzt. Dieses Verhalten spricht fur eine Ausbildung von definierten
Sekundarstrukturen tber Disulfid-Brickenbindungen. In der nicht reduzierten SDS-PAGE
der Eluatsfraktion ist keine Proteinbande zu identifizieren. Die reduzierte Form hingegen
zeigt eine klar definierte Bande bei einem MWca von 13.9 kDa. In diesem MW-Bereich ist
ebenfalls eine ausgepragte proteolytische Aktivitat im Eluat der Cu?*-IMAC nachweisbar.
Zusatzlich liegt in dem MW-Bereich um 40 kDa und 70 kDa proteolytische Aktivitat vor.
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Abb. 5.19: Aufreinigung degradierter P-D1M1-L6sung und Analyse der Aufreinigungsschritte
durch SDS-PAGE und SE-HPLC. a zeigt die Chromatogramme der Aufreinigung mit Hilfe Cu?*-
IMAC (blau) und Ni?*-IMAC (griin). b SDS-PAGE-Analyse der degradierten, aufkonzentrierten
P-D1M1-Ausgangslésung und der Eluatsfraktion der Cu?*-IMAC. r: Proben mit 2 % Mercapto-
ethanol reduziert ¢ SE-HPLC-Analyse der Cu?*-IMAC, d SE-HPLC-Analyse der Ni**-IMAC. Die
SE-HPLC-Chromatogramme zeigen die Ausgangslosung (schwarz), den Durchbruch bei Proben-
aufgabe (rot), das Eluat der Cu?*-IMAC (blau) und das Eluat der Ni*-IMAC (griin).
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Die SE-HPLC-Chromatogramme des Durchbruchs (Abb. 5.19 ¢ und d, rot) besitzen an-
nahernd einen identischen Verlauf wie die Chromatogramme der Ausgangsproben
(schwarz). Die Eluatsfraktion der Cu?*-IMAC (blau) zeigt drei eindeutig zu identifizierende
Peaks bei einer Retentionszeit von 10.3, 13.7 und 19.7 min. In der Eluatsfraktion der Ni2*-
IMAC (grin) ist hingegen kein Absorptionspeak ersichtlich.

AbschlieRend kann durch die gezeigten Analysen gezeigt werden, dass proteolytische
Aktivitat in der Elutionsfraktion der Cu?*-IMAC nachweisbar ist. Die verursachenden
Proteasen binden ausschlieflich an einen Cu?*-IDA-Komplex und gehen keine Bindung mit
Ni2*-IDA-Komplexen ein. Daraus ist abzuleiten, dass diese Proteasen mindestens eine
oberfachenstandige, bindungsfahige Aminosaure besitzen.

Boden et al. (1998) beschreiben die Anwendung der Cu?*-IMAC in Verbindung mit
molekularer Modellierung zur Lokalisation von Histidinresten an der Oberflache von Serin-
proteasen. Serinproteasen zeichnen sich durch eine katalytische Triade mit einer Abfolge
der Aminosauren Histidin, Serin und Asparaginsaure aus (lvan et al., 2009), wodurch eine
Bindung an den Cu?*-IDA-Komplex wahrscheinlich ist.

Eine weitere Einschrankung der von P. pastoris gebildeten Proteasen nach Tab. 3.2 ist auf
der Basis der innerhalb dieser Arbeit durchgefuhrten Analysen nicht moglich. Aufgrund des-
sen konnen sowohl vakuole Proteasen oder Proteasen des sekretorischen Weges fur die
Degradation der Zielproteine verantwortlich sein.

AbschlieRend kann dennoch festgehalten werden, dass aufgrund der ineffektiven Ab-
reicherung der proteolytischen Aktivitat mit Hilfe Cu?*-IMAC eine weiterfllhrende Auf-
reinigung des Zielproteins P-D1M1 zwingend erforderlich ist. Das nachfolgende Kap. 5.3
beschreibt folglich die Entwicklung und Optimierung einer weiteren chromatographischen
Aufreinigung nach dem capture-Schritt durch Cu?*-IMAC.
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5.2.5 Zusammenfassung und der Process Design Space der IMAC

Innerhalb des Kapitels 5.2 wurden zunachst Methoden zur Bestimmung von Bindungskapa-
zitdten miteinander verglichen. Die Aufnahme von Adsorptionsisothermen wurde durch den
vergleichbar geringen apparativen sowie zeitlichen Aufwand zur Vorauswahl der chromato-
graphischen Methode sowie fur die Einschrankung der Materialienauswahl favorisiert.

Aus den experimentell bestimmten Adsorptionsisothermen wurden die Bindungskapazitaten
und die Dissoziationskonstanten ermittelt. Diese Kriterien wurden zur Auswahl eines geeig-
neten Adsorbermaterials verwendet. Innerhalb der untersuchten Materialien konnte
Chelating Sepharose™ Fast Flow als ideales Adsorbens zur IMAC-Aufreinigung beider Ziel-
proteine identifiziert werden. Als geeignete lonen zur P-D1M1-Aufreinigung wurde Cu?* und
fur D1M1-His Ni?* identifiziert.

Mit Hilfe der Optimierungsprozedur nach Kap. 4.7 wurden durch das Screening die
kritischen Prozessparameter Imidazolkonzentration und pH-Wert des Bindungspuffers
sowie die Flussrate bei Probenaufgabe identifiziert. Der Einfluss auf die Gutekriterien wurde
bewertet (vgl. Tab. 5.12).

Die Optimierung fihrte zu den in Tab. 5.14 zusammengefassten Prozessbedingungen. Mit
Hilfe der ermittelten Parametereinstellungen konnte in dem Robustheitstest der Auf-
reinigung von P-D1M1 eine Produktreinheit Pric von 75.7 £ 2.4 % bei einer gleichzeitigen
Ausbeute Yric von 57.9 + 4.7% erreicht werden. Unter den optimalen Prozessbedingungen
der D1M1-His-Aufreinigung ergaben sich eine Produktreinheit Ppsc von 87.0 + 3.1 % bei
einer Ausbeute Ypsc von 65.5 £7.0 %.

Weiterfuhrende Untersuchungen zur Abreicherung der proteolytische Aktivitat nach erfolgter
Aufreinigung durch Cu?*- und Ni?*-IMAC fiihrten zu dem Ergebnis, dass die Proteasen in
dem Fermentationsuberstand der P-D1M1-Produktion nachweislich an den Adsorber mit
immobilisierten Cu?*-lonen binden. Die Proteasen des Kulturiiberstandes der D1M1-His-
Produktion binden dahingegen nicht an Chelating Sepharose™ Fast Flow mit immo-
bilisierten Cu?*- oder Ni?*-lonen.

AbschlieBend ist zu beurteilen, dass die Aufreinigung mit Hilfe Cu?*-IMAC als kritisch zu
betrachten ist, da die in der Kulturbrihe vorhandenen Proteasen durch diesen chromato-
graphischen Schritt simultan mit dem Zielprodukt aufkonzentriert werden. Die Verwendung
von Ni?*-lonen ist in dem Falle der Aufreinigung von P-D1M1 nicht méglich, da die Koordi-
nation der Histidinreste an der Oberflache des Proteins nicht gegeben ist. Ein zlgig
durchzufihrender weiterer Aufreinigungsschritt fir das Zielprotein P-D1M1 ist aus diesem
Grund unabdingbar und ist Gegenstand des nachfolgenden Kapitels.
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5.3 Entwicklung einer weiteren chromatographischen
P-D1M1-Aufarbeitung

5.3.1 Auswahl der chromatographischen Methode und des Materials

Die Charakterisierung des Zielproteins P-D1M1 zeigte die Moglichkeit der Aufarbeitung mit
Hilfe der IEXC und MMC (vgl. Kap. 3.1.2). Aufgrund der Aktualitdt des multimodalen
Ansatzes in chromatographischen Prozessen wurde in dieser Arbeit ein Vergleich zwischen
der Anwendung eines typischen lonenaustauschermaterials zu einem multimodalen
lonentauschematerial angestrebt.

Ein auf das Zielprotein P-D1M1 stabilisierend wirkender pH-Wert wurde innerhalb des
Kap. 5.1 ermittelt und zwischen 5.5 und 8.5 festgelegt (vgl. Tab. 5.5). Die Oberflachenladung
des Proteins in dem Stabilitatsbereich ist somit negativ und damit einer Aufreinigung durch
eine Anionenaustauschchromatographie (AIEXC) zuganglich.

Fur die Entwicklung einer zusatzlichen chromatographischen Aufarbeitungsmethode des
Zielproteins standen damit die in Tab. 4.4 dargestellten AIEXC- und MMC-Adsorber zur
Auswahl.

Die Materialien wurden in einer Adsorptionsstudie hinsichtlich ihrer spezifischen Bindungs-
kapazitat an Zielprotein mit Hilfe von Langmuir-Isothermen nach Kap. 4.5.1 untersucht.

Abb. 5.20 veranschaulicht den Verlauf der aufgenommenen Adsorptionsisothermen.

50 Q ImpRes
25 -
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0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
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Abb. 5.20: Adsorptionsisotherme des Zielproteins P-D1M1 an unterschiedlichen AIEXC-und
MMC-Materialien. Die Farben unterscheiden die verwendeten Adsorbermaterialien.
schwarz - Capto™ adhere, blau - Capto™ Q, rot - Capto™ DEAE, griin - Capto™ Q ImpRes.
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Die ermittelten Parameter maximale Bindungskapazitat des Zielproteins P-D1M1 Qp1max_stat
und die Dissoziationkonstante Kp sind in Tab. 5.16 zusammengefasst.

