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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bei biotechnologischen Prozessen existiert ein zunehmender Bedarf an kostengiinstigen und
effizienten Verfahren der Bioproduktaufarbeitung, wobei ein wichtiger Gesichtspunkt dabei die
Reduktion der Prozessschritte im sogenannten Downstream-Processing (DSP) ist. Eine
vielversprechende Maoglichkeit hierzu ist die Reinigung von Bioprodukten direkt aus
Biorohsuspensionen durch den Einsatz magnetischer Sorbentien in Kombination mit einer
Hochgradienten-Magnetseparation (HGMS). Die Immobilisierung von lonenaustauschergruppen
oder Affinitéitsliganden auf den magnetischen Sorbentien ermdglicht eine selektive Abtrennung
der Zielkomponente aus der Suspension. Das als ,,High Gradient Magnetic Fishing* (HGMF)
bezeichnete Verfahren vereinigt die Arbeitsschritte der Fest-Fliissig Trennung und der ersten
Reinigung des Zielmolekiils. Innerhalb des letzten Jahrzehntes wurden zahlreiche HGMF-
Laborstudien zur Reinigung von Proteinen aus verschiedenen Ausgangsmedien, wie z.B.
Zellhomogenisate oder Molke, veroffentlicht. Bis heute fehlt aber ein kommerzielles HGMF-
System bzw. ein Anwendungsfall mit direkter praktischer Relevanz. Im Gegensatz hierzu finden
magnetische Sorbentien aber zahlreiche kommerzielle Anwendungen im Bereich der Bioanalytik,

wie z.B. zur Isolation von Nukleinsduren.

In Anbetracht dieses Stands der Technik war das Ziel der vorliegenden Dissertation die Reinigung
des Glykoproteins ,,equine chorionic gonadotropin®“ (eCG) unter dem Einsatz magnetischer
Anionenaustauschersorbentien im Pilotmaf3stab bis ca. 100 L zu untersuchen und den Prozess
hinsichtlich seiner Ausbeute und Produktreinheit zu optimieren. Ein weiterer Schwerpunkt der
Arbeit war die hydrodynamische Charakterisierung und Inbetriebnahme einer in Kooperation mit
Verbundpartnern konstruierten und kommerzialisierten HGMF-Anlage. Der realisierte Mal3stab
der Anlage liegt bei einem Fassungsvermogen des magnetischen Filters von 100 g magnetischer
Sorbentien und erlaubt hierdurch die Reinigung des Proteins eCG aus ca. 110 L Serum pro

Zyklus.

Das Glykoprotein eCG findet haufig Anwendung zur Steuerung des Reproduktionszyklus in
landwirtschaftlichen Nutzbetrieben und wird derzeit konventionell aus dem Blut trachtiger Stuten
mittels verschiedener Prizipitationsmethoden und anschlieBenden chromatographischen
Trennschritten gewonnen. Zur Demonstration der Effizienz des HGMF-Verfahrens wurden
zunéchst diese konventionellen Reinigungsschritte zur Isolation von eCG aus Serum etabliert und
auf die Anwendung magnetischer Anionenaustauscher, die von Verbundpartner zur Verfiigung

gestellt wurden, iibertragen. Durch die Anwendung magnetischer Sorbentien anstelle



Zusammenfassung

konventioneller Chromatographiemedien konnte eine Steigerung der Ausbeute um ca. 17 %
erreicht werden, wobei der im Anschluss an den HGMF-Prozess durchgefiihrte Bioassay (Firma
Biologika GmbH, Dessau-RoBlau, Deutschland) den Erhalt der biologischen Aktivitidt bestdtigte.
Mit einer Gesamtausbeute von 40 % ist das HGMF-Verfahren mit konventioneller Vorreinigung

jedoch nicht wirtschaftlich.

Das Ausgangsmedium Pferdeserum ist aufgrund der hohen Leitfahigkeit von 10-13 mS cm™ und
der hohen Proteinkonzentration von 50-60 mg ml" nicht fiir eine direkte eCG-Reinigung an
Anionenaustauschermaterialien geeignet. Versuche im Labormalstab zeigten, dass ausreichende
Sorptionsbedingungen bei einer Leitfihigkeit von ca. 1 mS cm' wund einer
Gesamtproteinkonzentration von < 1 mg mL™ vorliegen. Durch eine Vereinfachung der in der
Literatur beschriebenen konventionellen Schritte zum Erreichen dieser Werte konnte eine
Reduktion des Ethanolverbrauchs um zwei Drittel sowie eine Verkiirzung der Prozessdauer der
bendtigten Vorreinigung um 20 Stunden erreicht werden. Die anschlieBende automatisierte
Reinigung des eCG an der HGMF-Pilotanlage fiihrte zu einem Produkt mit einer spezifischen
Aktivitit von bis zu 1300 IU mg' im Bioassay, was die fir den Einsatz in der
Reproduktionsmedizin geforderten Vorrausetzungen von einer Reinheit des eCG vox1000 U

mg erfiillt. Mit diesem optimierten Prozess konnten allein unter Beriicksichtigung des zweiten
Eluates Gesamtausbeuten von bis zu 56 % erreicht werden, bei einem Konzentrierungs- bzw.
Aufreinigungsfaktor von bis zu 6,6 bzw. 2650. Werden die im ersten und dritten Eluat
gewonnenen eCG-Mengen zusétzlich beriicksichtigt, errechnet sich ein Erhalt der biologischen
Aktivitit des urspriinglich im Serum enthaltenen eCGs von iiber 60 %, wobei die Reinheit dieser
weiteren Eluate nicht den Grad des zweiten Eluates erreicht. Die Verluste an Menge und Aktivitdt
des eCG treten dabei grofitenteils im Zuge der Vorreinigung auf, der Ausbeuteverlust innerhalb

des HGMF-Prozesses betriagt dagegen lediglich 5-10 %.

Eine direkte Gegeniiberstellung der Effizienz magnetischer Sorbentien im Vergleich zu
konventionellen ~Chromatographiemedien unter Verwendung einer nach vereinfachter
Vorreinigung erhaltenen eCG-Losung zeigt, dass durch Einsatz der magnetischen
Anionenaustauschersorbentien eine 22 % hohere Ausbeute erzielt werden konnte. Der
Aufreinigungsfaktor konnte bezogen auf das zweite Eluat um den Faktor 1,4, der
Konzentrierungsfaktor um den Faktor 2,8 gesteigert werden. Die spezifische Aktivitit der
jeweiligen Eluate betrug 581 IUgpsa mg'1 nach Reinigung an konventionellen
Chromatographiemedien bzw. 1951 IUgsx mg' nach Reinigung an magnetischen

Anionenaustauschern.
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Ein weiterer Gesichtspunkt in Hinblick auf die Produktivitidt und Wirtschaftlichkeit des HGMF-
Prozesses ist die Partikelriickgewinnung aus dem magnetischen Filter sowie die
Wiederverwendbarkeit der magnetischen Anionenaustauschersorbentien. Bei einem Einsatz von
100 g magnetischer Sorbentien in einem mit verdiinntem Serum simulierten Reinigungsprozess
gingen lediglich 0,3 % der eingesetzten Partikel iiber den Ablauf des Separators verloren. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Rezyklierbarkeit der magnetischen

Anionenaustauschersorbentien mindesten 70 Zyklen betragt.

Zusammenfassend ldsst sich somit feststellen, dass zumindest fiir das untersuchte Beispiel der
Gewinnung von eCG aus Serum, der HGMF-Prozess einer konventionellen Reinigung iiber Fest-
Fliissig-Trennung und Chromatographie im Hinblick sowohl auf Ausbeute als auch Reinheit
tiberlegen ist und zudem die magnetischen Sorbentien eine gute Bestindigkeit zeigten. Der
HGMF-Prozess ist somit eine interessante Alternative zur Proteinreinigung aus komplexen
Medien, wobei mit dem in Kooperation entwickelten Separator erstmals ein kommerzielles Gerit

zur Durchfithrung des Verfahrens mit bis zu 100 g Sorbensmaterial je Zyklus verfligbar ist.
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Abstract

Biotechnological processes increasingly require low-cost and efficient bioproduct processing
methods, a major aspect being the reduction of process steps in so-called downstream processing
(DSP). A highly promising option consists in the purification of bioproducts directly from raw
biological suspensions by using magnetic sorbents in combination with high-gradient magnetic
separation (HGMS). Immobilization of ion exchanger groups or affinity ligands on magnetic
sorbents allows for a selective separation of the target component from the suspension. The
method that is also referred to as “High-gradient Magnetic Fishing” (HGMF) combines the steps
of solid-liquid separation with the first purification of the target molecule. In the past decade,
numerous HGMF laboratory studies relating to the purification of proteins from various starting
media, such as cell homogenates and whey, were published. However, a commercial HGMF
system or application of direct practical relevance is still lacking. In contrast to this, numerous
commercial applications of magnetic sorbents are encountered in bioanalysis, e.g. for the isolation

of nucleic acids.

In view of this state of the art, the present Ph.D. thesis was aimed at studying purification of the
equine chorionic gonadotropin (eCG) glycoprotein by means of magnetic anion exchanger
sorbents on the pilot scale of up to about 100 1 and at optimizing the process in terms of yield and
product purity. The thesis also focused on hydrodynamic characterization and commissioning of a
commercial HGMF plant constructed in cooperation with industry partners. The plant is equipped
with a magnetic filter containing 100 g of magnetic sorbents that allow for the separation of the

eCQG protein from about 110 I serum per cycle.

The eCG glycoprotein is frequently used to control the reproduction cycle on farms and is
presently extracted conventionally from the blood of mares in foal using various precipitation
methods and subsequent chromatographic separation. To demonstrate the efficiency of the HGMF
method, these conventional purification steps for the isolation of eCG from serum were
established first and transferred to the application of magnetic anion exchangers made available by
the cooperation partners. Use of the magnetic sorbents instead of conventional chromatography
media caused the yield to increase by about 17 %. The bioassay performed after the HGMF
process (Company Biologika GmbH, Dessau-RoBlau, Germany) confirmed the conservation of
biological activity. With a total yield of 40 %, the HGMF process with conventional precleaning,

however, is not economically efficient.
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Due to the high conductivity of 10-13 mS cm™ and the high protein concentration of 50-60 mg
ml”, the horse serum starting medium is not suited for direct eCG purification on anion exchanger
materials. It was demonstrated by tests on the laboratory scale that sorption conditions are
satisfactory at a conductivity of about 1 mS cm™ and a total protein concentration of < 1 mg ml™.
By a simplification of the conventional steps described in literature to reach these values, ethanol
consumption was reduced by two thirds and process duration of the precleaning step required was
shortened by 20 hours. Subsequent automatic purification of the eCG in the HGMF pilot plant led
to a product with a specific activity of up to 1300 IU mg™ in the bioassay, which meets the
requirement of an eCG purity of > 1000 IU mg™ for use in reproduction medicine. With this
optimized process, total yields of up to 56 % from the second eluate alone were reached at a
concentration and purification factor of up to 6.6 and 2650, respectively. When considering the
eCG quantities separated from the first and third eluates in addition to that extracted from the
second eluate, more than 60 % of the biological activity of eCGs originally contained in the serum
were conserved, with the purity of these other eluates not reaching that of the second eluate. The
losses of quantity and activity of the eCG largely occur during preliminary cleaning, the loss of

yield during the HGMF process amounts to 5-10 % only.

Direct comparison of the efficiency of magnetic sorbents with that of conventional
chromatography media using an eCG solution obtained after simplified preliminary cleaning
shows that the yield reached with magnetic anion exchanger sorbents is 22 % higher. With respect
to the second eluate, the purification factor was increased by a factor of 1.4, the concentration
factor was enhanced by a factor of 2.8. Specific activity of the eluate amounted to 581 IUgpisa
mg'1 after cleaning on conventional chromatography media and to 1951 IUgpsa mg'1 after

cleaning on magnetic anion exchangers.

Other important aspects in terms of productivity and economic efficiency of the HGMF process
are particle recovery from the magnetic filter and reusability of the magnetic anion exchanger
sorbents. When using 100 g of magnetic sorbents in a cleaning process simulated with diluted
serum, only 0.3 % of the particles used were lost via the separator discharge. It was also
demonstrated that the recyclability of the magnetic anion exchanger sorbents amounts to 70 cycles

at least.

To sum up, it must be stated that, for the studied example of the extraction of eCG from serum at
least, the HGMF process is superior to conventional cleaning by solid-liquid separation and
chromatography in terms of both yield and purity. Moreover, the magnetic sorbents were found to
be highly stable. Hence, the HGMF process is an interesting alternative to protein separation from

complex media. With the separator developed together with the cooperation partners, a first
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commercial device is now available for the execution of the process with up to 100 g of sorbent

material per cycle.
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Einleitung und Zielsetzung Seite 1

1 Einleitung und Zielsetzung

Eine Vielzahl biotechnologischer Prozesse beinhaltet die Abtrennung und Reinigung biologischer
Wertprodukte aus unterschiedlichen Ausgangsmedien, wie z.B. Fermentationsbriihen,
pflanzlichen Zellaufschliissen oder tierischen Seren. Entsprechende Prozesse erfordern im
Rahmen der Bioproduktaufarbeitung (,,Downstream-Processing®) einen mehrstufigen
Reinigungsprozess, um das Produkt in der geforderten Reinheit zu erhalten. Die bendtigten
Verfahrensschritte bestehen gewohnlich aus einer Filtration, Zentrifugation oder Sedimentation
zur Entfernung der Feststoffanteile aus der vorliegenden Suspension mit anschlieBender
chromatographischer Trennung. Die Vielzahl der benétigten Reinigungsschritte trdgt jedoch zu
einer Erhohung der Betriebskosten und zu einem erheblichen Produktverlust, z.B. durch

Adsorption an die abgetrennten und verworfenen Bestandteile, bei.