Tab. 5.16: Kalkulierte Parameter der Adsoption von P-D1M1 an AIEX-Adsorbern

Adsorber QP1max_stat * SQP1max_ stat Ko + skp

Q ImpRes 73.4 £ 3.7 mgml’ 0.078 * 0.013 mgml’
Q 143.7 £+ 8.1 mgml’ 0.093 + 0.013 mgml’
DEAE 133.9 + 18.2 mgml”’ 0.115 + 0.037 mgml’
adhere 167.3 + 18.1 mgml~’ 0.056 * 0.013 mgml’

Die Isothermen der Adsorber Q und Q ImpRes zeigen einen stark unterschiedlichen Verlauf,
was sich in den kalkulierten Parametern numerisch erfassen lasst. Wahrscheinlich resultiert
dieses Ergebnis aus einer geringeren Ligandendichte an der Oberflache des Q ImpRes-
Adsorbers. Nach Herstellerangaben (GE Healthcare Inc., 2014) betragt die kalkulierte
dynamische Bindungskapazitat bei 10 % Durchbruch von Q ImpRes ca. 50 % der dyna-
mischen Bindungskapazitat des Q-Adsorbers. Ein zusatzlicher Hinweis fur diese Vermutung
ist die Angabe einer abweichenden lonenkapazitat von 1.5 ymol CI- mI"' Medium.

Die maximale Bindungskapazitat des Adsorbers DEAE ist um 9.8 mgml' geringer als die
Bindungskapazitat des Q-Adsorbers. Kritisch zu betrachten ist die Uberlappung der Fehler-
intervalle der Regressionsfunktionen, weshalb die absoluten Werte nicht direkt miteinander
vergleichbar sind. Nach Herstellerangaben betragt die Abweichung der lonenkapazitat der
Adsorber 0.13 mmol CI- mI"' Medium. Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden,
dass die Ligandendichte bei identischer Matrix hoher ist. Diese hdhere Ligandendichte fuhrt
wahrscheinlich zu einer ahnlichen maximalen Bindungskapazitat bei dem gewahlten
Bindungsbedingungen (50 mM TRIS, pH 7.5).

Der multimodale Adsorber adhere besitzt im Vergleich zu den weiteren Adsorbern die
hochste maximale Bindungskapazitat und die geringste Dissoziationskonstante Kp. Der
exakte Verlauf der Regressionsfunktion ist in dem untersuchten Bereich nicht nachzuwei-
sen. Die lonenkapazitat ist mit 0.09-0.12 mmol CI- mI"* Medium um 7.5 ymol CI- mI-" Medium
geringer als die lonenkapazitat des Q-Adsorbers. Die Art der Interaktion des Adsorbers mit
dem Zielprotein P-D1M1 beruht nicht alleinig auf elektrostatischen Wechselwirkungen je-
doch wird bei geringen Salzkonzentrationen diese Interaktion bevorzugt. Der Ligand des
Adsorbers scheint zudem die héchste Bindungsaffinitat zum Zielprotein zu besitzen, was
durch den geringen Kp-Wert bestatigt wird.
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Die Entwicklung multimodaler Liganden zur Aufarbeitung von Bioprodukten hat in den
letzten Jahren stark zugenommen, weshalb eine Untersuchung im wissenschaftlichen
Fokus der derzeitigen Forschung steht. Fir die Entwicklung einer zusatzlichen chromato-
graphischen Aufreinigungsmethode fiir das Zielprotein P-D1M1 kdnnte die Verwendung des
Adsorbers adhere von Vorteil sein. Das parallele Vorliegen hydrophober Regionen sowie
ausgepragter Oberflachenladungen in der Struktur von P-D1M1 deuten auf ein hohes
Potential fur die Ausbildung beider Interaktionenformen hin.

Nachfolgendes Kapitel veranschaulicht das Anwendungs- und Optimierungspotential des
multimodalen Adsorbers adhere anhand der Variation definierter Faktoreinstellungen und
den damit zusammenhangenden Einfluss auf die Gutekriterien des chromatographischen
Prozesses.

5.3.2 Optimierungspotential der MMC

Das Potential der Optimierung kann anhand der quantitativ erfassbaren Gutekriterien nach-
gewiesen werden. Abb. 5.21 veranschaulicht dazu die Chromatogramme und SDS-PAGE-
Analyse unterschiedlicher Experimente der MMC-Optimierungsprozedur nach Kap. 4.7.

Dargestellt ist der Absorptionsverlauf Ac (rot), der Verlauf des pH-Wertes pHc (blau) und
der Signalverlauf der Leitfahigkeit oc (grun). Die Faktoreinstellungen sowie die ermittelten
Gutekriterien der in Abb. 5.21 gezeigten chromatographischen Laufe werden in Tab. 5.17
zusammengefasst.

Zunachst wird die Reproduzierbarkeit der Experimente betrachtet. Die Wiederholbarkeit der
chromatographischen Laufe wird in Abb. 5.21 a durch den Verlauf der Chromatogramme
der CP-Versuche veranschaulicht. In den durchgefihrten Wiederholungsexperimenten der
Optimierung ergab sich eine Produktreinheit Pp1e2c von 43.3 £ 1.2 % und eine Ausbeute
Ypic von 68.3 + 2.8 %. Der identische Verlauf der Chromatogramme sowie die geringe
Standardabweichung der ermittelten Gutekriterien weisen dabei auf eine hohe Reproduzier-
barkeit der Experimente hin.

Abb. 5.21 b und c veranschaulichen Experimente mit unterschiedlichen Faktoreinstellungen
(vgl. Tab. 5.17). Der Durchbruch (bt) sowie der Elutionspeak des multimodalen lonenaus-
tausches (e2) zeigen bei den gewahlten Bedingungen einen unterschiedlichen Verlauf der
Chromatogramme. Der Einfluss auf das Qualitatskriterium der Produktreinheit wird anhand
der densitometrischen Analyse verdeutlicht.

Abb. 5.21 b zeigt das Experiment N8 der Optimierung mit Hilfe des zentral zusammen-
gesetzten Versuchsplans. Die densitometrische Analyse ergab eine Reinheit von 42.0 %.
Der geringe Absorptionsanstieg auf 14 mAU im Durchbruch sowie der hohe Elutionspeak
e2 mit 957 mAU spiegeln eine Wiederfindung von 66.0 % wieder.
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Abb. 5.21: Chromatogramme ausgewahlter Versuchsldaufe der MMC-Optimierung.

a zeigt die Chromatogramme der CP-Versuche der Optimierung N9-N11. Die dazugehdrige SDS-
PAGE-Analyse zeigt das Bandenmuster der Eluatsfraktion des Desaltings e1 und des MMC-Eluats
e2. b Verlauf der Chromatographie des Experimentes N8 der Optimierung mit densitometrischer
Auswertung der Eluatsfraktion e2. ¢ Chromatogramm des Experimentes N1 aus dem Screening mit
densitometrischer SDS-PAGE-Analyse der Eluatsfraktion e2. (Auswertungssoftware: TotalLab
Quant, UK)
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Tab. 5.17: Faktoreinstellungen und Giitekriterien ausgewéhilter MMC Experimente

Faktor Einstellung Pr1e2c Yeic

Abb. 5.21 a.

pHeic 7.85
CNaCIC 0.60 M

CP-Experimente 44.0 % 65.3 %
Exp. Nr. 9-11 pHezc 4.00 44.0 % 70.8 %
Optimierung Fusac 80  mimin-' 42.0 % 68.7 %
Fvsyc 8.0 mimin’
Abb. 5.21 b.
pHe1c 7.85
CNaCIC 0.60 M
cE))E;Ft)i'm[\il;'rSng PHec  4.29 42.0 % 66.0 %
Fvsac 8.0 mimin’
Fvsyc 8.0 mimin’
Abb. 5.21 c.
pHeic 7.85
CNaCIC 040 M
E)C(Fée’\:\rih ; pHee  3.80 82.0 % 9.5 %
Fvsac 8.0 mimin’
Fvsyc 8.0 mimin’

Abb. 5.21 c zeigt das Experiment N1 des Screenings mit Hilfe eines teilfaktoriellen
Versuchsplans. Die Reinheit des Zielproduktes wurde hierbei mit 82.0 % ermittelt. Innerhalb
des Durchbruches (bt) ist ein Absorptionsanstieg auf 70 mAU deutlich zu erkennen. Der
Elutionspeak mit einem Maximum von 67 mAU ist hierbei um Faktor 14 geringer als bei dem
Optimierungslauf 8, was zu einer Wiederfindung des Zielproteins von 9.5 % fuhrt.

Abschlielend kann zusammengefasst werden, dass die Variation der untersuchten
Faktoren im Untersuchungsbereich einen deutlichen Einfluss auf die chromatographische
Aufreinigung zeigen. Der Einfluss lasst sich zudem in den Qualitatskriterien quantitativ
erfassen.

Aufschlisse Uber den Zusammenhang des Einflusses einzelner Faktoren sowie deren
Interaktionen und quadratischen Zusammenhange kénnen daher im nachfolgenden Kapitel
unter Verwendung der SVP naher analysiert werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.3.3 Auslegung des Arbeitspunktes der MMC mit Hilfe der SVP

Die robuste Auslegung eines optimalen Arbeitspunktes sowie die ldentifikation kritischer
Prozessparameter der multimodalen Aufreinigung des Zielprotein P-D1M1 mit dem Adsor-
bers adhere ist Gegenstand des vorliegenden Kapitels.

Hierzu wurde zunachst ein teilfaktorielles Screening durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser Unter-
suchung wurden kritische Prozessparameter identifiziert. AnschlieRend erfolgte die Ausle-
gung des Arbeitspunktes durch die Optimierung mit einem zentral zusammengesetzten
Versuchsplan. AbschlieRend wurde der definierte Arbeitspunkt in einem Robustheitstest mit
Hilfe eines vollfaktoriellen Versuchsplans validiert. Die Untersuchungen erfolgten syste-
matisch nach Kap. 4.7.