Ein aussichtsreicher Weg zur Vereinfachung der Aufarbeitung von Bioprodukten ist die Isolierung
der Produkte direkt aus feststoffhaltigen Losungen durch Sorption an geeignete Sorbentien.
Verfahren, die in diesem Zusammenhang eine Verkiirzung konventioneller Prozesse ermdglichen,
sind die ,,Aqueous Two Phase Separation* (ATPS) [Janson & Rydén 1998; Kula & Selber, 1999]
und die ,,Expanded Bed Adsorption (EBA) [Kennedy, 2001]. Eine weitere Moglichkeit der
direkten Bioproduktisolierung besteht in der Verwendung magnetischer Mikrosorbentien in
Kombination mit Magnetseparatoren. Die Immobilisierung von Affinititsliganden auf den
magnetischen Mikropartikeln ermdéglicht eine selektive Abtrennung der Zielkomponente. In einem
ersten Schritt werden die magnetischen Mikrosorbentien zur Bindung der Zielkomponente dem
Ausgangsmedium zugegeben, wobei die groBe spezifische Oberfliche der magnetischen
Sorbentien eine schnelle Bindung des Produktes ermdglicht. Im Anschluss werden die beladenen
magnetischen Sorbentien mittels Magnetseparation selektiv vom Rest der Losung abgetrennt. Die
nach dem Verwerfen des Uberstandes folgenden Wasch- und Elutionsschritte liefern das
Zielprodukt in gereinigter und oftmals auch aufkonzentrierter Form. Das Prinzip der
Bioproduktaufarbeitung unter dem Einsatz magnetischer Sorbentien, das sogenannte “High
Gradient Magnetic Fishing* (HGMF), wurde bereits mehrfach im LabormaBstab demonstriert. Der
Begriff “High Gradient Magnetic Fishing* leitet sich dabei aus dem Sorptionsschritt im Batch
Reaktor (,,Fishing®) und der anschlieBenden Hochgradienten-Magnetseparation ab [Hubbuch,
20011].

Magnetfilter mit einem Separationsvolumen von bis zu 16 mL wurden bereits im Jahr 2001

[Hubbuch et al., 2001] zur direkten Isolation von Proteasen aus Fermentationsbrithen eingesetzt.
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In spdteren Arbeiten am Forschungszentrum Karlsruhe wurden erstmals etwas grof3ere,
automatisierte Magnetseparatoren entwickelt [Hoffmann, 2003] sowie Versuche zur Reinigung
von Proteinen im 46 mL Separationsmafstab durchgefiihrt [Ebner, 2006; Meyer, 2004]. Bis zum
jetzigen Zeitpunkt existiert aber keine kommerzielle Anwendung von Magnetpartikeln im
technischen Malstab. Ein kommerzielles ,,scale-up* erfordert ein Verfahren zur Herstellung
magnetischer Sorbentien im Kilogramm-Malstab sowie die Entwicklung eines speziell fiir eine
biotechnologische Anwendung geeigneten Magnetseparators mit einem Filtervolumen von
mindestens 1 L, entsprechend einem pro Zyklus behandelbaren Suspensionsvolumen von ca. 20

bis 100 L.

Aufbauend auf den genannten Vorarbeiten, war das Ziel dieser Arbeit die Entwicklung und
Erprobung eines HGMF-Verfahrens im halbtechnischen Mallstab, das die Reinigung des
kommerziell relevanten Glykoproteinhormons ,,equine chorionic gonadotropin® (eCG) aus Serum
erlaubt. Gonadotropin-Préparate finden in landwirtschaftlichen Nutzbetrieben Anwendung zur
Steuerung des Reproduktionszyklus. Fiir die Anwendung in der Reproduktionsmedizin werden
Dosierungen von ca. 500-3000 IU pro Tier benétigt, bei einer geforderten Reinheit des
eingesetzten Priiparats von > 1000 TU mg™ [Frey und Loscher, 2009].

Im ersten Abschnitt der Arbeit sollten als Reverenz zur Beurteilung der Effizienz der
magnettechnologischen Reinigung konventionelle Reinigungsmethoden fiir das Serumprotein
eCG mittels verschiedener Fillungsmethoden und anschlieBenden chromatographischen
Trennschritten etabliert werden. Der zweite Abschnitt umfasste die Untersuchung der Eignung
unterschiedlicher magnetischer Anionenaustauschersorbentien zur Reinigung des Proteins, wobei
von Verbundpartnern synthetisierte sowie kommerzielle magnetische Mikrosorbentien eingesetzt
werden sollten. Ein in einer Kooperation des Karlsruher Instituts fiir Technologie, der Firma
chemagen Biopolymer AG und der Firma ABBIS bio process automation im Verlauf der
Dissertation entwickelter Durchfluss-Magnetseparator sollte die Reinigung des Proteins im
Malstab bis zu 100 L Serum ermdglichen. Die Aufgabenstellung fiir den dritten Abschnitt der
Arbeit beinhaltete daher die hydrodynamische Charakterisierung des entwickelten Durchfluss-
Magnetseparators sowie die Optimierung der Reinigung des Proteins eCG unter Einsatz eines
HGMF-Prozesses. Schwerpunkte waren hierbei die eingehende Charakterisierung des mittels
HGMF gewonnen Produkts hinsichtlich Reinheit und biologischer Aktivitdt sowie die Beurteilung
der Effizienz des Verfahrens gegeniiber der etablierten Sdulenchromatographie. Die Arbeit wurde
im Rahmen des Verbundvorhabens ,,ProGonado® des Bundesministeriums fiir Wirtschaft und

Technologie durchgefiihrt.



Grundlagen und Stand des Wissens Seite 3

2 Grundlagen und Stand des Wissens

2.1 Konventionelle Verfahren der Bioproduktaufarbeitung

Biotechnologische Prozesse bestehen meist aus der Isolation loslicher Biomolekiile aus
feststofthaltigen Ausgangsmedien, wie Fermentationsbriihen, pflanzlichen Zellaufschliissen oder
tierischen Seren. Konventionelle Verfahren der Aufarbeitung von Bioprodukten beinhalten als
ersten echten Reinigungsschritt hdufig chromatographische Trennverfahren im Festbett, wobei

eine Entfernung der Feststoftbestandteile aus der Biosuspension voraus gehen muss.

Die aufeinanderfolgenden Teilschritte der Bioproduktaufarbeitung werden als Downstream-
Processing (DSP) bezeichnet. Der Prozess lédsst sich in die folgenden vier Teilbereiche gliedern

[Ladisch, 2001; Harrison et al., 2003]:

- Fest-fliissig Trennung durch beispielsweise Filtration, Zentrifugation oder Sedimentation

- Isolation des  Zielproduktes  durch  Adsorption,  Féllung,  Ultrafiltration,
Losungsmittelextraktion

- Feinreinigung des Produktes durch chromatographische Verfahren

- Veredelung (,,Polishing®) durch Kristallisation, Trocknung sowie die Entfernung von

Viren oder Pyrogenen durch Sterilfiltration

Die Vielzahl der Schritte eines konventionellen DSP Verfahrens fiihren zu hohen Betriebs- und
Investitionskosten sowie zu einem Produktverlust im Rahmen jedes durchgefiihrten
Verfahrensschrittes. Abbildung 2.1 veranschaulicht den Produktverlust als Konsequenz eines
vielstufigen Reinigungsverfahrens am Beispiel von Proteinen. Selbst bei einer hohen
stufenspezifischen Ausbeute an Zielprodukt von 95 % betrdgt die Gesamtausbeute nach 10
Reinigungsschritten lediglich 60 %. Bei einer niedrigeren Stufenausbeute von z.B. 75 % betragt
die Gesamtausbeute nach 10 Schritten nur noch 5 % des urspriinglich in der Ausgangslosung

vorhandenen Produktes.
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Abbildung 2.1: Theoretische Ausbeute eines mehrstufigen Reinigungsprozesses von Proteinen. Jede Kurve
reprasentiert einen mehrstufigen Prozess, mit der in der Legende aufgefiihrten mittleren Stufenausbeute pro

vorgenommenen Reinigungsschritt [nach Williams, 2001]

Neben den oftmals hohen Kosten der einzelnen Verfahrensschritte im DSP ist ein weiteres
Problem das an Chromatographie- oder Filtrationsmedien auftretende Fouling, durch
unzureichende Entfernung suspendierter Feststoffe im Prozessschritt der fest-fliissig Trennung,

was die Standzeit der Materialien verkiirzt [ Amersham Pharmacia Biotech, 2000].

Abbildung 2.2 zeigt ein Schema der iiblichen, konventionellen Reinigung l6slicher rekombinanter

Proteine aus Zellen. Die Extraktion des Zielproteins ist dabei abhdngig von dessen Lokalisation.



Grundlagen und Stand des Wissens Seite 5

Protein liegt in der

Protein liegt im Protein liegt im Protein liegt im Membranfraktion
Zytoplasma vor Medium vor Periplasma vor vor
Aufbrechen der Zellen Zentrifugation Zelllyse mit Zentrifugation zur
Zentrifugation zur oder Filtration zur Lysozym Entfernung der
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Abbildung 2.2: Schemata der Reinigungsprozesse fiir 16sliche rekombinante Proteine, die sich im
Zytoplasma befinden, ins Medium ausgeschieden werden, bzw. sich im Periplasma oder der
Membranfraktion befinden. Der erste Schritt beinhaltet die Freisetzung des Zielproteins sowie die
Entfernung ungeloster Bestandteile wie Zellen oder Zelldebris. Im Anschluss folgen konventionelle

mehrstufige Reinigungsschritte [nach Scopes, 2001]

Tabelle 2.1 zeigt den Absatzmarkt ausgewédhlter rekombinant hergestellter Biopharmazeutika im
Jahr 2001. Der Weltmarkt fiir Biopharmazeutika tiberschritt 2005 bereits 40 Billionen US-Dollar,

was einer Verdreifachung innerhalb der vorangegangenen vier Jahre darstellt [Melmer, 2005].
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Tabelle 2.1: Absatzmarkt ausgewéhlter Biopharmazeutika [Melmer, 2005]

Produkt Indikation Absatzmarkt in
USS$ Millionen
Erythropoietin Anédmie 6803
Insulin Diabetes 4017
Interferon beta Multiple Sklerose, Hepatitis 2087
Interferon alpha Krebs, Hepatitis 1832
Monoklonale Antikorper unterschiedlich 1751
Wachstumshormone Wachstumsstérungen 1706
Interleukin Krebs, Immunologie 184
Wachstumsfaktoren Wundheilung 115
Impfstoffe unterschiedlich 50

2.2 Verfahren zur direkten Abtrennung von Bioprodukten aus Suspensionen

Moderne Verfahrensansitze zur direkten Bioproduktaufarbeitung, die in der Lage sind mehrere
urspriinglich unabhéngige Prozessschritte in einer Stufe zu kombinieren, werden zur Zeit in vielen
aktuellen Forschungsarbeiten untersucht. Zu diesen Verfahren gehort die in den folgenden
Kapiteln ausfiihrlich diskutierte Anwendung magnetischer Mikrosorbentien, aber auch der Einsatz
wassriger Zweiphasensysteme (,,Aqueous Two-Phase Systems* — ATPS) sowie die ,,Expanded

Bed Adsorption* (EBA).

Das ATPS-Verfahren beruht auf der Trennung von Proteinen zwischen zwei nicht mischbaren
flissigen Phasen. Klassischerweise entstehen diese durch das Losen zweier Polymere (z.B.
Polyethylenglykol, Dextran) in Wasser, oder eines Polymers (z.B. Polyethylenglykol) und eines
geeigneten Salzes (z.B. Kalium-, Natriumphosphat) [Janson & Rydén, 1998]. Feststoffbestandteile
der Biorohsuspension werden in der einen Phase gesammelt, wihrend das Zielprotein sowie
eventuell andere Proteine sich in der anderen Phase anreichern [Kula & Selber, 1999]. Eine
eingehende Beschreibung der Anwendung des ATPS-Extraktionsverfahrens findet sich in der

Arbeit von Becker [2009].
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Die Expanded Bed Adsorption (EBA) ist eine skalierbares Verfahren, das eine Kombination der
Schritte der Reinigung und der Konzentrierung des Proteins direkt aus festsoffhaltigen
Suspensionen ermoglicht. EBA findet Anwendung bei der Reinigung von Proteinen, welche von
scherempfindlichen Zelllinien exprimiert werden. Der Reinigungsschritt der Fest—Fliissig
Trennung wie Zentrifugation oder Membranfiltration fiihrt im Fall scherempfindlichen Zellen zu
deren Depletion und zu einer daraus resultierenden Verunreinigung des Produktes durch einen

hohen Anteil an Fremdprotein. Im Fall der EBA entfillt dieser Reinigungsschritt.
Der Arbeitsgang der EBA unterteilt sich in folgende Schritte [Kennedy, 2001]:

- Herstellung des sedimentierten Bettes des Sorbens. (Zur Gewéhrleistung einer

hinreichenden Bindungseffizienz, sollte eine Hohe von mind. 15 cm gewéhrleistet sein)
- Aquilibrierung des Sorbens mit Probenpuffer und Auftragen der Rohsuspension
- Auswaschen nicht gebundener Bestandteile, wie verbleibende Zellen oder Zelltriimmer

- Elution des Proteins im sedimentierten Festbett im Gegenstrom, wodurch eine

Aufkonzentrierung des Proteins ermdglicht wird

- Regeneration des Adsorbent (,,cleaning in place®)

2.3 Einsatz magnetischer Sorbentien in der Bioproduktaufarbeitung

Die Verwendung magnetischer Mikrosorbentien in der Biotechnologie stellt eine weitere
Alternative zur konventionellen mehrstufigen Bioproduktaufarbeitung aus ungeklérten

Suspensionen dar.

Die nicht-pordsen Sorbentien neigen im Gegensatz zu konventionellen in der Chromatographie
eingesetzten pordsen Materialien oder den pordsen Sorbentien der Expanded Bed Adsorption
nicht zum Fouling. Dies resultiert in einer hoheren Wiederverwendbarkeit der magnetischen
Mikrosorbentien, bedingt durch eine leichtere Reinigung des Materials. Bedingt durch das Fouling
entstethen mit zunehmendem Einsatz der Materialien anwachsende Druckverluste iiber die
Chromatographiemedien und ein dadurch bedingter Riickgang des Volumenstroms, ungeachtet der

Verwendung partikelfreier Prozessstrome [ Amersham Pharmacia Biotech, 2000].

Eine entsprechend grofle Oberfliche der unporésen Materialien wird durch den Einsatz
magnetischer Mikrosorbentien von nur wenigen pm erreicht. Kommerzielle Magnetpartikel
besitzen in der Regel eine Grofe von z.B. 1-3 um bzw. 0,7-2,6 um (Firma chemagen Biopolymer

AG, Baesweiler, Deutschland bzw. Merck Chemie SAS, Fontenay-sous-Bois, Frankreich).
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Erste Anwendungen magnetischer Materialien zur Isolation von Proteinen mit Hilfe von
Affinitétsliganden finden sich bereits in den 1970er Jahren [Dunnill & Lilly, 1974]. Die ersten
kommerziell erhiltlichen Materialien Enzacryl FEO-(M) (Koch Light Laboratories Ltd.,
Colnbrook, GB) und Magnogel® (IBF, Villeneuve, France) wurden bereits Ende der 70er Jahre
vertrieben [Franzreb et al., 2006]. Spiter wurden noch bis heute erhéltliche hochwertigere
Materialien wie BioMag® Advanced Magnetics, Cambridge, USA), Dynabeads® (Invitrogen
GmbH, Darmstadt, Deutschland) und Estapor® M (Merck Chemie SAS, Fontenay-sous-Bois

Cedex, Frankreich) entwickelt.

Inzwischen ist die Abtrennung von Nukleinsduren [Berensmeier, 2006, Olsvik et al., 1994],
Proteinen [Heebgll-Nielsen et al., 2004, Meyer et al., 2007] aber auch ganzen Zellen wie z.B.
Bakterien [Safarik & Safarikovd, 2002] mittels magnetischer Mikropartikel im analytischen
Bereich Stand der Technik. Die Handhabung der Magnetpartikel erfolgt dabei in der Regel

manuell unter dem Einsatz von Permanentmagneten.

Abbildung 2.3 zeigt schematisch die Verfahrensschritte flir die Isolierung eines Biomolekiils mit

Hilfe magnetischer Mikrosorbentien.
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Magnetbeads an die Manetbeads entfernen zugeben

Abbildung 2.3: Bioproduktaufarbeitung im LabormafBstab

Im ersten Schritt werden die Magnetpartikel mit einer spezifischen Funktionalisierung zur
Bindung des Zielproteins dem Ausgangsmedium zugegeben. Die Bindung des Produktes erfolgt
bei intensiver Durchmischung der Partikel-/Biomolekiil-Suspension, z.B. im Thermomixer.
AnschlieBend werden die beladenen Magnetpartikel mittels eines Handmagneten selektiv
zuriickgehalten und vom Rest der Losung abgetrennt. Die anschlieBende Elution liefert das

feststofffreie Zielprodukt.
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Erste Arbeiten an der Technischen Universitdt Ddnemarks in Lyngby [Hubbuch et al., 2001 und
2002], beschreiben den Einsatz kleinerer Magnetfilter (bis zu 16 mL). Schwerpunkte dieser
Arbeiten bildeten die Partikelfunktionalisierung sowie die Erprobung des Verfahrens fiir neue
Zielprodukte. Die verwendete Apparatetechnik beschrinkte sich jedoch auf einfache Laborgerite
und der Mallstab verblieb im mL-Bereich. In den spéteren Arbeiten am Forschungszentrum
Karlsruhe wurden erstmals etwas groBere Magnetseparatoren entwickelt und eingesetzt
[Hoffmann, 2003] sowie Versuche zur Isolation von His-getagtem GFP (460 mL (Arbeitsvolumen
Kugelseparator) und 46 mL) [Ebner, 2006] und Proteinen aus Molke (46 mL) [Meyer, 2004]
durchgefiihrt. Beide Arbeiten zur Isolation von Proteinen mit Hilfe magnetischer Mikrosorbentien

wurden mit Hilfe von Magnetseparatoren mit schaltbaren Permanentmagneten durchgefiihrt.

Magnetische Sorbentien mit unterschiedlichen Funktionalisierungen werden inzwischen von
vielen Unternehmen vermarktet, wie z. B magnetische Silicapartikel der Firmen Biozym Scientific
GmbH (Hessisch Oldendorf, Deutschland) und Invitrogen GmbH (Darmstadt, Deutschland), oder
magnetische Sorbentien auf Basis von Polyvinylalkohol (Firma chemagen Biopolymer AG,

Baesweiler, Deutschland).

Zur Isolation von Nukleinsduren existieren bereits zahlreiche kommerzielle Systeme auf Basis der
Magnet-Bead-Technologie, wie z.B. von Firmen wie Roche, Grenzach, Deutschland (MagNA
Pure-Systeme), chemagen Biopolymer AG, Baesweiler, Deutschland (MSM I, Prepito, Star) oder
Beckman Coulter. Brea, USA (Biomek™ 3000).

2.4 Grundlagen der Magnetseparation

2.4.1 High Gradient Magnetic Separation (HGMS)

Die Hochgradienten-Magnetseparation (HGMYS) ist eine effektive Alternative zu konventionellen
Methoden der Fest-Fliissig-Trennung magnetischer Partikel, wie beispielsweise Sedimentation
oder Tiefenfiltration. Magnetische Trennverfahren wurden bereits Ende des 19. Jahrhunderts zur
Anreicherung von Eisenerz eingesetzt [Oberteuffer, 1974]. Die Weiterentwicklung des Verfahrens
ermdglichte die Abtrennung selbst schwach magnetischer Teilchen im Mikrometerbereich.
Bedingt durch das Arbeiten mit viel hoheren Feldgradienten entwickelte sich der Begriff der
Hochgradienten-Magnetseparation ~ [Pfister, 1979]. Die eigentliche = Hochgradienten-
Magnetseparation wurde erstmalig von Kolm [1971], unter der Verwendung einer
Abscheidematrix aus feinen Filamenten eines ferromagnetischen Materials, beschrieben.

Abbildung 2.4 stellt das Grundprinzip der HGMS dar. In den Bereich eines dulleren Magnetfeldes

wird eine mit einer magnetisierbaren Abscheidematrix (symbolisiert durch einen einzelnen
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Drahtquerschnitt) gefiillte Filterkammer eingebracht. Diese Matrix besteht aus bis zur Séttigung
magnetisiertem ferromagnetischem Material (z.B. Stahlwolle, feine Netze oder auch perforierte
Scheiben), durch welche das duBere Magnetfeld in ihrer Umgebung gebiindelt wird, was auf der
Oberfldche der Matrix Bereiche generiert, die auf para-, ferri- bzw. ferromagnetische Partikel stark
anziehend wirken. Wiahrend des Separationszykluses werden die sich im Zulauf befindlichen
magnetischen Feststoffe an die Matrix angelagert und die partikelfreie (bzw. frei von
magnetischen Partikeln) Suspension verlédsst das System (Ablauf). Ist die Aufnahmekapazitdt der
Filtermatrix erschopft, wird die Zufuhr der Suspension gestoppt. Nach Abschalten des
Magnetfeldes werden die Partikel ausgespiilt. AnschlieBend kann ein neuer Abscheidezyklus
beginnen [Franzreb, 2003].

Ablauf

magnetische
Feldlinien

nmaaEeEEEr/iHIN

' ferromag-
magnetische netischer
Partikel ' i

Zulauf

Abbildung 2.4: Grundprinzip der Hochgradienten-Magnetseparation [Franzreb, 2003]

Hinsichtlich der Anordnung zwischen Fliissigkeitsstromung, Draht und Magnetfeld lassen sich

wie anhand Abbildung 2.5 ersichtlich, 3 Konfigurationen unterscheiden [Svoboda, 1987].
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Longgitudinal Transversal Axial

Abbildung 2.5: Geometrische Grundkonfigurationen der Anordnung zwischen Draht, Magnetfeld und

Stromungsrichtung sowie zugehdrige Partikelanlagerungsbereiche

In einer sogenannten longitudinalen Anordnung verlduft die Stromung parallel zur
Magnetfeldrichtung, die wiederum senkrecht auf der Drahtachse steht. Die induzierten
Magnetpole des Drahts liegen damit zentral auf der strOmungszugewandten bzw. der
stromungsabgewandten Drahtseite, wobei es im Falle nicht zu hoher Reynoldszahlen nahezu
ausschlieBlich zu Partikelanlagerung auf der Staustromseite kommt. Neben der longitudinalen
Anordnung sind als Grenzfille des geometrischen Aufbaus in der HGMS noch die transversale
und die axiale Anordnung zu nennen. Bei der transversalen Anordnung stehen die
Stromungsrichtung, das Magnetfeld und die Drahtachse jeweils senkrecht aufeinander. Die
Partikelabscheidung erfolgt in diesem Fall in zwei Anlagerungsbereichen, die gegeniiber dem
Staupunkt an der stromungszugewandten Drahtseite um + 90° verdreht sind. Bei einer axialen
Anordnung verlduft die Stromung parallel zur Drahtachse. Die Anlagerungen bilden sich hierbei

in der Magnetfeldebene entlang des Drahtes.

Die Eigenschaft magnetischer Felder auf eine Materie eine Kraft auszuiiben ist die Grundlage aller
Typen von Magnetseparatoren. Gleichung 2.1 zeigt den allgemeinen Zusammenhang fiir diese

Magnetkraft F,.
En=uyVp -Mp - VH Gleichung 2.1
Mit der Permeabilititskonstante des Vakuums uy, dem Partikelvolumen V), der

Partikelmagnetisierung Mp und dem Gradienten der magnetischen Feldstirke am Ort des Partikels

VH.
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Die Partikelmagnetisierung lasst sich wiederum iiber die magnetische Suszeptibilitidt x und die

magnetische Feldstirke H (Gleichung 2.2) ausdriicken:

Mp =k H Gleichung 2.2

mit der Volumensuszeptibilitit x. Die Suszeptibilitdt variiert iiber mehrere Grofenordnungen fiir
unterschiedliche Substanzen. Im Falle dia- und paramagnetischer Substanzen stellt sie eine
Konstante dar, wohingegen sie fiir ferro- und ferrimagnetische Substanzen unter anderem eine
Funktion der Feldstiarke sowie der Partikelform und -grofle ist. Da die Art der abzutrennenden
Partikeln in der Regel bekannt ist, bilden die EinflussgroBen auf die innerhalb des Separators

erzielbare Magnetkraft die vorherrschende magnetische Feldstdrke sowie deren Gradient.

2.4.2 Magnetische Kenngrofien

Zum Verstdndnis der Funktionsweise verwendeter Magnetfilter werden im Folgenden Grundlagen
des Magnetismus und der Magnetseparation erldutert. Die Auswahl folgt hierbei der didaktischen
Herangehensweise innerhalb der Habilitationsschrift zur ,Magnettechnologie in der

Verfahrenstechnik wissriger Medien* von Franzreb [2003].

2.4.2.1 Magnetische Flussdichte und Induktion

In der Umgebung eines stromdurchflossenen Leiters mit der Stromstarke 7 herrscht ein Magnetfeld
(B), dessen Feldlinien auf einer zum Stromleiter senkrechten, ebenen Fliche konzentrische Kreise
bilden. Wird dem Leiter ein duBeres Magnetfeld iiberlagert, so dass er orthogonal zu dessen
Feldlinien gerichtet ist, iibt das superpositionierte Feld auf den Leiter der Lange L eine Kraft F

aus, die senkrecht zur Stromrichtung steht. Den Quotienten

F .

B=— Gleichung 2.3
nennt man den Betrag der magnetischen Induktion oder Flussdichte des magnetischen Felds.
Wenn ein Leiter der Lange L = 1 m, der von einem Strom / = 1 A durchflossen wird, in einem
Magnetfeld die Kraft 1 N erfdhrt, so besitzt das Feld die Stirke 1 Tesla. Die magnetische
Flussdichte B ist ein Vektor, dessen Richtung derjenigen des Magnetfeldes entspricht und der
senkrecht zur Kraft- und Stromrichtung steht. Das magnetische Feld kann somit durch die
Wirkung beschrieben werden, die es auf einen stromdurchflossenen Leiter ausiibt. Fiir die Einheit

der magnetischen Flussdichte folgt demnach:
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1 N 1 W -s 1 Vs — 1 Tesla Gleichung 2.4

Am A-m2: m2

2.4.2.2 Magnetische Feldstiarke und Permeabilitit

Ursache des magnetischen Feldes ist die magnetische Feldstirke H in A/m, wobei die Richtung
von H derjenigen der magnetischen Flussdichte B entspricht. Innerhalb einer stromdurchflossenen

Spule wird ihr Betrag wie folgt definiert:

H=]- E Gleichung 2.5
L

mit der Linge der Spule L und der Anzahl der Windungen 7.