Abb. 5.22 verdeutlicht die Streuung der kalkulierten Qualitatskriterien Produktreinheit Pp1e2c
und Ausbeute Ypic der Teilschritte Screening, Optimierung und Robustheitstest der
Optimierungsprozedur.
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Abb. 5.22: Boxplot der Rohdaten aus der MMC-Optimierungsprozedur des Produktes
P-D1M1. Die Abbildung zeigt die Streuung der Ergebnisse der Qualitatskriterien Reinheit des
Produktes Ppicoc (schwarz) und der Ausbeute des Prozesses Ypic (rot) flr die durchgefiihrten
Schritte Screening, Optimierung und Robustheitstest. Einzelne Ergebnisse werden in der jeweiligen
Farbe als Raute dargestellt. Die Box zeigt das untere, mittlere und obere Quartil. Die Whisker
kennzeichnen das Minimum und Maximum der Messwertverteilung.

Begrundet durch die konzeptbedingte Verkleinerung des Versuchsraumes nimmt die
Streuung der Messwerte vom Screening Uber die Optimierung zum Robustheitstest mit
einem IQR von 59.3 % bzw. 51.0 % bis 5.4 % bzw. 9.7 % deutlich ab. Eine erfolgreiche
Auslegung des Arbeitspunktes wird durch die Steigerung des Median der Qualitatskriterien
Reinheit und Ausbeute des Produktes P-D1M1 von 35.1 % bzw. 68 % hin zu 67.7 % bzw.
85 % verdeuitlicht.
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Tab. 5.18 fasst die Rohdatenanalyse der MMC-Optimierungsprozedur zusammen.

Tab. 5.18: Rohdatenanalyse — MMC-Optimierungsprozedur des Zielproteins P-D1M1

Datensatz Gutekriterium NV Ausreier Median [%] 1QR [%]
Screening Reinheit ja nein 35.1 59.3
Ausbeute nein - 68.0 51.0
Optimierung Reinheit nein - 44.0 36.0
Ausbeute nein - 66.1 22.4
Robustheitstest Reinheit ja nein 67.7 54
Ausbeute ja nein 85.1 9.7

Die Prufung auf NV wurde bei den Datensatzen der Ausbeute aus dem Screening und den
r Ausbeute aus der Optimierungsprozedur zurick-
gewiesen. Der Boxplot in Abb. 5.23 verdeutlicht die unsymmetrische Verteilung der
h die asymmetrische Lange der Whisker. Der
normalverteilten Datensatzen keinen Ausreil3er.

Datensatzen der Produktreinheit sowie de

Messwerte in diesen Datensatzen durc
Ausreiler-Test nach Grubbs ergab in den

Zur Modellbildung des Screenings wurde
verwendet und das Modell anschlielend

der normalverteilte Datensatz der Produktreinheit
auf die Ausbeute projiziert. Der Konturenverlauf

der erstellten Screeningmodelle wird in Abb. 5.23 veranschaulicht.

a b
15 1.5 Yp1c
Cnacic Cnacic P
[M] [M] o
1.2 1.2 100
80
0.9 0.9
60
0.6 0.6
40
0.3 0.3 20
0
0.0 0.0
35 38 4.2 4.6 5.0 35 38 4.2 4.6 5.0
pHeZC [_] pHe2C [-]

Abb. 5.23: Konturenverlauf der Interaktionsmodelle fiir die Aufreinigung des Zielproteins

P-D1M1 mit Hilfe der MMC mit Auslegung des Optimierungsbereiches.

Gezeigt ist der Konturenverlauf der erstellten
a Produktreinheit Pp1c2c; b Ausbeute Ypic.

112

Screeningmodelle.



5 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 5.19 fasst die identifizierten Einflussfaktoren sowie die Bewertung und somit die
Einstufung der untersuchten Faktoren der Screeningmodelle nach Kap. 4.7.6 zusammen.

Tab. 5.19: Identifizierung und Bewertung der Einflussfaktoren auf die Qualitatskriterien

Einzelfaktor Interaktion
Gutekriterium Faktor Signifikanz Term Signifikanz
pHe1c X X X
CNaCIC +++
o CNacic-pHe2c +
Reinheit Ppie2c  pHezc -
Fvsac X X X
Fvsyc X X X
pHe1c X X X
CNaCIC ---
CNacic*pHe2c +
Ausbeute Ypic pHe2c --
Fvsac X X X
Fvsyc X X X

Die Auswertung des Screeningmodells der Produktreinheit Pr1e2c wies auf eine hohe Signi-
fikanz des Einflussfaktors Salzkonzentration cnacic hin. Dabei wirkte sich eine Erhéhung
positiv auf die Reinheit des Produktes aus. Die Interaktion zwischen der Salzkonzentration
und dem pH-Wert der Elution cnacic:pHe2c zeigte bei einer Erhohung ebenfalls einen sich
auf die Produktreinheit positiv auswirkenden Effekt mit einer geringen Signifikanz. Der
pH-Wert bei Elution pHe2c besald einen schwachen, negativen Einfluss auf die Produkt-
reinheit hin.

Eine Erhéhung der Salzkonzentration cnacic wirkte sich negativ auf die Ausbeute von
P-D1M1 aus. Die Interaktion zwischen der Salzkonzentration und dem pH-Wert der Elution
cNacicpHez2c zeigte identische Auswirkungen auf die Ausbeute Ypic, wie auf die Produkt-
reinheit Ppie2c. Zusatzlich besall der pH-Wert der Elution pHe2c einen negativen Einfluss mit
mittlerer Signifikanz.

Als kritische Prozessparameter konnten somit der pH-Wert der Elution pHe2c sowie die Salz-
konzentration cnacic der Bindung und deren Interaktion pHezc:cnacic identifiziert werden.

Der Parameter mit dem starksten Einfluss auf beide Gutekriterien war die Natriumchlorid-
konzentration cnacic. Wahrscheinlich wurde durch die Verstarkung des hydrophoben
Effektes die Bindung des Nebenproduktes P2 verringert und damit die Reinheit des Pro-
duktes erhoht. Dies fuhrte zudem gleichzeitig zu einer drastischen Verringerung der
Ausbeute Yp1c.
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Der pH-Wert der Bindung pHe1ic besall keinen signifikanten Einfluss auf die Gutekriterien
des Prozesses. Weshalb davon ausgegangen werden konnte, dass die ionischen Wechsel-
wirkungen der quartaren Ammoniumgruppe im Gegensatz zu den hydrophoben
Wechselwirkungen des Phenylrings bei der Interaktion des Zielproteins P-D1M1 mit dem
Liganden der stationaren Phase eine untergeordnete Rolle spielte. Die bevorzugte Inter-
aktion scheint daher die hydrophobe Interaktion zwischen Adsorber und Zielprotein zu sein.

Die nicht signifikanten Parameter wurden fir die Optimierung auf konstante Bedingungen
eingestellt. Der pH-Wert der Bindung pHetc wurde auf 7.85 festgelegt, um eine aus-
reichende Pufferkapazitat zu gewahrleisten.

Die Flussraten der Probenaufgabe Fvsac und die Flussrate des Systems Fvsyc besitzen
ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die Gutekriterien des Prozesses. Fur diese
Parameter wurde aufgrund des zu minimierenden Zeitaufwandes eine Flussrate von
8 mimin-' gewahlt.

Fur die Auslegung des Faktoreinstellungsbereiches der Optimierung wurden die Spezi-
fikationen der Gutekriterien Reinheit Pp1e2c und Wiederfindung Yeic von > 40% definiert. Die
festgelegten Spezifikationen der zu optimierenden Kriterien sind abhangig von dem Anwen-
dungsbereich der Methode. Die Auslegung konnte sowohl auf einen moglichst geringen
Verlust fur einen Zwischenreinigungsschritt oder eine moglichst hohe Reinheit fur eine Fein-
reinigung erfolgen. Das Ziel der hier verfolgten Optimierung ist die gleichzeitige
Maximierung der Reinheit und Wiederfindung.

Mit Hilfe der Optimizer-Funktion wurden die Parametereinstellungen pH-Wert der
Elution pHe2c von 3.74 und Natriumchloridkonzentration Cnacic 0.57 M zum Erreichen einer
Reinheit Prie2c und einer gleichzeitigen Ausbeute Ypic von 60 % ermittelt. Dieser Punkt
entspricht dem Sternpunkt des CCC-Designs mit einem zentrierten und skalierten Abstand
zum Centerpoint von 2°°. Der CP des Optimierungsdesigns wurde auf einen pH-Wert der
Elution pHec von 4.0 und eine Natriumchloridkonzentration cnacic von 0.6 M festgelegt.

Tab. 5.20 fasst den gewahlten Faktoreinstellungsbereich der kritischen Einflussfaktoren fur
die nachfolgende Optimierung zusammen.

Tab. 5.20: Faktoreinstellungsbereiche und Risikobewertung — MMC-Optimierung

Einflussfaktor Min Max
P-D1M1

Salzkonzentration (cnacic) 04 0.8 M
pH-Wert Elution (pHezc) 3.8 42
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Die Optimierungsexperimente wurden nach Kap. 4.7.4 durchgefuhrt und anschliel3end die
Rohdatenanalyse vorgenommen (vgl. Abb. 5.22 und Tab. 5.18).

Aufgrund der rechtsschiefen Verteilung wurden die Datensatze der Qualitatskriterien aus
der Optimierung logarithmisch transformiert und erneut auf eine NV geprift. Die Trans-
formation des Datensatzes der Ausbeute fuhrte bei einem Signifikanzniveau von 5 % zu
einer NV. Die Rohdaten des Datensatzes der Reinheit entsprechen selbst bei einem
Signifikanzniveau von 10 % keiner NV.

Die Modellbildung der Optimierung erfolgte mit den logarithmisch transformierten und nicht
transformierten Datensatzen. Die kalkulierten Kenngrof3en der erstellten Modelle nach
Tab. 3.2 sind in Tab. 5.21 aufgefuhrt.

Tab. 5.21: Modellvergleich nach logarithmischer Transformation — Optimierung MMC

Datensatz log. Datensatz
Kenngrolie Anforderung Reinheit Ausbeute Reinheit Ausbeute
R? >0.50 0.973 0.970 0.964 0.974
Q? >0.50 0.938 0.880 0.913 0.905
R2-Q? <0.30 0.035 0.09 0.051 0.069
MV >0.25 0.308 0.715 0.408 0.795
RP >0.50 0.997 0.974 0.994 0.967

Die Modellbildung flhrte ausschliellich zu Modellen, bei denen die minimalen
Anforderungen der Kenngrélen erfillt werden. Der Unterscheid zwischen den Modellen der
transformierten und nicht transformierten Daten ist einzig an der Modelvaliditat (MV) aus-
zumachen, wobei die Anforderungen an ein valides Modell dennoch gegeben sind. Die
geringen Werte mit 0.308 und 0.408 der MV bei den Modellen der Reinheit kann auf die
nicht vorliegende NV zuruckgefuhrt werden. Die Modellbildung der transformierten Daten
fuhrt bei der Differenz des Bestimmtheitsmales und der Gite der Voraussage R2-Q? zu
einer Verschlechterung des Modells um 30 %, weshalb das Modell der nicht transformierten
Daten fur die weitere Auslegung des Prozesses verwendet wurde.

Das aus dem nicht transformierten Datensatz erstellte Regressionsmodell der Produkt-
reinheit Pp1e2c,

Poiesc =— 2.023 + 2.968 - Cyoc + 0.906 - pH,,¢

, (5.5)
= 1.313 - pHypc* Cpace + 1240 - Clpec

beschreibt den linearen Einfluss der kritischen Prozessparameter Natriumchlorid-
konzentration im BB und pH-Wert des BE. Zudem besitzt das Modell einen Interaktionsterm
sowie einen quadratischen Term der Salzkonzentration.
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Die Ausbeute des Prozesses Yric,

Yoo = 0.898 — 2.558 - G+ 3.023 - G (5.6)

kann einzig durch den linearen und quadratischen Term der Salzkonzentration im BB ma-
thematisch abgebildet werden.

Abb. 5.24 zeigt den response surface- und sweet spot-Plot des erstellten Modells aus den
nicht transformierten Datensatzen.
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Abb. 5.24: Response surface- und sweet spot-Plot der Optimierung zur Aufreinigung des Ziel-
proteins P-D1M1 mit Hilfe der MMC. Die Abbildung veranschaulicht die Modelle der Optimierung
des Zielproteins P-D1M1. In schwarz dargestellt ist die Produktreinheit Pp1e2c. Die rote Flache zeigt
die Ausbeute des Prozesses Ypic. In der x-y-Ebene ist der sweet spot-Plot zu erkennen. Dunkelgriin
zeigt den Bereich in dem ein Kriterium erfillt wird. In hellgriin gekennzeichnet ist der Bereich, in dem
beide Kriterien erfullt werden. Optimierungskriterien: Ppieac > 60 %, Ypic > 60 %. Das schwarze
Rechteck begrenzt den Faktoreinstellungsbereich des Robustheitstestes. Schwarze Kreise stellen
die Experimente des Robustheitstestes dar.

Abb. 5.24 veranschaulicht den ausgepragten gegenlaufigen Verlauf der erstellten
Regressionsmodelle der Qualitatskriterien Reinheit des Proteins P-D1M1 Pp1e2c und Aus-
beute Ypic. Des Weiteren veranschaulicht der sweet spot Plot die Uberschneidungsflache
der Gutekriterien bei einer minimalen Produktreinheit und Ausbeute von 60 %.

Fur die Festlegung des Arbeitspunktes wurden die Optimierungskriterien Produkt-
reinheit Pr1e2c und Ausbeute Ypic grofier 50 % festgelegt. Der Arbeitspunkt wurde erneut
durch die Anwendung der Optimizer-Funktion bestimmt.

Die ermittelte Salzkonzentration cnacic betragt im Arbeitspunkt 0.73 M und der pH-Wert der
Elution pHezc 3.9. Die durch das Modell kalkulierten Qualitatskriterien im Arbeitspunkt
Produktreinheit Ppie2c und Ausbeute Ypic betragen 64.1 bzw. 60.0 %.
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Die Faktoreinstellungen des optimalen Arbeitspunktes wurden als CP-Experimente des Ro-
bustheitstestes festgelegt. Der pH-Wert pHe2c wurde mit einer Varianz von = 0.1 und die
Salzkonzentration cnacic mit £ 0.03 M untersucht. Die Ergebnisse fuhrten zu einer Produkt-
reinheit Ppie2c von 67.7 £ 5.4 % und einer Ausbeute Ypic von 85.1 £ 9.7 % (vgl. Abb. 5.22
und Tab. 5.18).

5.3.4 Zusammenfassung des Process Design Space der MMC

Aufgrund der unzureichenden Selektivitat der Aufreinigung mit Hilfe Cu?*-IMAC wurde ein
zusatzlicher chromatographischer Aufarbeitungsschritt fir P-D1M1 entwickelt und optimiert.
Dabei wurde das strategische Entwicklungskonzept nach Kap. 4.3.1 erprobt.

Hierzu wurde zu Beginn die Auswahl der Methode auf den Bereich der lonenaustausch-
chromatographie beschrankt. Die Eigenschaften des Zielproteins und die Einschrankung
des pH-Wert-Bereiches aus der Stabilitatsstudie fuhrten zu der Untersuchung von Anion-
austauscher-Adsorbermaterialien. Zusatzlich wurde die Anwendbarkeit des multimodalen
Adsorbers Capto™ adhere untersucht. Die Ergebnisse der Adsorptionsstudie zeigten ein
hohes Potential fur eine multimodale chromatographische Aufarbeitung des Zielproteins
P-D1M1.

Die moglichen Einflussfaktoren nach Kap. 4.7.2 wurden in einem Screening auf die
Signifikanz bezlglich des Einflusses auf die Gutekriterien untersucht. Als kritische Einfluss-
faktoren konnte die Natriumchloridkonzentration cnacic des Bindungspuffers sowie der
pH-Wert der Elution pHezc identifiziert werden. Die hydrophobe Interaktion konnte somit als
bevorzugte Interaktionsform des Zielproteins mit dem Liganden der stationaren Phase
bestimmt werden. Die Optimierung in einem eingeschrankten Faktoreinstellungsbereich
ermdglichte die Erstellung eines geeigneten Modells flr die Auslegung des Arbeitspunktes.
Die ermittelten Faktoreinstellungen flr eine simultane Maximierung der Gutekriterien der
Produktreinheit und der Ausbeute wurden in einem Robustheitstest mit einem voll-
faktoriellen Versuchsdesign validiert und flhrten zu einer Reinheit von 67.7 £ 5.4 % bei
einer gleichzeitigen Ausbeute von 85.1 £ 9.7 %.

Tab. 5.22 fasst die ermittelten Faktoreinstellungen der variablen Prozessparameter
zusammen.

Tab. 5.22: Faktoreinstellungen des Arbeitspunktes der MMC-Aufreinigung von P-D1M1

Einflussfaktor Optimum
pH-Wert Bindung (pHe1c) 7.85
Salzkonzentration (cnacic) 0.73 M
pH-Wert Elution (pHe2c) 3.90
Flussrate Probe (Fvsac) 8.0 mimin-’
Flussrate System (Fvsyc) 8.0 mimin’
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5.4 Produktion der Malariavakzine im integrierten Bioprozess
5.4.1 Herstellung von P-D1M1

Die Herstellung des Zielproteins P-D1M1 erfolgte mit Hilfe des erweiterten integrierten
Bioprozesses (vgl. Kap. 4.9.1 und 4.9.2).

Abb. 5.27 zeigt den ersten Zyklus (c1) des Gesamtprozesses zur Produktion des
Zielproteins. Die Darstellung veranschaulicht die Expression des Zielproteins (F), die Elution
der EBA Cu?*-IMAC (E), den Prozesschritt der UF/DF (U) und die Elution der multimodalen
Chromatographie (C).

In der Produktionsphase der Kultivierung steigt das Signal der Zelldichte cxiwr von
anfanglich 20 auf 60 gl-'. Der pO2 wurde bei Erreichen seines Sollwertes von 25 % Uber die
Ruhrerdrehzahl aufrecht erhalten. Die Temperatur der Flissigphase 3. wurde wahrend der
Expression auf 22 °C und der pH-Wert pHL auf 5.6 geregelt. Die Zunahme der Protein-
konzentration wird durch die Darstellung des normierten Absorptionssignals der
Atline-HPLC Aprim_norm Veranschaulicht.

Wahrend der Elution der EBA IMAC steigt das Absorptionssignal Ae auf ein Maximum von
0.372 AU. Der Beginn der Fraktionierung des Eluats wird durch den Anstieg des Signals der
Masse des Konditionierungstanks mp gekennzeichnet.

In der Phase der UF/DF fallt das Massesignal in dem jeweiligen Konzentrierungsschritt von
1000g auf ca. 130g linear ab. Der Transmembrandruck prtmu steigt in den
Konzentrierungschritten von anfanglich im Schnitt 1.6 bar auf ca. 1.7 bar an. Eine
erfolgreiche Umpufferung des EBA IMAC-Eluates in den Diafiltrationspuffer wird durch die
Annaherung der Messwerte der Leitfahigkeit cu und des pH-Wertes pHu an ihre Sollwerte
gekennzeichnet. Die Konzentrierung der Proteine im Retentat wird durch die Darstellung
des Absorptionssignals Au verdeutlicht.

Im Verlauf der MMC-Elution steigt das Absorptionssignal Ac auf ein Maximum von
1.846 AU. Gleichzeitig mit dem Anstieg des Absorptionssignals Ac nimmt der pH-Wert pHc
von 8.00 auf 3.96 und die Leitfahigkeit oc von 68.0 auf 7.7 ab.