Zwischen der magnetischen Flussdichte und der magnetischen Feldstdrke besteht folgender

linearer Zusammenhang:

B=u, u. H Gleichung 2.6

mit der magnetische Feldkonstante (bzw. Vakuumpermeabilitit) uy und der Permeabilitatszahl y,.

2.4.2.3 Polarisation und Suszeptibilitit

Das Einbringen einer Substanz in ein magnetisches Feld bewirkt eine Verdnderung der
magnetischen Flussdichte innerhalb der Materie von dem Anfangswert Byaum auf einen neuen
Wert Buageriee J€ nachdem, ob die magnetische Flussdichte innerhalb der Materie erhdht oder
erniedrigt wird, bezeichnet man den Stoff als para- oder diamagnetisch. Die Anderung der

magnetischen Induktion AB wird magnetische Polarisation J genannt.

J=k Ky -H Gleichung 2.7

Mit der magnetischen Suszeptibilitét x, wobei
K=p, — 1 Gleichung 2.8

Je nach Grof3e der Permeabilititszahl . werden die Stoffe mit konstanter Suszeptibilitdt in zwei

Gruppen eingeteilt:
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Stoffe mit x> 1 bzw. k > 0 heiflen paramagnetisch und verstirken das Magnetfeld.
Stoffe mit . < 1 bzw. k < 0 werden diamagnetisch genannt und schwéchen das umgebende

Magnetfeld.

2.4.3 Magnetisierungsverhalten und Magnetisierungskurve

In der Technik wird der Einfluss eines Magnetfeldes auf ferro- bzw. ferrimagnetische Substanzen

meist mit der scheinbaren Erhdhung der Feldstdrke, der Magnetisierung M in A/m, beschrieben:

M = AH = HMaterie - HVakuum Gleichung 2.9

Durch eine vollstindige Ausrichtung der atomaren magnetischen Dipole unter der magnetischen
Kraftwirkung des Magnetfeldes wird die Sattigungspolarisation J; bzw. Sittigungsmagnetisierung
M; (Maximalwert der Magnetisierung bei ferro- bzw. ferrimagnetischen Stoffen) erreicht.

Die magnetischen Eigenschaften ferro- bzw. ferrimagnetischer Substanzen lassen sich aus den

Magnetisierungskurven (Abbildung 2.6) dieser Stoffe ablesen.

‘JR Neukurve

I\

Js

Abbildung 2.6: Magnetisierungskurve (Hystereseschleife) einer ferromagnetischen Substanz ausgehend

vom Zustand der magnetischen Sattigung [nach Bohm & Vob, 1999]

Wird die Feldstdrke ausgehend von einem zur magnetischen Sattigung ausreichenden Wert bis auf
einen Wert von Null verringert, verbleibt in der Regel eine Remanenz Jgr, d.h. die Polarisation
verschwindet auch ohne &uBleres Feld nicht vollstindig. Um die Polarisation bzw. die

Magnetisierung auf null abzusenken bedarf es eines, dem urspriinglichen Feld entgegengesetzten,
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Feldes der Stirke Hce, die als Koerzitivfeldstirke bezeichnet wird. Die Form der
Magnetisierungskurven ist normalerweise neben den Materialeigenschaften auch stark von der
eingesetzten Probenform und deren Ausrichtung zum Magnetfeld abhidngig. Von der Form
unabhingige Magnetisierungskurven lassen sich durch die Verwendung ringformig geformter
Materialproben gewinnen. Fillt die Magnetisierungskurve zu einer Linie zusammen, besitzt der

ferro- oder ferrimagnetische Stoff keine Remanenz (Jgr = 0 und H¢ = 0).

2.5 Prinzip der Proteinisolierung durch Sorption an Festphasen

Die Isolation von Biomolekiilen entsprechend ihrer unterschiedlichen spezifischen Eigenschaften
ist eine aus der Chromatographie bekannte Vorgehensweise. Das Prinzip beruht auf der
Immobilisierung geeigneter Liganden an die stationdre Phase (Matrix). Bei der Matrix handelt es
sich um einen Feststoff mit kleiner Korngréf3e (30-100 um) zur Verringerung der Diffusionswege
und zum daraus resultierenden Erzielen einer hohen Trennstufenzahl [Meyer, 2003]. Verschiedene
Substanzen wie z.B. Silicagel, Aluminiumoxid, Hydroxylapatit oder Agarose wurden bereits in
der Chromatographie eingesetzt. Die Voraussetzung der Immobilisierung eines geeigneten
Liganden an die Matrix verlangt deren chemische Modifizierung. Eine Vielzahl an
Aktivierungsmethoden konnen Hermanson et al. [1992] entnommen werden. Der Ligand kann
dabei direkt, oder iiber einen Spacer (Abstandhalter) an die Matrixoberfliche immobilisiert
werden. Der Spacer bewirkt eine bessere Zugédnglichkeit des zu bindenden Molekiils an den
Liganden sowie eine Verringerung der sterischen Behinderung der Zielmolekiile. Ein idealer

Spacer besitzt eine Lidnge von 6-10 Kohlenstoffatomen in der Molekiilkette [Richter, 2003].

Die am haufigsten in der Chromatographie eingesetzten Prinzipien zur Separation von

Biomolekiilen sind in Tabelle 2.2 dargestellt.

Tabelle 2.2: Techniken zur Reinigung von Biomolekiillen in der Chromatographie [Handbook GE
Healthcare, 2007]

Eigenschaft Technik
Ligandenspezifitat Affinitdtschromatographie (AC)
Grofe GroBenausschlusschromatographie (SEC)

Hydrophobe Interaktion Hydrophobe Interaktionschromatographie HIC)
Umkehrphasenchromatographie (RPC)

Oberfldchenladung Ionenaustauschchromatograpie (IEX)
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Die AC erfordert Liganden, mit einer spezifischen Bindungsaffinitit gegeniiber dem Zielmolekiil.
Die biologische Interaktion erfolgt beispielsweise mit Lektinen zur Reinigung von
Glykoproteinen, Antikdrpern zur Reinigung von Antigenen oder Nukleinsduren zur Reinigung
von komplementdren Basensequenzen oder Histonen. Das pordse Tragermaterial der SEC
gewihrleistet eine Trennung von Molekiilen unterschiedlicher Gréfe. Molekiile einer bestimmten
GroBe konnen nicht in das Porensystem eintreten und wandern dadurch schnell mit der mobilen
Phase durch das Gelbett. Kleinere Molekiile dagegen konnen in die Gelporen eindringen, was zu
einer langeren Verweildauer fiihrt. Die SEC eignet sich besonders fiir einen Pufferwechsel von
Biomolekiilen, die empfindlich auf Verinderung des pH-Wertes, oder der Anderung der
Konzentration an Kofaktoren und Metallionen reagieren. Die HIC ist der ideale Folgeschritt an
beispielweise eine Prézipitation mit Ammoniumsulfat. Die zur Reinigung verwendeten
hydrophoben Regionen von Proteinen (hydrophobe Aminosdure-Reste), werden im waissrigen
Milieu von einem geordneten Film aus Wassermolekiilen maskiert. In Folge des eingesetzten
Ammoniumsulfates wird diese Ordnung verringert. Ebenfalls auf hydrophoben
Wechselwirkungen beruht die RPC. Die mobile Phase setzt sich aus einem wéssrigen Puffer mit
einem polaren Losungsmittel wie Methanol oder Acetonitril zusammen. Die stationdre Phase ist
dabei inert. Die IEX nutzt die unterschiedlich starke elektrostatische Bindung des
ladungstragenden Biomolekiils und den geladenen Gruppen der Ionenaustauschermatrix [Richter,

2003].

In der Literatur finden sich Angaben fiir den isolektrischen Punkt (pI) des aus Serum zu
reinigenden Glykoproteins eCG (equine chorionic gonadotropin) von 1,8 [Allen & Stewart, 1993].
Auf Basis des extrem niedrigen pI-Wertes des Proteins wurden Ionenaustauschermaterialien zu
Isolation des Proteins verwendet (sieche Kapitel 2.5.1). FEine Alternative zu
Ionenaustauschchromatographie bietet im Fall des Glykoproteins eCG die Reinigung {iiber
Affinitdtschromatographie unter der Verwendung von Lektinen. Lektine sind Glykoproteine, die
in der Lage sind selektiv Glykokonjugate zu binden, die Bindung des Zuckerliganden erfolgt iiber
die Kohlenhydrat-Erkennungs-Doméne (carbohydrate recognition domain, CRD) [Kottgen, 2003].

Lektine besitzen unterschiedliche Affinitdt beziiglich verschiedener Glykokonjugate. In der
klassischen Chromatographie finden Mannose/Glucose-bindende Lektine am héaufigsten
Anwendung, z.B. Concanavalin A (isoliert aus Canavalia ensiformis), oder Lentil Lectin (isoliert
aus Lens culinaris) [Handbook GE Healthcare, 2007]. Ferner werden beispielsweise Sialinsdure-
und Fukose-bindende Lektine (isoliert aus Triticum vulgaris bzw. Ulex europeus) eingesetzt

[Yakovelva et al., 2010]. Jedoch handelt es sich bei allen Serumproteinen, mit Ausnahme des
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Albumins um Glykoproteine, wodurch eine Isolation eines spezifischen Glykoproteins, unter der

Verwendung von Lektinen nicht méglich ist [Buchta, 2010].

2.5.1 Ionenaustauschchromatographie

Die Durchfiihrung einer lonenaustauschchromatographie (IEX) zur Reinigung von Proteinen
wurde erstmals im Jahr 1960 vorgestellt. Heute ist die IEX eine der am haufigsten verwendeten
Technik zur Reinigung von Proteinen, Peptiden, Nukleinsduren und anderen geladenen

Biomolekiilen [Handbook GE Healthcare, 2007].

Das Prinzip der Ionenaustauschchromatographie beruht auf der reversiblen Adsorption geladener
geloster Molekiile an immobilisierte lonenaustauschgruppen entgegengesetzter Ladung. Die
geladenen Gruppen sind dabei kovalent an die Matrix gebunden. Die Eigenschaften der Matrix
sind mit bestimmend fiir die Effizienz, Kapazitit sowie die chemische Stabilitit. Zu Beginn
fanden synthetische Harze, bestehen aus einer hydrophoben Polymermatrix substituiert mit
ionischen Gruppen, aufgrund ihrer hohen Kapazititen fiir kleine Ionen z.B. Anwendungen in der
Wasseraufbereitung. Angesichts der geringen Porendurchmesser dieses Matrixtypen, ist eine
ausreichende Kapazitit fiir Proteine und andere Makromolekiile jedoch nicht gewdéhrleistet
[Amersham Biosciences, 2002]. Die ersten lonenaustauscher, bestehend aus einer Cellulose-
Matrix, fiir die Reinigung von Makromolekiilen wurden von Peterson & Sober [1956] entwickelt.
Spater entwickelte Ionenaustauscher auf der Grundlage von Dextran, gefolgt von denen auf der
Grundlage von Agarose und vernetzter Cellulose waren die ersten lonenaustauschermatrizes in
Kugelform kombiniert mit hoher Porositdt, was zu verbesserten FlieBeigenschaften und héheren
Kapazititen fiir Makromolekiile, im Vergleich zu der unregelmifBig geformten Cellulose-Matrix,

fiihrte [ Amersham Biosciences, 2002].

Beziiglich der funktionellen Gruppe konnen Ionenaustauscher in starke und schwache
Ionenaustauscher unterteilt werden (Tabelle 2.3). Die lonenaustauschkapazitit der schwachen
Ionenaustauscher ist abhdngig vom vorliegenden pH-Wert, wéihrend die funktionellen Gruppen
der starken lonenaustauscher iiber einen weiten pH-Bereich ihre Ladung behalten [Handbook GE
Healthcare, 2007]. Starke Anionenaustauscher tragen Hydroxypropyldiethylaminoethyl- und
Trimethylaminoethyl-Gruppen, starke Kationenaustauscher Sulfomethyl- und Sulfopropyl-
Gruppen. Fiir schwache Anionen- bzw. Kationenaustauscher ist eine Diethylaminoethyl- bzw.
Carboxylgruppe charakteristisch. Der Einsatz starker lonenaustauscher erfolgt in der Regel zur
Auftrennung von Biomolekiilen in Form schwacher Elektrolyte, wihrend schwache

Ionenaustauscher zu Reinigung starker Elektrolyte eingesetzt werden.
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Tabelle 2.3: Funktionelle Gruppen von lonenaustauschern [Richter, 2003]

Anionenaustauscher Funktionelle Gruppe
Hydroxypropyldiethylaminoethyl H,C—CH, T
(stark) _O_(CHZ)Z—ITILCHTC—CH3
H,C—CH, OH
Trimethylaminoethyl CH,
(stark) —O—(CH,);7—N—CH,
CH,
Diethylaminoethyl /CH ,—CH,
(schwach) —O—(CHy;—N
H “CH,—CH,
Kationenaustauscher Funktionelle Gruppe
Sulfomethyl —0—CH;—s 03-
(stark)
Sulfopropyl —O—CH,;—CH;—CH;— 803_
(stark)
Carboxymethyl -
ymemy —0—CH;—C00
(schwach)

Viele der zu isolierenden Biomolekiile besitzen sowohl eine negative als auch eine positive

Nettoladung, abhingig vom vorliegenden pH-Wert (Abbildung 2.7). Der Zusammenhang

zwischen pH-Wert und der Oberflichennettoladung der amphoterischen Proteine ist in Abbildung

2.7 aufgezeigt.
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Abbildung 2.7: Einfluss des pH-Wertes auf die Nettoladung unterschiedlicher Proteine [Handbook GE
Healthcare, 2007]
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Der pH-Wert, bei dem das Protein keine Nettoladung besitzt wird als isoelektrischer Punkt (pI)
bezeichnet. Oberhalb des pl-Wertes besitzt das Protein eine positive, unterhalb eine negative
Oberflachennettoladung. Die Selektivitit des Isolationsverfahrens, beziiglich des Zielproteins,

kann tiber eine Variation des pH-Arbeitsbereiches erreicht werden.

2.6  High Gradient Magnetic Fishing (HGMF)

Magnetische Sorbentien konnen mit in der Chromatographie erprobten konventionellen Liganden
derivatisiert werden, um entsprechend sorptiv wirkende Oberflichen zu generieren. Vorteile der
magnetischen Sorbentien sind die hohe spezifische Oberfldche, die geringe Foulinganfilligkeit
sowie die einfache Abtrennbarkeit. Das Prinzip der Isolation von Biomolekiilen unter der
Verwendung magnetischer Mikrosorbentien wurde in Abschnitt 2.3 dargestellt. Der Einsatz der
magnetischen Sorbentien im technischen Maf3stab unter der Verwendung einer Hochgradienten-
Magnetseparation (Kapitel 2.4.1), wird als ,,high gradient magnetic fishing* (HGMF) bezeichnet.
Der Begriff des ,.high gradient magnetic fishing” wurde erstmals von Hubbuch et al. [2001]
gepragt.

Der Prozess des HGMF ldsst sich in zwei wesentliche Schritte unterteilen. Im ersten Schritt erfolgt
batchweise die Sorption des Zielproteins in einem durchmischten Reaktionsgefill, im zweiten
Schritt erfolgt die Abtrennung der magnetischen Sorbentien aus der an Zielprotein abgereicherten
Ausgangslosung durch das Pumpen der Suspension durch den Hochgradienten-Magnetseparator.
Die Sorbentien werden im Filter zuriickgehalten, wohingegen nichtmagnetische Feststoffe den

Filter ungehindert passieren konnen.
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Die im HGMF-Prozess verwendeten, unpordsen Sorbentien neigen nicht nur, wie bereits erwihnt,
weniger zum Fouling wie konventionelle porose Materialien (Kapitel 2.3), es tritt zudem keine
intrapartikuldre  Diffusionslimitierung auf [Hoffmann, 2002]. Die Verminderung der
unspezifischen Oberfldche bedingt durch die unpordse Struktur der magnetischen Sorbentien wird

durch die im Vergleich zu anderen Chromatographiemedien geringere Partikelgrof3e kompensiert.

2.6.1 Kenndaten des HGMF-Prozesses

Die Filterkapazitét, d.h. die Menge an magnetischen Sorbentien, die in einen Separationsprozess
eingesetzt werden konnen, ist ein wichtiger Parameter fiir die Produktivitidt/Rentabilitdt des
HGMF-Prozesses. Die Eigenschaften des fiir den HGMF-Prozess eingesetzten Filters sind neben
z.B. dem angelegten Magnetfeld oder der Eigenschaften der verwendeten magnetischen

Sorbentien verantwortlich fiir die Kapazitét des jeweiligen Filters.

Die Produktivitdt P des HGMF-Verfahrens, d.h. die Masse an isoliertem Protein mp,, pro Zeit-
und Volumeneinheit (fz7uus und Vsg,), ist abhdngig vom Volumen des eingesetzten
Magnetseparators. Die Masse an isoliertem Protein mp,,, pro Zyklus entspricht dem Produkt aus
der Gleichgewichtsbeladung an Zielprotein Qzp und der maximalen Menge an Partikeln, die der

Separator aufnehmen kann.

p— Mprot _ Qzp * Mzyius Gleichung 2.10

Uzykius * VSep Lzykius * VSep

Die Filterkapazitit ¢ ist definiert als die im Filter zuriickgehaltene Menge an Partikeln (712.s) pro
Volumeneinheit des Filters Vi,

m
o = —Lyldus Gleichung 2.11

Vsep

Fir die Bestimmung der Produktivitit miissen weiterhin die fiir den Aufarbeitungszyklus
bendtigten Prozesszeiten beriicksichtigt werden. Hierzu zdhlen die benétigten Zeiten des Batch-
Adsorptionsschrittes sowie die Wasch- und Elutionsschritte. Die Filterbeladungszeit ist abhéngig
vom Volumen der Sorptionslosung Vzuus, der Filterquerschnitssfliche A4 wund der

Filtergeschwindigkeit vy.
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P Vaykius Gleichung 2.12
Filter ve - A
0

Aus Gleichung 2.10 und Gleichung 2.12 ergibt sich allgemein fiir die Produktivitit des HGMF-

Verfahrens:
7p * O Gleichung 2.13
p Qzp
B t + VZyklus
fix vy A
mit tzykius = Urix — UFilterbeladung Gleichung 2.14

tpe beinhaltet die Wasch- und Elutionszeiten und ist aufgrund des konstanten Filtervolumens

ebenfalls konstant.

Im giinstigsten Fall betrdgt das Kapazititsverhdltnis QV fiir das Zielprotein 1. Bei dem
Kapazititsverhiltnis handelt es sich um den Quotienten aus der Anzahl der zur Verfligung
gestellten Adsorptionspldtze zu der Anzahl aus der Suspension zu isolierender Zielmolekiile
czpo * Vzykius- Aus der Masse der eingesetzten Partikel mzy,s und deren maximaler

Arbeitskapazitit O, zp folgt:

oV = Mzykius * Umax,zp Gleichung 2.15
VZyklus " Czpo
Im Fall von OV =1 ergibt sich:
v _ Mzykius * Qmaxzp Gleichung 2.16
Zyklus —
Czpo

Aus Gleichung 2.10 und Gleichung 2.16 ergibt sich fiir die Produktivitét:

Qzp- 0
P = '
Qmax,zp = 0 * Vsep Gleichung 2.17
trix T

Czpo " Vo * Asep

In den bereits in Kapitel 2.3 erwdhnten Arbeiten am ehemaligen Forschungszentrum Karlsruhe

wurden Magnetseparatoren mit ferromagnetischem Drahtgewebe als Filtermatrix eingesetzt. Ziel
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war die Isolation von His-getagtem GFP [Ebner, 2006] bzw. Proteinen aus Molke [Meyer, 2004].
In weiteren Arbeiten, wie z.B. von Hubuch & Thomas [2002], kamen ebenfalls ferromagnetische

Drahtgewebe als Filtermatrix zum Einsatz.

Die Verwendung ferromagnetischer perforierter Scheiben als Filtermatrix stellt eine interessante
und leicht reinigbare Alternative dar. Die Verwendung eines Magnetseparators mit einer solchen
Filtermatrix zur Isolation von Proteinen aus ungeklédrten Suspensionen wird erstmals in Brown

[2008] und Miiller et al. [2011] beschrieben.

2.7 Eigenschaften des Zielproteins equines Choriongonadotropin

In der vorliegenden Arbeit wird die Eignung des HGMF-Prozesses zur Isolierung von
Glykoproteinen aus Serum am Beispiel des Proteins equines Choriongonadotropin (eCQ)
aufgezeigt. Gonadotropin-Priparate wie Intergonan® der Firma Intervet Deutschland GmbH
(Unterschleifheim, Deutschland), oder Pregmagon® der Firma IDT Biologika GmbH (Dessau-
Rosslau, Deutschland) finden in landwirtschaftlichen Nutzbetrieben eine hidufige Anwendung zur
Steuerung des Reproduktionszyklus. Bei Schweinen wird durch die Gabe eCG-haltiger Préparate
die Brunstsynchronisation erreicht, bei Rindern und Schafen wird das Priparat zur Induktion der
Superovulation eingesetzt. Fiir die Anwendung in der Tierzucht werden Dosierungen von ca. 500-
3000 TU pro Tier bendtigt, bei einer geforderten Reinheit des eingesetzten Préparats von > 1000
Iy mg'l. Zur Stimulation der Superovulation beim Rind werden 2000-3000 IU, zur Stimulation
des Follikelwachstums bei Sauen sowie Schafen werden 500-750 IU pro Tier eingesetzt [Frey &
Loscher, 2009]. Die technische Gewinnung Gonadotropin-haltiger Extrakte aus dem Blut

trachtiger Stuten erfolgt aktuell nach den in Kapitel 2.7.3 beschriebenen Prozessabléufen.

2.7.1 Wirkmechanismus

Infolge der Hydrophilitdt von Proteinen konnen diese die Zellmembran nicht durchdringen, ihre

Wirkung wird daher iiber Rezeptoren in der Zellmembran vermittelt (Abbildung 2.8).

Bei den spezifischen Rezeptoren handelt es sich um Transmembran-Proteinkomplexe. Die
Bindung des Hormons an den Rezeptor bewirkt eine Konformationsdnderung des
Proteinkomplexes, die liber ein G-Protein die Adenylatcyklase aktivieren. Es sind ebenfalls
Mechanismen der Signaltransduktion bekannt, bei denen Kalzium, Inositoltriphosphat und
Proteinkinase C involviert sind. Thre Integration in die klassische Adenylatcyklase-abhéngige

Signaltransduktion ist jedoch nicht vollstindig geklért [Sairam, 1989].
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Hormon

Rezeptor
(Signaldomane)
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(membran-
standige
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Adenylatcyclase
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ADP — 3', 5'-cAMP (second messenger)
Aktivierung von Proteinkinasen (Proteinkinase A)

Phosphorylierung von regulativen Proteinen und anderen zellularen
Bestandteilen

Hormonwirkung

Abbildung 2.8: Wirkungsweise der Glykoproteinhormone iiber die Bindung an einen Rezeptor in der

Zellmembran und Aktivierung eines intrazelluldren Informationssystems [nach Frey & Ldscher, 2009]

Die Choriongonadotropine wie eCG wirken in der Trichtigkeit auf die Ovarien des Muttertieres
ein und stellen so eine ausreichende Progesteronsekretion in bestimmten Phasen der

Friihgraviditit sicher.

Im Gegensatz zu den Gonadotropinen FSH (follikelstimulierendes Hormon) und LH
(Luteinisierendes Hormon) werden Choriongonadotropine extrahypophysir gebildet. eCG wird
ausschlieBlich in der Plazenta sekretiert, die Bildung ist daher im Gegensatz zu LH und FSH nicht
durch das Gonadotropin-releasing-Hormon (GnRH) kontrolliert [Frey & Loscher, 2009].

Gonadotrope Hormone der Plazenta sind auer beim Mensch und Pferd nicht nachgewiesen. Bei
Schweinen, Schafen und Rindern spielt anscheinend Prostaglandin E; die Rolle eines luteotropen

Hormons [Faber & Haid, 1995].
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2.7.2 Equines Choriongonadotropin (eCG)

Bei dem equine Choriongonadotropin handelt es sich um ein heterodimeres Glykoprotein mit
einem Molekulargewicht von 60 kDa. eCG ist aus zwei nicht-kovalenten gebundenen
Untereinheiten, der a- und der B- Untereinheit, aufgebaut [Allen & Stewart, 1993]. Die Bildung
erfolgt zwischen dem 40. und 140. Tag der Trachtigkeit in den fetalen trophoblastische Zellen der
Stute. Die Menge und die biologische Aktivitit des eCG wihrend der Schwangerschaft variieren
sehr stark und sind zudem von Stute zu Stute unterschiedlich, wobei die Konzentration an eCG
zwischen dem 60. und dem 90. Tag der Schwangerschaft am hochsten ist [Virmani et al., 2003;
Aggarwal et al., 1980]. eCG gehort wie LH und FSH zu der Familie der Glykoproteinhormone
und besitzt sowohl LH- als auch FSH-Aktivitdt [Moore & Ward, 1980].

Wiéhrend di@ -Untereinheit eine Homologie von 68-79 % mit der o-Untereinheit des
Gonadotropins anderer Sdugetierarten aufweist, unterscheiden sie sich in iBrer -Untereinheit.
Dem zufolge wird die Reaktionsspezifitit durch die B-Untereinheit determiniert [Allen & Stewart,
1993]. Mit einem Molekulargewicht von 43 kDa besitzt die B-Untereinheit ein etwas hoheres
Molekulargewicht wie die 17 kDa schwere o-Untereinheit. Getrennt voneinander weisen die
beiden Untereinheiten keine biologische Aktivitit auf [Christakos & Bahl, 1979; Ward et al.,
1982; Papkoft, 1974].

Der niedrige isoelektrische Punkt des eCG von 1,8 ist auf den hohen Anteil von 10 % des
Aminokohlenhydrats Sialinsdure zurlickzufithren [Allen & Stewart, 1993], der Glykananteil
betrigt 41,7 %, wobei neben Sialinsdure als weitere Hauptbestandteile auch D-Galaktose (10,6-12
%), N-Acetylglukosamin (9-10,5 %), D-Mannose (2,0-2,3 %), N-Acetylgalactosamin (3-3,5 %)
und L-Fucose (0,6-0,9 %) auftreten. Der Kohlenhydratanteil der a-Untereinheit betrdgt 20,6 %,
der der B-Untereinheit 45,8 % [Christakos & Bahl, 1979].

eCQG ist iiber einen langeren Zeitraum bei einem pH zwischen 4-8 stabil, niedrigere pH-Werte
bewirken, dass die nicht-kovalente Bindungsstirke zwischen den Untereinheiten abnimmt und
Reste der Sialinsdure abgespalten werden, was beides eine Reduktion der biologischen Aktivitit

des Hormons zur Folge hat [Gonzalez et al., 1998].