Zusatzlich zum Prozessverlauf zeigt die Abbildung die SDS-PAGE-Analyse des
Kulturiberstandes am Ende der Produktionsphase, der Eluatsfraktion der EBA IMAC, der
Retentatfraktion der UF/DF und das Bandenprofil der Eluatsfraktion nach MMC-Auf-
reinigung. Fur die densitometrische SDS-PAGE-Auswertung der Proben beziglich der
Reinheit des Zielproteins P-D1M1 wurden die applizierte Gesamtproteinmassen auf 4 ug
konstant gehalten.
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Abb. 5.25: Darstellung des Gesamtprozesses zur Herstellung des Zielproteins P-D1M1. Abgebildet sind die Prozessvariablen und die SDS-PAGE-
Gele der Proteinexpression (F), dem Protein capture mit Hilfe EBA Cu?*-IMAC (E), der UF/DF (U) und der Aufreinigung via MMC (C) des ersten
Herstellungszyklus (c1).
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Die Auswertung der Qualitatskriterien des Herstellungsprozesses ist grafisch in Abb. 5.26
dargestellt. Gezeigt werden die Ergebnisse der Ausbeute Yp1 des start-up (su) sowie der
Produktionszyklen eins bis drei (c1-c3) der Prozessschritte Proteinexpression (F),
capture (E), UF/DF (U) und der chromatographischen Aufreinigung durch MMC (C).
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Abb. 5.26: Qualitatskriterien des Herstellungsprozesses von P-D1M1. Darstellung der Reinheit
des Produktes Pp1 (schwarz) und der Ausbeute des Prozesses Yps (rot) der jeweiligen Prozess-
schritte Proteinexpression (F), capture (E), UF/DF (U) und der chromatographischen Aufreinigung
(C) des start-up (su) und der darauf folgenden Zyklen c1-c3 des erweiterten integrierten Bio-
prozesses.

Die Bestimmung der Produktreinheit Pp1 erfolgte nach Gl. (4.3) mit Hilfe densitometrischer
SDS-PAGE-Analyse.

Die Berechnung der Ausbeute Yp1 wurde analog zu der Bestimmung nach Gl. (4.15)
durchgefuhrt. Dabei wurde die Ausbeute Yp1 in Bezug auf die applizierte Masse des
Zielproteins in dem verdunnten Kulturiberstand berechnet, weshalb die Wiederfindung der
Proteinproduktion 100 % entspricht.

Deutlich zu erkennen ist die betrachtliche Abnahme der Ausbeute Yp1 Uber die Prozess-
schritte innerhalb der Zyklen (c1-c3) und des start-up (su). Die mittlere Ausbeute des
capture-Schrittes durch EBA IMAC betrug 38.9 £ 11.7 %. Im Prozessschritt der UF/DF
wurde eine Ausbeute von 11.5 + 2.6 % erreicht. Nach der MMC-Aufreinigung entsprach die
Ausbeute 4.2 + 1.4 %.

Die Reinheit des Produktes P-D1M1 betrug nach der Fermentation 53.2 + 7.6 %. Die Auf-
reinigung mit Hilfe EBA IMAC steigert die P-D1M1 Reinheit auf 58.4 £ 10.0 %. Nach der
UF/DF wurde eine Reinheit von 59.9+7.6 % bestimmt. Die abschlieRende MMC-
Aufreinigung fuhrte zu einer Steigerung der Reinheit auf 72.3 + 1.5 %.
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5.4.2 Herstellung von D1M1-His

Der Produktionsprozess des Zielproteins D1M1-His wurde mit Hilfe des erweiterten
integrierten Bioprozesses nach Kap. 4.9.1 und 4.9.3 durchgefihrt. Fir das Zielprotein
D1M1-His wurde innerhalb der vorliegenden Arbeit auf die Entwicklung einer zusatzlichen
chromatographischen Aufreinigung verzichtet, so dass der downstream-Prozess nach dem
Prozessschritt der UF/DF beendet wurde. Die Anwendung der MMC als weitere chromato-
graphische Aufreinigungsmethode wurde untersucht und wird in Kap. 5.4.3 diskutiert.

Abb. 5.27 veranschaulicht den ProzessgrofRenverlauf der Proteinexpression (F), der Elution
der EBA Ni?*-IMAC (E) und die drei UF/DF-Schritte des zweiten Zyklus des Herstellungs-
prozesses von D1M1-His.

Die Expession des Zielproteins D1M1-His im Bioreaktor erfolgte unter analogen verfahrens-
technischen Bedingungen der P-D1M1-Produktion. Der pO2 wurde im Verlauf des
Prozesses Uber die Ruhrerdrehzahl auf 25 % geregelt. In der Produktionsphase der Kulti-
vierung steigt die Zelldichte auf 60 gl'. Die Detektion der Zunahme der Proteinkonzentration
im Medium wurde atline anhand des Absorptionssignals Apim der Ni2*-IMAC mit einstufiger
Elution nach Martens (2014) verfolgt und in der Abbildung normiert dargestellt.

In der Elutionsphase der EBA IMAC steigt das Absorptionssignal Ae auf ein Maximum von
0.270 AU. AnschlieRend fallt das Absorptionssignal langsam ab. Die Fraktionierung des
Eluats in den Konditionierungstank wird durch den Anstieg des Massesignals mp ge-
kennzeichnet.

Im Verlauf der UF/DF fallt das Signal der Masse des Konditionierungstanks mp in dem
jeweiligen Konzentrierungsschritt von 1000 g auf ca. 130 g linear ab. Der Trans-
membrandruck prmu schwankt in den Konzentrierungschritten um 1.5 bar. Eine erfolgreiche
Umpufferung des EBA IMAC-Eluates in den Diafiltrationspuffer wird durch die Annaherung
der Messwerte der Leitfahigkeit cu und des pH-Wertes pHu an ihre Sollwerte cuw bzw. pHuw
verdeutlicht. Die Konzentrierung der Proteine im Retentat wird durch die Darstellung des
Absorptionssignals Au ersichtlich.

Des Weiteren wird in Abb. 5.27 die SDS-PAGE-Analyse des Kulturiberstandes nach
erfolgter Expression, die Eluatsfraktion der EBA IMAC sowie das Bandenprofil des
Retentates der UF/DF veranschaulicht. Fur die durchgefihrte densitometrische
SDS-PAGE-Analyse der Proben bezuglich der Reinheit des Zielproteins D1M1-His wurde
die applizierte Gesamtproteinmassen auf 4 ug konstant gehalten.
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Abb. 5.27: Darstellung des Gesamtprozesses zur Herstellung des Zielproteins D1M1-His. Abgebildet sind die Prozessvariablen und die
SDS-PAGE-Bandenprofile der Proteinexpression (F), dem Protein capture mit Hilfe EBA Ni?*-IMAC (E) und der UF/DF (U) des zweiten Herstellungs-
zyklus (c2).
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5 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 5.28 veranschaulicht die Ergebnisse der Qualitatskriterien Reinheit des Produktes
D1M1-His Pp3 sowie der Ausbeute Yps des Herstellungsprozesses. Dargestellt sind der
start-up (su) sowie die Zyklen eins bis drei (c1-c3) der Prozessschritte Protein-
expression (F), capture (E) und UF/DF (U).
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Abb. 5.28: Qualitatskriterien des Herstellungsprozesses von D1M1-His. Darstellung der Rein-
heit des Produktes Pps (schwarz) und der Ausbeute des Prozesses Yps (rot) der jeweiligen
Prozessschritte Proteinexpression (F), capture (E) und UF/DF (U) des start-up (su) und der darauf
folgenden Zyklen c1-c3 des erweiterten integrierten Bioprozesses.

Die Bestimmung der Produktreinheit Pp3 erfolgte nach GlI. (4.3) durch die in Kap. 4.1.3
beschriebene densitometrische SDS-PAGE-Analyse. Die Berechnung der Ausbeute Yps
wurde nach Gl. (4.15) durchgeflihrt. Dabei wurde die Ausbeute des Zielproteins in Bezug
auf die applizierte Masse in dem verdinnten Kulturiberstand kalkuliert.

Abb. 5.28 verdeutlicht die Abnahme der Ausbeute Yps Uber die Prozessschritte innerhalb
der Zyklen c1-c3 und des start-up (su). Im capture mit Hilfe der EBA Ni?*-IMAC betragt die
mittlere Ausbeute Yp3 55.7 £ 6.1 %. Im Prozessschritt der UF/DF wurde eine Ausbeute von
28.7 £ 7.1 % erreicht.

Die Reinheit des Produktes D1M1-His betragt nach der Fermentation 45.0 £ 3.0 %. Die
Aufreinigung mit Hilfe der EBA IMAC steigerte die Reinheit auf 79.7 £ 2.5 %. Nach der
UF/DF wurde eine Reinheit von 74.6 £ 3.7 % erreicht.
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5.4.3 Vergleich und Diskussion der Herstellungskampagnen

Die Produktion der Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His im erweiterten integrierten Bio-
prozess bestand aus den Prozessschritten Proteinexpression (F), dem capture mit Hilfe der
EBA IMAC (E) sowie einer Konzentrierung und Diafiltration (U).

Die Prozessbedingungen wahrend der Fermentation wurden identisch gewahlt, wodurch
eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse gegeben ist. Fur das capture des Zielproteins P-D1M1
mit Hilfe EBA IMAC wurden Cu?*-lonen und fir die Aufreinigung von D1M1-His Ni?*-lonen
am Adsorber immobilisiert. Die optimalen Bedingungen zur Konzentrierung und Diafiltration
wurde in der Masterarbeit von Schreiber (2013) mit Hilfe eines Scoutings des Trans-
membrandrucks ermittelt und im Herstellungsprozess angewandt.

Abb. 5.29 zeigt die Mittelwerte der Qualitatskriterien des Herstellungsprozesses des start-
up (su) und der Zyklen c1-c3. Die ermittelte Standardabweichung der Produktreinheit Pepi
und der Ausbeute Ypi wird durch eingefugte Fehlerbalken veranschaulicht.
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Abb. 5.29: Vergleich der Qualitatskriterien der Herstellungsprozesse. Darstellung der Produkt-
reinheit Pp; (schwarz) und der Produktausbeute Yp; (rot) der jeweiligen Prozessschritte
Proteinproduktion (F), capture (E) und UF/DF (U) des erweiterten integrierten Bioprozesses mit
ermittelter Standardabweichung.