Da Glykoproteine unterschiedliche Glykane tragen konnen, unterscheidet man auch deren
Glykoformen. Je nach Art der Bindung an das Protein konnen bei eCG O-glykosidisch und N-
glykosidisch gebundene Glykane unterschieden werden [Legardinier et al., 2005a; Damm et al.,
1990]. Die O-glykosidisch gebundenen O-Glykane sind dabei an das Sauerstoffatom eines Serin-
oder Threoninrestes des Proteins gebundenen [Bousfield et al., 2001]. Bei der B-Untereinheit sind

bisher sechs O-glykosidisch und eine N-glykosidisch gebundene Glykanstrukturen aufgeklart. Die
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O-Glykane sind im Fall von eCG groBtenteils tiber N-Acetylgalactosamin, anstelle Mannose oder
Fucose, mit den Hydroxylgruppen von Serin oder Threonin verkniipft [Damm et al., 1990].

Im Gegensatz dazu tragt die a-Untereinheit lediglich zwei N-glykosidisch gebundene
Glykanstrukturen. Die N-Glykane sind je iiber eine Glykosidbindung mit der Aminosédure
Asparagin verbunden [Legardinier et al., 2005a]. Abbildung 2.9 zeigt die fiir eCG typischen O-
und N- glykosidisch gebundenen Glykanstrukturen nach Legardinier et al [2005a].

N-Glykane O-Glykane

] N-Acetylglucosamin
(O Mannose
@ Galaktose

[ N-Acetylgalactosamin \‘ ,/
@ sialinsiure

N-Acetyl-

Frukt

<] rukiose $ galactosamin
\I I/ (n)

T

Asn — Ser/Thr
eCG eCG & eLH

Abbildung 2.9: Typische Struktur der O- bzw. N- glykosidisch gebundenen Glykanstrukturen von eCG
[nach Legardinier et al., 2005a]

Studien von Ryan et al. [1988] in in vitro Assays zeigten, dass durch die Beseitigung der
Glykanstrukturen die Bindung der Gonadotropine an den Rezeptor nicht beeinflusst, jedoch die
biologische Wirkung deutlich herabsetzt wird. Die Signalkaskade nach Binden des Glykoproteins
an den Membranrezeptor der jeweiligen Zielzelle ist Abbildung 2.8 zu entnehmen. Bei der
Signaltranduktion sind dabei die N-glykosidisch gebundenen Glykanstrukturen von
entscheidender Rolle. Nach Beseitigung dieser Glykanstrukturen von einer oder beiden
Untereinheiten konnte nach der Bindung an den entsprechenden Rezeptor keine Aktivierung der
Adenylatcyklase verzeichnet werden [Keutmann et al., 1983]. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die Abspaltung der Sialinsdurereste der Gonadotropine zu einer Reduktion der
Plasma-Halbwertszeit, bedingt durch eine vermehrte Bindung an das Mannose-bindende Lektin
und der dadurch resultierenden Ausscheidung, fiihrt [Ryan et al., 1988]. Bei dem equinen
Choriongonadotropin resultieren 10 % des Glykangehaltes aus Sialinsdureresten, ohne deren

Elimination betrdgt die Plasma-Halbwertszeit des Hormons zwei Tage [Sairam, 1989].
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2.7.3 Konventionelle Isolation

In der Literatur finden sich zwei noch heute géngige Verfahren zur Isolation von eCG aus Serum,
welche sich beide den extrem niedrigen isoelektrischen Punkt des Proteins zu Nutze machen. Der

erste Prozess wurde bereits 1967 von Gospodarowicz & Papkoff [1967] beschrieben.

Bei diesem Verfahren wird das Serum zunichst durch die Zugabe von 0,5 M meta-Phosphorsdure
auf pH 3 eingestellt. Der resultierende Niederschlag wird abzentrifugiert und verworfen. Der pH-
Wert des Uberstands wird anschlieBend wieder auf 4,5 angehoben und im Volumenverhiltnis 1:1
mit eiskaltem Ethanol vermischt. Die Inkubation erfolgt liber eine Dauer von zwei Stunden bei
4 °C. Hierdurch kommt es zur Bildung eines zweiten Niederschlags, der ebenfalls dekantiert wird.
In einem néchsten Schritt erfolgt eine weitere Zugabe von eiskaltem Ethanol (70 % v/v), bei dem
das gewliinschte Protein eCG ausfillt. Der resultierende Niederschlag wird nach 12 Stunden
wieder durch Zentrifugation geerntet, dialysiert und lyophilisiert. Im Anschluss folgen
chromatographische Trennschritte wie Gel- und lonenaustauschchromatographie zur weiteren
Reinigung des eCG-Intermediates. Das nach insgesamt vier Reinigungsschritten an
Kationenaustauschern gereinigte eCG zeigte eine biologische Aktivitit von 13800-17700 TU mg™,
mit einer Ausbeute von 3-5 TU L™,

In der Literatur finden sich des Ofteren Variationen der Reinigungsmethode nach Gospodarowicz
& Papkoff [1967]. Diese betreffen in der Regel die Molaritéit der verwendeten meta-Phosphorsdure
sowie die Inkubationszeiten der vorgenommenen Ethanol-Féllungen. Eine Variation der oben
genannten Methode stellt zum Beispiel die Reinigungsmethode nach Aggarwal et al. [1980] dar.
Das Serum wird durch Zugabe von 0,2 M meta-Phosphorsdure auf pH 3 eingestellt. Der nach
Zentrifugation gewonnene Uberstand wird auf einen pH von 7,5 angehoben und im
Volumenverhdltnis 1:1 mit eiskaltem Ethanol (50 % v/v) préazipitiert. Nach 30-miniitiger
Inkubation bei 4 °C erfolgt eine erneute Zentrifugation, dem Uberstand wird eiskaltes Ethanol (75
% v/v) zugegeben. Der resultierende Niederschlag wird nach 12 Stunden durch erneute
Zentrifugation geerntet, dialysiert und lyophilisiert. Im Anschluss folgen wiederum
chromatographische Trennschritte wie Gel- und lonenaustauschchromatographie zur weiteren
Reinigung des eCG-Intermediates. Das gereinigte eCG zeigte eine biologische Aktivitidt von 1500-
3450 IU mg™.

Allerdings werden durch die aufgefiihrten Verfahren kaum mehr als 60 % Ausbeute erreicht, da
bei den Féllungsschritten und der angewandten Dialyse ein hoher Verlust an eCG zu verzeichnen

ist [Gonzalez et al., 1998].
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Eine weitere Methode der Losungsmittelfallung wird von Cartland & Nelson [1937] beschrieben.
Hier werden 50 % (v/v) Aceton zu dem gewonnenen Plasma, welches zuvor auf einen pH von 7,4
eingestellt wurde, gegeben. Nach 16 Stunden erfolgt eine Zentrifugation, dem resultierenden
Uberstand wird nach einer Reduktion des pH-Wertes auf pH 6 erneut Aceton (50 % v/v)
zugefiihrt, es folgt eine weiter Inkubation iiber einen Zeitraum von 16 Stunden. Nach erneuter
Zentrifugation erfolgt die Zugabe von 70 % v/v Aceton zu dem resultierenden Uberstand (pH 6).
Der resultierende Niederschlag wird nach 16 Stunden mittels Zentrifugation gesammelt, mit
Alkohol und Ether gewaschen und anschlieBend lyophilisiert. Fiir eine weitere Reinigung wird das
gewonnene Lyophilisat in 10 % Aceton resuspendiert, unlosliche Bestandteile werden durch
Zentrifugation verworfen. Dem Uberstand (pH 6) wird wiederum Aceton (50% v/v) zugegeben.
Nach 16-stiindiger Inkubation erfolgt eine erneute Zentrifugation, die Acetonkonzentration im
Uberstand wird auf 65 % (v/v) angehoben. Nach 16 Stunden wird das gewonnene Prizipitat
wiederum mit Alkohol und Ether gewaschen und anschlieBend lyophilisiert. Das so gewonnene
eCQG zeigte eine Aktivitdt von 140 Ratteneinheiten pro mg mit einer Gesamtausbeute von 60-90 %

beziiglich des eingesetzten Plasmas.

Eine Alternative zur Losungsmittelfillung wurde von Gonzdlez et al. [1989] vorgeschlagen.
Durch Einstellen eines pH-Werts von 4 mittels Essigsdure werden nahezu alle Serumproteine in
eine kationische Form tiberfiihrt, wihrend eCG weiter anionisch vorliegt. AnschlieBend wird das
Serum mittels Ultrafiltration und anschlieBender Diafiltration konditioniert. Die weitere Reinigung
erfolgt mittels Anionenaustauschchromatographie. Das gereinigte eCG zeigte eine biologische

Aktivitit von 3960 + 630 IU mg.

Die Moglichkeit einer direkten chromatographischen Reinigung von Gonadotropin aus dem
Serum schwangerer Zebrastuten (zCG) wird ebenfalls beschrieben [McFarlane et al., 1991]. Der
erste Schritt ist eine Reinigung iiber eine Affi-Gel-Blue Siule. Im Anschluss an die Elution wird
die eCG-haltige Fraktion dialysiert und lyophilisiert. Das Lyophilisat wird anschlieend in einer
0,9 %-igen Natriumchloridlosung resuspendiert und auf einen pH von 4 mit meta-Phosphorsédure
eingestellt. Nach anschlieBender Zentrifugation wird der gewonnene Uberstand an Sephadex G-25
entsalzt. Die  weitere  Reinigung  erfolgt mittels Concanavalin ~ A-Sdule und

Ionenaustauschchromatographie.
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2.7.4 Rekombinante Herstellung

Vergleichbar zu anderen pharmakologisch interessanten Verbindungen, finden sich in der
Literatur Verfahren zur rekombinanten Herstellung des Glykoproteins eCG. Der hohe
Glykolisierungsgrad von 41,7 % des eCG [Christakos & Bahl, 1979] erschwert jedoch ein
rekombinantes Verfahren. Vergleichbar zu anderen Glykoproteinen tragen die Glykostrukturen
bekanntermallen zur Funktion und Aktivitit des Hormones bei [Moore & Ward, 1980; Cooke et
al., 1996; Legardinier et al., 2005a].

Legardinier et al. [2005b] gelang 2005 die rekombinante Herstellung von eCG in zwei
verschiedenen Insektenzelllinien (,,Mimic cells* und Sf9-Zellen). Bei in vitro Tests zeigte das so
gewonnene rekombinante Protein eCG sowohl LH- also auch FSH-Aktivitit. /n vivo konnte
jedoch keine Aktivitit nachgewiesen werden. Eine Begriindung ist das Fehlen des
carboxyterminalen Peptides (CTP) der B-Untereinheit (Abbildung 2.10), welches entscheidend fiir
die Rezeptorbindung und Signaltransduktion ist [Chen et al., 1992]. Die Abwesenheit des CTP
fiihrt moglicherweise zu einer schnellen Inaktivierung des Hormones im Plasma [Legardinier et

al., 2005b; Ginther et al., 1974].

equine a N = Y Y -C
1 56 82 96
eLH/CG B N.—Y -C
1 13 121 CTP 149
eLH/CG p* CTP N—Y -C
1 13 121
N-Glykan Y, O-Glykane  TI7T717

Abbildung 2.10: Position der N- und O- Glykane der equinen a- (oben) und - Untereinheit von eLH bzw.
eCG (mitte) und rekombinantem eLH bzw. eCG (unten) [nach Legardinier et al., 2005a]

Hypophysire Glykoproteinhormone wie die Gonadotropine besitzen zahlreiche Disulfidbriicken
(fiinf in dern - und sechs in der B-Untereinheit). Biosynthetische Untersuchungen zeigten, das
Oligosaccharide eine wichtige Rolle bei der Formation der Disulfidbriickenbildung einnehmen.
Die  Expression  von  Glykoproteinhormonen  ist  aufgrund  des defizienten
Glykosylierungsmechanismus von Bakterien in diesen Organismen nicht mdglich [Strickland &

Pierce, 1983].

Im Gegensatz dazu stehen in der Humanmedizin fiir hFSH, hLH und hCG rekombinante

Wirkstoffe zur Verfligung. Die erste genehmigte Anwendung der rekombinanten FSH-Produkte
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(Herstellung in Chinesische-Hamster-Ovarzellen (CHO-Zellen)) Gonal F® (1995) und Pureg0n®
(1996) war die Behandlung der Sterilitit bei Frauen. Natiirliche Quellen, wie der Harn
postmenopausaler Frauen, konnte den steigenden Bedarf an FSH nicht mehr decken [Dingerman
et al, 2002; Lunenfeld, 2004]. Zur Herstellung einer Ampulle HMG (humanes
Menopausengonadotropin) werden beispielsweise 2-3 L, bzw. 6-9 L Harn fiir eine Ampulle hFSH
bendtigt [Lunenfeld, 2004].

Ein weiterer Faktor ist die hohere Qualitit des rekombinanten Produktes, da der aus Harn
gereinigte Wirkstoff nie ganz frei von LH war. Seit Dezember 2000 ist auch ein rekombinantes
LH zugelassen. Das Produkt (Luveris®) wird aus gentechnisch modifizierter Hefe (S. cerevisiae)
gewonnen. Rekombinantes hCG (Herstellung in CHO-Zellen) ist in Form von rekombinanten
Choriogonadotropin alpha (Ovitrelle™) zugelassen [Dingerman et al., 2002]. Analog zu eCG
induziert hCG die Superovulation bei weiblichen Individuen sowie die Testosteronsekretion bei

maéannlichen Individuen [Dingerman et al., 2002].

| CJHMG [ u-hFSH

120 M r-hFSH
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Abbildung 2.11: Weltmarktentwicklung fiir Gonadotropine. HMG: humanes Menopausengonadotropin; u-
hFSH: aus Harn isoliertes humanes FSH; r-hFSH: rekombinantes humanes FSH [nach Lunenfeld, 2004]

Abbildung 2.11 verdeutlicht die Weltmarktentwicklung fiir Gonadotropine. Bedingt durch die
Verfligbarkeit an rekombinant hergestellten humanen Gonadotropin-Priparaten, kommt es zu
einem Riickgang des Bedarfs an konventionell isolierte Gonadotropinen. 2003 wurden lediglich

20 x 10° Ampullen aus Harn isolierter Gonadotropine hergestellt.
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2.8 Kenngrofien der Proteinreinigung

Reinheit

Die Reinheit R einer Proteinlosung ist definiert als der Massenanteil des Zielproteins mzieprozein an

der Gesamtmasse aller enthaltenen Proteine mGesamiprosein:

m Zielprotein

R = Gleichung 2.18

mGesamtprotein

Reinigungsfaktor

Der Reinigungsfaktor RF' beschreibt das Verhéltnis der Reinheit des erhaltenen Eluats zu der

Reinheit der Biosuspension vor der Reinigung in Bezug auf das Zielprotein:

RF = Rptuac Gleichung 2.19

RBiorohsuspension
Ausbeute

Die Ausbeute Y ist das Verhéltnis der Masse des gewonnenen Zielproteins im Eluat zur Masse des

Zielproteins in der Ausgangslésung vor der Proteinreinigung:

m . .
Y = Zielprotein,Eluat Gleichung 220

mZielprotein,Biorohsuspension

Aufkonzentrierungsfaktor

Der Autkonzentrierungsfaktor AF beschreibt das Verhiltnis der Konzentration des Zielproteins im
Eluat bezogen auf die Konzentration des Zielproteins in der Ausgangslosung vor der
Proteinreinigung:

C . .
AF = Zielprotein,Eluat Gleichung 291

CZielprotein,Biorohsuspension

Kapazititsverhéltnis

Das dimensionslose Kapazititsverhdltnis OV wird definiert als Quotient aus der Anzahl der
angebotenen Adsorptionsplétze zu der Anzahl der in der Rohlésung vorhandenen Sorptivmolekiile
der Zielkomponente i. Das Kapazititsverhéltnis der verschiedenen Komponenten in einem
Gemisch unterscheidet sich, sofern deren Maximalbeladungen und Startkonzentrationen vor der

Adsorption nicht identisch sind.
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m - .
ov, = [ dmaxi Gleichung 2.22

Produktivititsfaktor

Als Produktivititsfaktor PF ist das Produkt aus Ausbeute Y und Reinheit R in Bezug auf die

Zielkomponente definiert:

PF =Y -R Gleichung 2.23
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3 Experimenteller Teil

3.1 Chemikalien

Das Serum trachtiger Stuten wurde von dem Haflingergestiit Meura, Deutschland bereitgestellt.
Iodacetamid, APS (Ammoniumperoxodisulfat) und EDTA (Ethylen-diamin-tetraacetat) wurden
von Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, USA) bezogen. Essigsdure, meta-Phosphorséure,
Glutardialdehyd und Ethanol (EtOH) stammten von der Firma Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland). Alle anderen Chemikalien sowie die verwendeten Proteine Rinderserumalbumin
(BSA) und eCG wurden von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Trypsin
stammte von der Firma Promega (Mannheim, Deutschland). Die gebrauchsfertigen Kits zur
Durchfiihrung des ELISA wurden von den Firmen DRG Diagnostics (Marburg, Deutschland) und
Senova (Jena, Deutschland) bereitgestellt. Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration
erfolgte mittels eines Bicinchoninsdure Assay Kits der Firma Pierce Ltd (Rockford, USA). Die
enzymatische Deglykosilierung von Serumproteinen wurde mit Hilfe des ,,enzymatic protein
deglycosylation kit der Firma Sigma-Aldrich Co (St. Louis, USA) durchgefiihrt. Pregmagon®

wurde von der Firma Biologika GmbH (Dessau-Rosslau, Deutschland) zur Verfiigung gestellt.

3.2 Magnetische Mikrosorbentien

Fiir die Versuche zur Reinigung von eCG aus Serum wurden die unter Abschnitt 3.2.1 und

Abschnitt 3.2.2 aufgefiihrten magnetischen Partikel verwendet.

3.2.1 Magnetisierbare Polyvinylalkohol Partikel (M-PVA)

Die magnetischen Grundpartikel bestehen aus einer Matrix aus quervernetztem Polyvinylalkohol
(M-PVA), welche anschlieend carboxyliert wurde. Die Partikel wurden von der Firma chemagen
Biopolymer AG, Baesweiler, Deutschland bezogen. Die Herstellungsweise der M-PV A Partikel
ist [Oster et al., 2001] zu entnehmen. Die Partikel mit einer endstdndigen Carboxygruppe besitzen
einen Magnetitgehalt von 50-60 %, der Quervernetzungsgrad betrégt 8 %. Die Partikel sind in
einem pH-Bereich grofler pH 4 stabil.

Die Herstellung der verwendeten magnetischen Anionenaustauschermaterialien wurde von
INNOVENT e.V. Technologieentwicklung (Jena, Deutschland) durchgefiihrt. Fiir die Herstellung

von Anionenaustauscherpartikeln wurden die carboxylierten M-PVA Partikel in H;Oq4
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aufgenommen. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des Imidreagenz 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid hydrochlorid (EDC) in einem Molverhéltnis von 1:2. Die
Partikel wurden in dieser Losung fiir 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die anschlieBende
Funktionalisierung erfolgte durch die Zugabe von N,N-Diethyl-1,3-propandiamin (DEAP-
Funktionalisierung) fiir 4-5 Stunden unter Riihren bei Raumtemperatur im Molverhéltnis 1:2. Die

fertiggestellten Sorbentien wurden dreimal in H,O4q gewaschen und gelagert.

HCI -
l, HCI™
B p O CH_CH,N=C=N—(CH,);—N— (CH}), |
}—C\ > CHECHz—H—(lj:N—(CHQJE—N—(CHg)z
. CH . !
[ :_C
=
o)
HC 7 NN,
0 H
H,C ol + o O,
> | LN P =
b NN CH ~
M ] 2 N—{CH,} - N-(CH,),
e H H

2

Abbildung 3.1: Reaktionsschema zur Funktionalisierung magnetischer Mikrosorbentien mit DEAP

3.2.2 Magnetisierbare Polysaccharid Partikel

Die magnetischen Grundpartikel der Firma Bio Toolomics (Durham, UK) bestehen aus einer
Matrix aus quervernetzten Polysacchariden und Magnetit. Die Partikel sind fiir kurze Zeit bei
einem pH von 2-14 stabil und besitzen eine Langzeitstabilitdt bei einem pH von 6-12. Verwendet
wurden Sorbentien mit Anionenaustauscherfunktionalitit (funktionelle Gruppe: -N'(CH3)3) sowie

Mixed-Mode Liganden (anionische und hydrophobe Gruppen).

3.3 Charakterisierung der magnetischen Mikrosorbentien

Die Eigenschaften der kommerziell bezogenen Partikel wurden mit Hilfe verschiedener Verfahren
charakterisiert. Hierzu  gehdrten  die  Bestimmung  der  Magnetisierung  und
elektronenmikroskopische Aufnahmen. Des Weiteren erfolgten die Bestimmung der

Proteinbindekapazitéit sowie Untersuchungen zur Wiederverwertbarkeit der Partikel.
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3.3.1 Magnetisierung

Die Magnetisierung der Partikel als Funktion der angelegten Feldstirke wurde mit Hilfe eines
Alternating-Gradient Magnetometers (AGM) bestimmt (Fa. Princeton Measurements, New York,
USA).

3.3.2 Partikelgrolenverteilung

Die Bestimmung der Grofenverteilung der magnetischen Partikel erfolgte mit Hilfe des
Ankersmid's EyeTech Particle Size and Shape Analyser (Ankersmid Lab, Oosterhout,
Niederlande).

3.3.3 Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Form und Grofe der verwendeten Partikel wurden mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen
an einem ,enviromental scanning electron microscope (ESEM) XL 30 FEG (Philips,

Niederlande) bestimmt.

3.3.4 Proteinbindekapazitit

Zur Bestimmung der maximalen Bindekapazitit und der Selektivitit der eingesetzten Partikel
wurden Sorptionsisothermen mit vorgereinigter eCG-Losung (pH 4) (Kapitel 3.5.1.2) verwendet.
Die Versuche wurden in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefilen bei Raumtemperatur im
Thermomixer durchgefiihrt. Es wurden Partikelkonzentrationen von 0,4-20 g L' eingesetzt. Die
Konzentration der Proteinlosung betrug 0,018 mg mL! (180 TUgpisA mL'l). Die Partikel wurden
dreimal in 500 pL Aquilibrierungspuffer gewaschen. Nach Entnahme des Puffers erfolgte die
Zugabe von 1 mL Proteinldsung. Nach 20-miniitiger Inkubation wurde der Uberstand
abgenommen und dessen Konzentration an eCG bestimmt. Die Auswertung der

Adsoptionsisothermen erfolgte nach der Langmuir-Gleichung.

0* = Qmax * € Gleichung 3.1
Kp + C*

O* steht fiir die Gleichgewichtsbeladung und C* fiir die Gleichgewichtskonzentration des Proteins

im Uberstand. Onax und Kp stellen die Maximalbeladung und die Gleichgewichtskonstante dar.
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3.3.5 Wiederverwendbarkeit der Partikel

Fiir einen Einsatz der magnetischen Mikrosorbentien in einer kommerziellen Anwendung spielt
die Betrachtung der Wirtschaftlichkeit eine entscheidende Rolle. Die Langzeitstabilitidt der
Partikel wurde tiber insgesamt 50 Reinigungszyklen in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal3en
untersucht. Die Versuchsbeschreibung ist Kapitel 3.5.3 zu entnehmen, nach Schritt 4 erfolgte eine
Regeneration der Partikel in 1 M Natriumchlorid Losung. Eingesetzt wurden 5 g L™ Partikel. In
einem weiteren Versuch wurde die Langzeitstabilitdit der Partikel unter gleichen
Versuchsbedingungen, jedoch ohne die anschlieBende Regeneration der Partikel mit

Natriumchlorid untersucht, d.h. nach Schritt 4 folgte direkt wieder Schritt 1.

3.3.6 Gravimetrische Bestimmung der Partikelkonzentration

Die Bestimmung der Konzentration der in Suspension vorliegenden Magnetpartikel erfolgte
mittels Dreifachbestimmung in 1,5 mL Glasbehéltnissen (VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland). Die Gefdfle wurden leer ausgewogen (Laborwage MCS5, Sartorius, Gottingen,
Deutschland) und anschlieBend mit je 500 pL Partikelsuspension gefiillt. Die Verdunstung der
Fliissigkeit erfolgte liber Nacht bei 60 °C im Trockenschrank (VE400 Warmeschrank, Memmert,
Schwabach, Deutschland), zum Abkiihlen wurden die Gefde fiir eine Stunde im Exsikkator
aufbewahrt. Durch das Differenzgewicht der jeweiligen Behéltnisse, welches durch ein erneutes

einwiegen bestimmt wurde, konnte die Partikelkonzentration ermittelt werden.
3.4 Analytische Methoden

3.4.1 Gesamtprotein

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Bicinchoninsdure (BCA)
Assay der Fa. Pierce Ltd, Rockford, Illinois, USA. Die kolometrische Methode basiert auf der
Reduktion von Cu®’" zu Cu" und wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Absorption wurde bei 560 nm an einem Mikrotiterplattenphotometer (Tecan Infinite F 200,

Minnedorf, Schweiz) bestimmt.

Die Gesamtproteinkonzentration der Proben nach HPLC (Kapitel 3.5.3), den Versuchen zur
Proteinbindekapazitit (Kapitel 3.3.4) und zur Wiederverwertbarkeit (Kapitel 3.3.5) wurden mittels
NanoDrop (NanoDrop ND 1000, peQLab, Erlangen, Deutschland) bestimmt.
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3.4.2 Equines Choriongonadotropin (eCG)

Die Bestimmung der eCG-Konzentration der Proben erfolgte mittels eines Sandwich-ELISA
(,,enzyme linked immunosorbent assay*). Dabei ist auf die Oberflachen der Mikrotiterstreifen ein
primirer (,,capture”) Antikérper gebunden. Das zu detektierende Protein aus der zugegebenen
Probe bindet an den immobilisierten Antikorper. Nach mehrfachem Waschen (Ultrawash 11
automatic washer/aspirator, Dynatech Laboratories, Chantilly, USA) erfolgt die Zugabe des
sekunddren Antikorpers welcher mit einem Enzym (Meerrettich-Peroxidase) konjugiert ist. Die
Enzymaktivitit wird durch Zugabe des Substrates TMB (3,3",5,5 -Tetrametyhlbenzidin), welches
beim Abbau ein farbiges Substrat entwickelt, bestimmt. Die enzymatische Reaktion wird durch

Zugabe einer Stopplosung beendet.