Deutlich erkennbar ist der hohe Ausbeuteverlust von 61.1 £ 11.7 % bei dem Cu?*-IMAC-
capture von P-D1M1 sowie 44.3+6.1 % bei der D1M1-His Primarreinigung durch
Ni*-IMAC. Die Ausbeute des Konzentrierungs- und Diafiltrationsschrittes betrug
11.5 1 2.6 % fur P-D1M1 und 28.7 + 7.1% fur D1M1-His in Bezug auf die in der Fermen-
tation hergestellte Masse an Zielprotein.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die Reproduzierbarkeit der jeweiligen Prozessschritte wird durch die aufgetragenen Fehler-
balken verdeutlicht. Die Produktion von P-D1M1 scheint gegentber der Herstellung von
D1M1-His héheren Schwankungen zu unterliegen.

Deutlich werden diese Differenzen bei der Betrachtung der Reinheit des Zielproteins
P-D1M1 in der SDS-PAGE-Analyse dargestellt in Abb. 5.30.

P-D1M1 D1M1-His
F E U F E U
su|c1|c2|c3 su|c1|c2|03 su|c1|c2|c3 su|c1|c2|c3 su|c1|02|03 su|c1|c2|c3

- ot |-
!!..... ’.‘----w------»-'-'

- s ~

Abb. 5.30: SDS-PAGE-Analyse des erweiterten integrierten Bioprozesses. Bandenprofile der
Prozessschritte Proteinexpression (F), capture (E) und UF/DF (U) des start-up (su) sowie der jewei-
ligen Zyklen c1-c3 der Produktion der Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His.

Das Bandenprofil des Kulturiberstandes am Ende der Expression von P-D1M1 zeigt
deutlich die Zunahme des Proteins P2 (P-D1M1 ohne Prodomane) mit einem Molekular-
gewicht von 64.9 kDa (vgl. Abb. 5.1). Dieses Ergebnis ist ebenfalls in den Eluatsfraktionen
der Cu?*-IMAC (E) sowie in den Retentatproben (U) des Herstellungsprozesses zu sehen.
Die Zunahme der Abspaltung der Prodomane von P-D1M1 weist auf einen Anstieg der
,proteolytischen Aktivitat in den Zyklen des Herstellungsprozesses hin. Weiterfuhrende
Untersuchungen der Kultivierungen in der Bachelorarbeit von Lucks (2013) zeigten zudem
eine Abnahme der Stoffwechselaktivitat Uber die Produktionszyklen. Der Grund hierfur
wurde innerhalb dieser Arbeit in der sinkenden Vitalitat der Zellen gesehen, konnte ab-
schlielend jedoch nicht bewiesen werden.

Die Ergebnisse der SDS-PAGE-Analyse des Herstellungsprozesses von D1M1-His zeigen
Uber die Produktionszyklen keine ausgepragten Anderungen im Bandenprofil. Dieses wird
ebenfalls durch die ermittelte Standardabweichung der Reinheitsbestimmung deutlich.
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Einzig im start-up (su) sind schwache Banden im MW-Bereich von 50 kDa ersichtlich. Das
Ergebnis der Untersuchung von zyklischen Kultivierungen ergab ebenfalls einen Riickgang
der Stoffwechselaktivitat. Insgesamt betrachtet brachte die Produktion von D1M1-His
hohere Produktionsraten, Produktausbeuten und Endkonzentrationen des Zielproteins als
die P-D1M1-Produktion (Lucks, 2013).

Die Optimierung der Prozessbedingungen des capture mit Hilfe EBA Cu?*-IMAC zur Auf-
reinigung von P-D1M1 wurde in den Arbeiten von Borchert et al. (2013, 2015) veréffentlicht
und in der vorgestellten Herstellungskampagne angewandt. In der Optimierungsprozedur
wurden die Imidazolkonzentration sowie der pH-Wert des Bindungspuffers als kritische
Prozessparameter identifiziert. Diese Parameter konnten ebenfalls in der in Kap. 5.2.3
vorgestellten Optimierungsprozedur der Festbett-Cu?*-IMAC identifiziert werden. Zusétzlich
wurde der Parameter Fliel3rate bei Probenaufgabe als kritisch eingestuft. Dieser Parameter
wurde in der EBA Cu?*-IMAC Optimierung als nicht signifikant identifiziert und daher auf
eine konstante lineare Flussrate von 200 cmh™' eingestellt. Die ermittelte lineare Flussrate
in Kap. 5.2.3 entspricht 45 cmh-".

Nach Borchert et al. (2015) konnte in dem optimierten Prozess eine Ausbeute von 50.6 %
mit einer Reinheit von 87.3 % erreicht werden. Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte
dahingegen lediglich eine Ausbeute von 38.9 + 11.7 % mit einer Reinheit von 58.4 £ 10.0 %
erzielt werden. Ein Grund fur die hohe Abweichung der Produktreinheit ist die unter-
schiedliche Definition des Zielproduktes. In den Arbeiten von Borchert et al. (2013, 2015)
wurden die Proteine P1 (P-D1M1) und P2 (D1M1) als Zielprodukte definiert. Das Zielprotein
der vorliegenden Arbeit ist ausschliellich das Protein P-D1M1 (P1). Ein Grund fir die Ab-
weichung der Ausbeute von 11.7 % kdnnte die Applikation eines héheren Volumens an
konditionierter Zellsuspension sein. In der Optimierungsprozedur nach Borchert et al. (2015)
wurde ein Volumen von 5 | und in der vorgestellten Produktionskampagne ein Volumen von
6 | auf die Saule appliziert. Sollte die Bindungskapazitat des Adsorbers erreicht worden sein,
konnte dies zu einem erhdhten Durchbruch an Zielprotein gefuhrt haben.

Auffallig bei der Aufreinigung von P-D1M1 mit Hilfe Cu?*-IMAC ist die simultane Bindung
der Proteine P1 und P2. Die Prodomane wurde dem Fusionsprotein P1 zur vereinfachten
Aufreinigung mit Hilfe einer IMAC zugefligt, besitzt jedoch keine immunologische Relevanz
(Howell et al., 2001). Die Bindung an Cu?*-IMAC scheint jedoch nicht ausschlieRlich an den
Histidinen der Prodomane statt zu finden sondern ebenfalls an oberflachenstandigen,
bindungsfahigen Aminosauren des D1M1-Fusionsproteins.

Die Aufreinigung von D1M1-His mit Hilfe Ni**-IMAC flhrte zu einer Produktreinheit von
79.7£2.5% und einer Ausbeute von 557 16.1%. In der Optimierung der
Festbett-Ni?*-IMAC (Kap. 5.2.3) wurden die Parameter Imidazolkonzentration und der
pH-Wert als kritische Prozessparameter identifiziert. Im durchgefihrten Robustheitstest
konnte eine Reinheit von 87.0 £ 3.1 % und eine Ausbeute von 65.5 + 7.0 % erreicht werden.
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Die Imidazolkonzentration im Produktionsprozess betrug 10 mM, die optimale Konzentra-
tion wurde mit 12 mM kalkuliert. Dieser Faktor besitzt den grof3ten Einfluss auf die
Qualitatskriterien. Die Abweichung von 2 mM konnte daher fur die Abweichung in der
Produktreinheit und Ausbeute von 7.3 % und 9.8 % verantwortlich sein. Ausgehend von der
in der Arbeit vorgestellten Festbett-Ni?*-IMAC konnte eine weitere Optimierung nach dem
Konzept von Borchert et al. (2013, 2015) in der EBA zu einer Steigerung der Reinheit und
Ausbeute des Zielproteins D1M1-His flhren.

In dem Prozessschritt der Konzentrierung und des Pufferaustausches mit Hilfe der UF/DF
(U) wurde eine Ausbeute von 39.4 % fur P-D1M1 und 51.9 % far D1M1-His erreicht. Diese
geringen Ausbeuten kdnnten durch das Totvolumen der Prozessanlage oder der Adhasion
der Proteine an die Membran verursacht worden sein. Eine Moglichkeit zur Erhéhung der
Wiederfindung konnte ein Produktriickgewinnungsschritt sein.

Der Produktionsprozess fuhrte nach dem Schritt der UF/DF zu einer Ausbeute fur P-D1M1
von 11.5+2.6 % und fir D1M1-His von 28.7 £ 7.1 %. Die Produktreinheit konnte flr
P-D1M1 auf 59.9 + 7.6 % und fir das Zielprotein D1M1-His auf 74.6 + 3.7 % gesteigert
werden.

Die entwickelte weitere chromatographische Aufreinigung mit Hilfe der MMC fuhrte zu einer
Abreicherung des Proteins P2 (D1M1) in der Eluatsfraktion und somit zu einer Steigerung
der Reinheit des Zielproduktes P-D1M1 auf 72.3 £+ 1.5 %. Die Ausbeute des Gesamt-
prozesses nach der chromatographischen Aufreinigung betrug 4.2 + 1.4 %. Die Ausbeute
des Aufreinigungsschrittes der MMC fiel von anfanglich 61.8 % im start-up bis auf 18.0 %
im dritten Produktionszyklus stark ab. Dieses Ergebnis kdnnte aufgrund der inkonsistenten
Zusammensetzung der Proteine P1 und P2 des Ausgangsmaterials resultieren (vgl.
Abb. 5.30). Vermutlich kann durch eine Erhéhung des Anteils an D1M1 ein erhoéhter Durch-
bruch an P-D1M1 durch Belegung der Bindungsstellen mit D1M1 erfolgen. Die Bindung an
den multimodalen lonenaustauscher adhere scheint unter den gewahlten Bedingungen
hauptsachlich Uber die Prodoméane zu erfolgen. Diese Vermutung wird zu dem Hinweis der
geringen Bindung an D1M1 durch die ebenfalls nur geringe Adsorption des Proteins
D1M1-His unterstitzt (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt betrachtet ist der Herstellungsprozess fir D1M1-His reproduzierbarer als die
Produktion von P-D1M1. Die erzielten Produktreinheiten und Ausbeuten sind als gering ein-
zuordnen. Ein Grund hierfur konnte die in Kap. 5.1 diskutierte Instabilitat der Zielprodukte
im Kulturiberstand durch proteolytische Aktivitat sein. Bei dem capture von P-D1M1 mit
Hilfe der EBA Cu?*-IMAC kommt die ungentigende Abreicherung der Proteasen (Kap. 5.2.4)
hinzu, wodurch der Herstellungsprozess hohen Schwankungen unterliegt.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Strategie zur Entwicklung und Optimierung der chro-
matographischen Methoden zur Aufarbeitung der Malariavakzinkandidaten P-D1M1 und
D1M1-His nach dem Quality by Design-Konzept erarbeitet und erprobt.

Mit Hinblick auf die Qualitat der Produkte wurden Stabilitatsstudien der Zielproteine im
Kulturiberstand und in wassrigen Puffersystemen durchgeflhrt. Die Ergebnisse zeigten
eine ausgepragte Degradation der Malariavakzinkandidaten im Kulturiberstand. Unter-
schiedliche Proteasen konnten durch Zymographie nachgewiesen werden. FUur die
Stabilitatsbetrachtung der Zielproteine in wassrigen Puffersystemen wurde die Anwendung
der statistischen Versuchsplanung erprobt. Eine Modellbildung konnte fur den Malariavak-
zinkandidaten P-D1M1 durchgefuhrt werden und zeigte den zu erwartenden signifikanten
Einfluss der Lagertemperatur und -dauer auf die Produktstabilitdt im Untersuchungszeit-
raum von sechs Tagen. Zusatzlich konnte der Einfluss des pH-Wertes und der
Salzkonzentration auf die Degradation von P-D1M1 nachgewiesen werden. Eine Modell-
bildung fur D1M1-His war aufgrund der erwiesenen Stabilitdt des Zielproteins im Unter-
suchungsbereich nicht méglich. Abschlieend kann die statistische Versuchsplanung als
eine geeignete Methode zur Planung und Auswertung von Stabilitdtsstudien beurteilt
werden. Abhangig vom zur Verfiigung stehenden Methodenspektrum kdnnen die in dieser
Arbeit vorgestellten Studien erweitert werden. Die Herausforderung bei dem Einsatz der
Methode liegt in der Auslegung der Faktoreinstellungsbereiche.

Fur die Erprobung der konzipierten Strategie zur Entwicklung und Optimierung der
chromatographischen Methoden wurde die im integrierten Bioprozess angewendete
Methode der Immobilisierten Metallchelat-Affinitatschromatographie in downscale-
Experimenten analysiert. Dabei wurde die Anwendungsmdglichkeit von statischen und
dynamischen Adsorptionsstudien zur Ermittlung der Bindungskapazitat untersucht. Die
Methode der Aufnahme von Adsorptionsisothermen im statischen System stellte sich hierbei
als vorteilhaft heraus. Vorteile fir eine Vorauswahl der chromatographischen Methode
sowie eines adaquaten Materials kann, zusatzlich zu den hier geleisteten Arbeiten, die An-
wendung von Hochdurchsatzmethoden unter Verwendung der statistischen Versuchs-
planung bringen. Die Prozessoptimierung erfolgte mit den Zielproteinen P-D1M1 und
D1M1-His. Eine Optimierungsprozedur bestand aus einem teilfaktoriellen Screening, einer
Optimierung mit einem zentral zusammengesetzten Versuchsplan in einem eingeschrank-
ten Untersuchungsraum und einem abschlielenden vollfaktoriellen Robustheitstest. Mit
Hilfe der Modelle aus der Optimierung konnte ein geeigneter Arbeitspunkt identifiziert wer-
den. Die Optimierungsprozedur flihrte bei der Aufreinigung von P-D1M1 zu einer
Produktreinheit von 75.7 £ 2.4 % und einer Ausbeute von 60.4 + 4.7 %. Fur den Malaria-
vakzinkandidaten D1M1-His ergab sich eine Produktreinheit von 87.0 £ 3.1 % und eine
Ausbeute von 65.5 £ 7.0 %.
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AbschlieBRend zu den Untersuchungen der Aufreinigung mit Hilfe der Immobilisierten
Metallchelat-Affinitatschromatographie wurden Experimente zur Abreicherung der proteo-
lytischen Aktivitat vorgestellt. Das Ergebnis war, dass Proteasen in dem Kulturiberstand
der P-D1M1-Produktion an den Adsorber mit immobilisierten Cu?*-lonen binden. Die
Proteasen der D1M1-His-Produktion gingen dagegen keine Bindung ein.

Der im Forschungs- und Transferzentrum Bioprozess- und Analysentechnik bestehende
integrierte Bioprozess zur zyklischen Produktion extrazellularer Proteine wurde innerhalb
der vorliegenden Arbeit um den Prozessschritt der Crossflow-Ultrafiltration erweitert.

Aufgrund der unzureichenden Selektivitat der Aufreinigung durch Cu?*-IMAC wurde ein
zusatzlicher chromatographischer Aufarbeitungsschritt far P-D1M1 nach erfolgter
Konzentrierung durch Crossflow-Ultrafiltration entwickelt und optimiert. Der multimodale
Adsorber adhere zeigte in der durchgefiihrten Adsorptionsstudie mit 167.3 + 18.1 mgml’
die héchste Bindungskapazitat. In dem durchgefihrten Screening der Optimierungsproze-
dur wurden die kritischen Einflisse der Natriumchloridkonzentration bei Bindung und des
pH-Wertes der Elution ermittelt. Die hydrophobe Interaktion konnte als bevorzugte Inter-
aktionsform identifiziert werden. Die Optimierung ermdglichte die Erstellung eines
geeigneten Modells fur die Auslegung des Arbeitspunktes. Die ermittelten Faktorein-
stellungen fur eine simultane Maximierung der Gutekriterien Produktreinheit und -ausbeute
wurden in einem Robustheitstest validiert und fuhrten zu einer Reinheit von 67.7 £ 5.4 %
und einer Ausbeute von 85.1 £ 9.7 %. Der multimodale Aufreinigungsschritt wurde in den
Ablauf des sequentiellen Prozesses integriert.

In dieser Arbeit wurde flr die Zielproteine P-D1M1 und D1M1-His jeweils eine Herstellungs-
kampagne mit einem start-up und drei aufeinander folgenden Zyklen des integrierten
Bioprozesses vorgestellt und diskutiert. Der Produktionsprozess fuhrte zu einer Produkt-
reinheit von 59.9 + 7.6 % fur P-D1M1 und 74.6 £ 3.7 % fir D1M1-His. Die Ausbeute der
Produktion nach erfolgter Konzentrierung und Umpufferung mit Hilfe der Crossflow-Ultra-
filtration betrug fur P-D1M1 11.5 £ 2.6 % und fur D1M1-His 28.7 £ 7.1 %. Die Anwendung
der multimodalen Aufreinigung von P-D1M1 fihrte in der zyklischen Produktion zu einer
Reinheit von 72.3 £ 1.5 %. Die Ausbeute des Gesamtprozesses nach dem chromato-
graphischen Schritt betrug 4.2 £ 1.4 %.

Schlussendlich kann mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass ein strategisches Vorgehen bei
der Entwicklung und Optimierung chromatographischer Methoden von hoher Bedeutung ist.
Insbesondere die Anwendung der statistischen Versuchsplanung im frihen Stadium der
Prozessentwicklung mit der spezifischen Sicht auf die Qualitdt des Produktes hat sich
hierbei als vorteilhaft erwiesen.
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7.1 Zusammenfassung der Ausgangsmaterialien

Die Herkunft der innerhalb dieser Arbeit verwendeten Ausgangsmaterialien ist nachfolgend
tabellarisch dargestellt.

Tab. 7.1: Tabellarische Zusammenfassung der Fermentationen zur Produktion der
Ausgangsmaterialien

Kennzeichnung  Produkt Strategie Verwendung
JJJ1415 D1M1-His  batch und fed-batch auf  Kulturuberstand fur
Glycerol, Produktions- Stabilitatsstudien in
JJJ1315 P-D1M1 phase auf Methanol Kap. 5.1.1
RFB-Strategie, Kulturiberstand fur
JL1513 D1M1-His  start-up (su) und IMAC-Optimierungs-
Zyklus 1 (c1) prozedur in Kap. 5.2.3
FS0913 P-D1MA1 RFB-Strategie, Cu?*-EBA IMAC-Eluat
start-up (su) und fir MMC-Optimierungs-
FS0813 P-D1M1 6 Zyklen (c1-c6) prozedur in Kap. 5.3.3.
RFB-Strategie, Kulturiberstand fur
SJ1912 P-D1M1 start-up (su) und IMAC-Optimierungs-
6 Zyklen (c1-c6) prozedur in Kap. 5.2.3
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7.2 Kultivierungen zur Herstellung der Ausgangsmaterialien
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Abb. 7.1: ProzessgroBenverlauf der Fermentationen a. JJJ1415 und b. JJJ1315.
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7.3 Ermittelte Parameter der Adsorptionsisothermen

Tab. 7.2: Ermittelte Parameter der Adsoption von D1M1-His an IMAC-Adsorbern mit unter-
schiedlichen immobilisierten Metallionen

Adsorber- Metall-

material ion QP3max stat £ SQP3max Kp £ skp
Co?* 33.3 = 3.6 mgml’ 023 = 0.11 mgml’

Chelating cu?* 40.8 + 28 mgml" 062 + 012 mgml

Sepharose™ _

Fast Flow Ni%* 458 + 1.3 mgml’ 0.16 + 0.02 mgml"
Zn?* 55.8 + 54 mgml’ 1.71 = 0.39 mgml’
Co?* 316 = 1.8 mgml’ 040 % 0.08 mgml’

Ni Sepha- Cu?* 38.3 + 10.5 mgml’ 3.05 + 1.58 mgml"

rose™ Fast _

Flow Ni%* 337 £+ 19 mgml’ 0.10 * 0.02 mgml"
Zn?* 511 = 44 mgml’ 210 = 0.38 mgml’
Co?* 272 + 27 mgml’ 0.90 + 0.24 mgml’

IMAC Sepha- g2+ 39.8 + 11.3 mgml" 450 + 2.28 mgml'

rose™ Fast _

Flow Ni%* 356 * 0.8 mgml’ 0.27 * 0.02 mgml"
Zn?* 4283 £ 59 mgml’ 3.35 = 0.87 mgml’
Co?* 346 + 95 mgml’ 0.62 + 0.49 mgml’

Stream”neTM CU2+ 315 + 24 mgml_1 1.3 + 0.24 mgml_1

Chelating Ni2+ 346 + 3.1 mgml’ 029 + 0.10 mgml’
Zn?* 339 + 6.2 mgml’ 1.38 + 0.61 mgml’
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7.4 Rohdaten der SVP-Analyse der chromatographischen Methoden
Tab. 7.3: Rohdaten der SVP-Analyse der IMAC-Aufreinigung von P-D1M1

Einflussfaktoren Gutekriterien

Exp. Nr. pHc c M] Cimie1C Fvsac Fvsyc Ppr1e2c Yric

[Nj] [ hecie [MM] _ [mimin™] [mimin'] | [%] [%]
Screening
N1 6.00 0.5 0.00 0.50 2.50 34.0 37.0
N2 8.50 0.5 0.00 0.50 0.50 37.0 47.0
N3 6.00 0.9 0.00 0.50 0.50 18.0 36.0
N4 8.50 0.9 0.00 0.50 2.50 33.8 38.0
N5 6.00 0.5 20.00 0.50 0.50 92.0 115.0
N6 8.50 0.5 20.00 0.50 2.50 96.0 69.0
N7 6.00 0.9 20.00 0.50 2.50 88.0 120.0
N8 8.50 0.9 20.00 0.50 0.50 92.0 58.0
N9 6.00 0.5 0.00 2.50 0.50 34.0 51.9
N10 8.50 0.5 0.00 2.50 2.50 47.0 64.0
N11 6.00 0.9 0.00 2.50 2.50 49.0 51.1
N12 8.50 0.9 0.00 2.50 0.50 38.0 67.0
N13 6.00 0.5 20.00 2.50 2.50 82.0 91.0
N14 8.50 0.5 20.00 2.50 0.50 68.0 42.0
N15 6.00 0.9 20.00 2.50 0.50 45.0 73.0
N16 8.50 0.9 20.00 2.50 2.50 86.0 37.7
N17 7.25 0.7 10.00 1.50 1.50 65.0 66.0
N18 7.25 0.7 10.00 1.50 1.50 62.0 67.0
N19 7.25 0.7 10.00 1.50 1.50 59.0 58.0
Optimierung
N1 6.25 8.00 0.50 52.0 57.0
N2 6.25 8.00 1.00 62.0 58.0
N3 6.25 16.00 0.50 80.0 74.2
N4 6.25 16.00 1.00 78.0 49.9
N5 7.25 8.00 0.50 85.0 37.0
N6 7.25 8.00 1.00 71.0 54.0
N7 7.25 16.00 0.50 94.0 37.0
N8 7.25 16.00 1.00 79.0 311
N9 6.75 12.00 0.40 76.0 52.0
N10 6.75 12.00 1.10 70.0 60.0
N11 6.75 6.34 0.75 70.0 46.0
N12 6.75 17.66 0.75 86.0 47.0
N13 6.04 12.00 0.75 65.0 74.2
N14 7.46 12.00 0.75 78.0 42.0
N15 6.75 12.00 0.75 76.0 64.0
N16 6.75 12.00 0.75 79.0 67.0
N17 6.75 12.00 0.75 81.0 68.0
Robustheitstest
N1 6.50 12.00 0.70 73.7 62.6
N2 6.30 12.00 0.80 75.7 57.9
N3 6.30 14.00 0.70 75.9 53.9
N4 6.50 14.00 0.80 72.4 60.9
N5 6.40 13.00 0.75 73.9 62.6
N6 6.40 13.00 0.75 76.0 59.2
N7 6.40 13.00 0.75 77.2 65.8
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Tab. 7.4: Rohdaten der SVP-Analyse der IMAC-Aufreinigung von D1M1-His

Einflussfaktoren Gutekriterien

Exp. Nr. pHc CNacic [M] Fvsac Clmie1C Cimie2C Pp3e2c Yrsc

[N]] [-] [mmin"]  [mM] [mM] [%] [%]
Screening
N1 5.50 0.10 0.50 5.0 250 76.0 57.2
N2 9.50 0.10 0.50 5.0 100 53.6 102.1
N3 5.50 1.00 0.50 5.0 100 87.6 48.9
N4 9.50 1.00 0.50 5.0 250 46.7 79.8
N5 5.50 0.10 5.00 5.0 100 77.7 37.3
N6 9.50 0.10 5.00 5.0 250 60.5 90.3
N7 5.50 1.00 5.00 5.0 250 38.8 14
N8 9.50 1.00 5.00 5.0 100 452 129.1
N9 5.50 0.10 0.50 40.0 100 72.7 245
N10 9.50 0.10 0.50 40.0 250 69.9 29.4
N11 5.50 1.00 0.50 40.0 250 87.4 414
N12 9.50 1.00 0.50 40.0 100 89.0 43.4
N13 5.50 0.10 5.00 40.0 250 78.0 21.7
N14 9.50 0.10 5.00 40.0 100 85.9 52.0
N15 5.50 1.00 5.00 40.0 100 90.1 24.7
N16 9.50 1.00 5.00 40.0 250 75.5 41.0
N17 7.50 0.55 2.75 225 175 90.0 59.3
N18 7.50 0.55 2.75 225 175 89.6 52.5
N19 7.50 0.55 2.75 22.5 175 92.9 71.9
Optimierung
N1 7.50 8.0 82.4 49.9
N2 9.50 8.0 83.1 54.7
N3 7.50 20.0 88.0 40.5
N4 9.50 20.0 88.7 42.4
N5 7.09 14.0 86.8 40.0
N6 9.92 14.0 85.7 36.2
N7 8.50 55 78.1 66.9
N8 8.50 225 85.2 48.0
N9 8.50 14.0 87.4 48.4
N10 8.50 14.0 88.0 454
N11 8.50 14.0 87.8 46.3
N12 7.50 8.0 82.4 49.9
N13 9.50 8.0 83.1 54.7
N14 7.50 20.0 88.0 40.5
N15 9.50 20.0 88.7 42.4
N16 7.09 14.0 86.8 40.0
N17 9.92 14.0 85.7 36.2
Robustheitstest
N1 8.40 11.0 88.0 55.2
N2 8.40 13.0 86.4 62.4
N3 8.60 11.0 91.2 65.5
N4 8.60 13.0 89.5 66.4
N5 8.50 12.0 87.0 59.4
N6 8.50 12.0 86.4 65.7
N7 8.50 12.0 86.8 66.5

134



7 Anhang

Tab. 7.5: Rohdaten der SVP-Analyse der MMC-Aufreinigung von P-D1M1

Einflussfaktoren Gutekriterien

Exp. Nr. Fvsac Fvsyc pHezc pHeic c M] Ppr1e2c Yric

[Nj] [mimin™] _[mimin™ __ [] [ recte [%] [%]
Screening
N1 2.0 2.0 3.50 7.20 1.50 9.5 82.0
N2 8.0 2.0 3.50 7.20 0.00 94.6 44.0
N3 2.0 8.0 3.50 7.20 0.00 79.6 40.0
N4 8.0 8.0 3.50 7.20 1.50 14.3 91.0
N5 2.0 2.0 5.00 7.20 0.00 73.6 39.0
N6 8.0 2.0 5.00 7.20 1.50 10.2 90.0
N7 2.0 8.0 5.00 7.20 1.50 0.0 0.0
N8 8.0 8.0 5.00 7.20 0.00 45.0 38.0
N9 2.0 2.0 3.50 8.50 0.00 85.0 46.0
N10 8.0 2.0 3.50 8.50 1.50 324 89.0
N11 2.0 8.0 3.50 8.50 1.50 20.9 90.0
N12 8.0 8.0 3.50 8.50 0.00 90.2 40.0
N13 2.0 2.0 5.00 8.50 1.50 17.2 91.0
N14 8.0 2.0 5.00 8.50 0.00 35.0 20.0
N15 2.0 8.0 5.00 8.50 0.00 34.9 19.0
N16 8.0 8.0 5.00 8.50 1.50 8.7 92.0
N17 5.0 5.0 4.25 7.85 0.75 61.4 68.0
N18 5.0 5.0 4.25 7.85 0.75 62.8 71.0
N19 5.0 5.0 4.25 7.85 0.75 60.0 70.0
Optimierung
N1 3.80 0.40 39.0 79.8
N2 3.80 0.80 95.0 57.4
N3 4.20 0.40 40.0 99.5
N4 4.20 0.80 76.0 56.7
N5 4.00 0.32 35.0 98.8
N6 4.00 0.88 98.0 55.0
N7 3.72 0.60 48.0 65.4
N8 4.28 0.60 42.0 66.1
N9 4.00 0.60 44.0 65.3
N10 4.00 0.60 44.0 70.8
N11 4.00 0.60 42.0 68.7
N12 3.80 0.40 39.0 79.8
N13 3.80 0.80 95.0 57.4
N14 4.20 0.40 40.0 99.5
N15 4.20 0.80 76.0 56.7
N16 4.00 0.32 35.0 98.8
N17 4.00 0.88 98.0 55.0
Robustheitstest
N1 3.80 0.70 64.7 84.3
N2 4.00 0.70 70.2 94.7
N3 3.80 0.76 64.8 87.9
N4 4.00 0.76 67.4 77.5
N5 3.90 0.73 71.4 90.9
N6 3.90 0.73 67.7 81.2
N7 3.90 0.73 69.8 85.1
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