Fir die Ermittlung der eCG-Konzentration wurden Kits der Fa. DRG Diagnostics (Marburg,
Deutschland) und Senova (Jena, Deutschland) eingesetzt, der Assay wurde nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des four parameter logistic (4-PL)
Models:

i+ max — min
= min Gleichung 3.2
y 1+ (L)— Hillslope elehung
ECso

ECsp wird als halbmaximale effektive Konzentration bezeichnet. Der sogenannte Hillslope
kennzeichnet die Steigung der Kurve an ihrem Wendepunkt. min bzw. max bezeichnen das

Minimum bzw. das Maximum der Kurve.

Die Bestimmung der biologischen Aktivitit erfolgte im Rattenovar-Test durch die Firma IDT
Biologika GmbH (Dessau-RoBlau, Deutschland). Bei den jeweiligen Proben wurde die
Leitfahigkeit einer physiologischen Kochsalzlosung eingestellt.

3.4.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die Auftrennung der Proteinproben zur Analyse der Zusammensetzung erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen mittels diskontinuierlicher SDS-Page nach Laemmli [1970]. Die
Elektrophorese wurde in einem Elektrophoresesystem der Fa. Bio-Rad Laboratories (Miinchen,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Proteinproben wurde auf einem 12 %-igen SDS-Polyacrylamidgel
mit einem 5 %-igen Sammelgel (8x7 cm) gelelektrophoretisch aufgetrennt (Laufpuffer: Tris-
Glycin-Puffer). Als GroBenstandard wurde der ,,AllBlue* Marker der Fa. Bio-Rad Laboratories

(Miinchen, Deutschland) eingesetzt. Die Proteingele wurden anschlieBend entweder geblottet
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(Kapitel 3.4.4), mit Coomassie-Brilliantblue R-250- (Merk, Darmstadt, Deutschland), Silber- oder
Fuchsin-Farbeldsung gefarbt.

Tris-Glycin-Puffer (1x): Tris 5 mM, Glycin 50 mM, SDS 0,1 % (v/v)

Durch die letztgenannte Farbung des Gels mit Schiffs Reagenz lassen sich spezifisch
Glykoproteine wie das Zielprotein eCG nachweisen. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde
das Gel fiir 30 min in Fixierungslosung inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit HyOwmijiq wurde
das Gel in Inkubationslosung transferiert (30 min). Nach zweimaligem Waschen mit H>Owminig
wurde das Gel mit Schiffsreagenz liber Nacht gefarbt. Das Prinzip der Farbung beruht auf der

Reaktion des Schiffs Reagenz mit den mit Periodat oxidierten Glykoproteinen.

Fixierungslosung: MeOH 70 %, Essigsédure 10 %
Inkubationsldsung: Periodsdure 1 %, Essigsdure 30 %
Fuchsinfarbelosung: Fuchsinschweflige Saure (Schiffs Reagenz)

Fuchsin 10 % in H,Ominiq, Zugabe von schwefliger Sdure, bis die

rote Fiarbung verschwunden ist

3.4.4 Western Blot

Die Vorbereitung der Proben und die elektrophoretische Auftrennung ist Kapitel 3.4.3 zu
entnehmen. Nach Ende der Gelelektrophorese erfolgte die Aquilibrierung der Gele in Towbin-
Puffer. AnschlieBend wurden die Proteine mit Hilfe eines Elekroblotters (Semi-Dry-Blotter, Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) fiir 1,5 h bei 85 mA auf eine PVDF-Membran (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) transferiert. Vor Applikation der jeweiligen Antikérper wurde die
Membran in Blocking-Puffer fiir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zugabe des priméiren
Antikdrpers (Acris Antibodies GmbH, Herford, Deutschland) erfolgte in einer 1:2000 Verdiinnung
in Blocking-Puffer. Die Inkubation fand iiber Nacht bei 4 °C statt. Vor Applikation des
sekunddren Antikorpers (1:5000 Verdiinnung in Blocking-Puffer, 1 h bei Raumtemperatur)
wurden die Membranen fiinfmal je 5 min mit Waschpuffer (TBS/T) gewaschen. Durch die
Konjugation des Zweitantikdrpers mit Meerrettich-Peroxidase erfolgte die Detektion der Proteine
mittels Chemilumineszenz gemél den Herstellerangaben (ECL Plus Detektionssystem,
Amersham, Freiburg, Deutschland). Die Auswertung der Western Blot Daten erfolgte mittels

Lumi-Imager F1™ (Boehringer, Mannheim, Deutschland).

Towbin-Puffer: Tris 25 mM, Glycin 192 mM, MeOH 20 % (v/v), pH 8,3
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Blocking-Puffer: Magermilchpulver 5 % (m/v), Tween-20 0,1 % (v/v) in 1x TBS
Waschpuffer (TBS/T): Tween-20 0,1 % (v/v) in 1x TBS

3.4.5 Matrix Assisted Laser Desorption-Ionisation Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-ToF-MS)

Bei der MALDI-ToF-MS wird ein gepulster Laser mit einem Flugzeit-Massenspektrometer
gekoppelt. Durch den gepulsten Laserstrahl entstehen diskrete Ionenpakete, bestimmt wird die
Ionenflugzeit zwischen Quelle und Detektor. Die zu analysierenden Proteine wurden aus dem
SDS-Page ausgeschnitten und fiir 10 min in H;Owminq gewaschen. AnschlieBend folgten
Waschschritte mit Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer (10 mM) und Acetonitril (1:1 mit 10 mM
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer) fiir je 10 min. In einem folgenden Schritt erfolgte die
Reduktion der Disulfidbindungen mit Dithiothreitol (10 mM DTT in 10 mM
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer) fiir 15 min bei 60 °C. Die anschlieBende Alkylierung der
SH-Gruppen erfolgt abgedunkelt mit 55 mM lIodacetamid fiir 15 min. Im Folgenden werden die
Gelstiicke abwechselnd mit 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer und Acetonitril/10 mM
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer (1:1) fiir 10 min entfarbt. Nach dem Eindampfen der Losung
in einem SpeedVac Konzentrator (eppendorf concentrator 5301, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland), wurden die Gelstiicke in einer Trypsinlosung redqulibriert. Im Anschluss wurden
diese mit 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer iiberschichtet und {iber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 10-miniitiger Inkubation der Proben im Ultraschallbad
(Ultrasonic Cleaner, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) wurden 0,5 pl dieser
Losung mit 0,5 pl  4-Hydroxy-o-Cyano-Zimtsiure Matrix (10 mg ml' in
Acetonitril: Trifluoressigsdure 1:1) versetzt und auf einem MALDI-Probenteller co-kristallisiert.
Die Aufnahme der Spektren erfolgte an einem 4800 Plus Analyzer time-of-flight
Massenspektrometer (Applied Biosystems, Carlsbad, USA). Die Sequenzierung der einzelnen
Peptide erfolgte im positiven Reflektormodus in einem Bereich von 800.000 - 4000.000 Da. Die
Kalibrierung erfolgte mit einem externen Standard der Firma Applied Biosystems, Foster City,

USA (4700 Proteomics Analyzer Mass Standards Kit).

Die Massenbestimmung einzelner Fraktionen erfolgte mit Sinapinsdure (3,5-Dimethoxy-4-
hydroxyzimtsdure) und 2,5-Dihydroxybenzoesiure. Je 10 mg ml' der Matrix wurde mit
Acetonitril: Trifluoressigsaure (1:1) versetzt. 0,5 ul der jeweiligen Probe wurden mit 0,5 ul Matrix

verdiinnt und auf einem MALDI-Probenteller co-kristallisiert.
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3.4.6 Enzymatische Deglykolisierung von Glykoproteinen

Die enzymatische Deglykolisierung von Serumproteinen wurde mit Hilfe des ,,enzymatic protein
deglycosylation kit der Firma Sigma-Aldrich Co (St. Louis, USA) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Des Weiteren wurde mit den im Kit vorhandenen Proteinen eine in-Gel
Deglykolisierung mit anschlieBender MALDI-ToF-Analyse durchgefiihrt. Die Proben wurden bis
zum FEinsatz des SpeedVac Konzentrator (eppendorf concentrator 5301, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland), analog zu Kapitel 3.4.5 behandelt. AnschlieBend wurden die Gelstiicke mit 1 pL
Enzym redqulibriert und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert, mit HoOwminiq tiberschichtet und weitere
16-18 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die Gelstiicke bei 4000 rpm zentrifugiert der
Uberstand wurde dekantiert, durch 200 ul H;Owminiq ersetzt und fiir 30 min im Ultraschallbad
(Ultrasonic Cleaner, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Nach der
Entnahme des Uberstandes erfolgten zwei weitere Waschschritte mit H,Og49 und folgender 30-
miniitiger Inkubation im Ultraschallbad. AnschlieBend wurden die Gelstiicke mit Acetonitril/10
mM Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer (1:1) fiir 5 min gewaschen. Nach dem Eindampfen der
Losung in einem SpeedVac Konzentrator, wurden die Gelstiicke in einer Trypsinlosung
redqulibriert. Im Anschluss wurden diese mit 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer
tiberschichtet und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die weitere Behandlung der Proben

erfolgte analog zu Kapitel 3.4.5.

3.5 Reinigung von equinem Choriongonadotropin (eCG) aus Serum im

Labormalfistab

3.5.1 Reinigung von eCG aus Serum

Das fiir die Reinigung von eCG verwendete Blut wurde zwischen Tag 50 und 100 der Trachtigkeit
von Haflingerstuten (Haflingergestiit Meura, Meura, Deutschland) entnommen. Das daraus
gewonnen Serum wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert. Das in der
vorliegenden Arbeit verwendete Serum besall eine Wertigkeit von 200-400 Mauseinheiten (ME)
pro mL. Der derzeitige Stand der Technik fiir die Reinigung des Proteins eCG ist ein bereits 1967
entwickeltes Verfahren nach Gospodarowicz und Papkoff [1967] (Kapitel 3.5.1.1). Bei diesem
Verfahren handelt es sich um einen mehrstufigen Fillungsprozess mit anschlieBender
chromatographischer Reinigung. Die Reinigung von eCG wurde zunidchst nach dem bereits

etablierten Prozess durchgefiihrt und anschlieBend optimiert (Kapitel 3.5.1.2).
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3.5.1.1 Konventionelle Reinigung von eCG

Die Versuche zur die Reinigung von eCG wurden im 500 mL MaBstab wie folgt vorgenommen:

1. Serum mit 0,5 M meta-Phosphorsdure auf pH 3 einstellen

2. Zentrifugation bei 14300 x g, 10 min, Raumtemperatur

3. Uberstand mit 1 M NaOH auf pH 4,5 einstellen

4. Zugabe von eiskaltem EtOH (50 % v/v), Inkubation bei 4 °C iiber einen Zeitraum von 2
Stunden

Zentrifugation bei 14300 x g, 20 min, 4 °C

6. Zugabe von eiskaltem EtOH (75 % v/v), Inkubation bei 4 °C iiber einen Zeitraum von 20

e

Stunden
7. AbgieBen des Uberstandes, Aufnahme des Pellets in H,Owminig
8. Dialyse des Pellets gegen H,Owminiq, Lyophilisierung des Dialysates

9. Reinigung an Anionenaustauschermaterialien (Kapitel 3.5.3)

Die Versuchsdurchfiihrung bis einschlieBlich Schritt 7 wird im Folgenden als konventionelle

Vorreinigung des Proteins eCG bezeichnet.

3.5.1.2 Vereinfachte Reinigung von eCG

Die Versuche wurden im 2 L MaBstab durchgefiihrt, die Reinigung wurde analog zu (Kapitel
3.5.1.1) Schritt 1-5 durchgefiihrt. Zur folgenden Ultra-/Diafiltration wurde ein Crossflow-System

der Firma Sartorius (Gottingen, Deutschland) eingesetzt.

Die nach der ersten EtOH-Féllung gewonnene eCG-Losung wurde bis zu einem
Konzentrationsfaktor von 4 ultrafiltriert und anschlieBend diskontinuierlich gegen H,Owinig an
einer Zellulosemembran diafiltriert (10000 MWCO Hydrosart, Sartorius, Gottingen, Deutschland).
Das  resultierende  ultra-/diafiltrierte =~ Produkt  wurde  direkt an  magnetischen
Anionenaustauschermaterialien gereinigt (Kapitel 3.5.3). Die Versuchsdurchfiihrung bis
einschlieBlich der Ultra-/Diafiltration wird im Folgen als vereinfachte Vorreinigung des Proteins

eCGQG bezeichnet.

3.5.2 Optimierung der Vorreinigung von eCG aus Serum

Mit Hilfe des Prinzips der optimalen Versuchsplanung wurden die Methoden der konventionellen
(Kapitel 3.5.1.1) und vereinfachten (Kapitel 3.5.1.2) Reinigung von eCG vor Einsatz der

Ionenaustauschermaterialien optimiert. Von Interesse waren dabei die Faktoren pH-Wert der
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meta-Phosphorsédure Féllung, der durch Ultrafiltration eingestellte Konzentrationsfaktor sowie das
Verhiltnis der Leitfiahigkeiten (LFo/LF) auf die Reinheit des eCG im Endprodukt (bestimmt in
eCG pro Gesamtprotein in IU mg™). Die Aufstellung des Versuchsplanes und dessen Auswertung
wurde mit Hilfe des Programmes MODDE 9.0 (Firma Umetrics Inc., San Jose, USA)
durchgefiihrt. Verwendet wurden je 200 mL Serum mit einer Wertigkeit von 200 ME mL™".

Tabelle 4.1: Nomenklatur der drei Einflussfaktoren pH, Konzentrationsfaktor (CF) und Leitfahigkeit
(LFy/LF)

Einflussfaktor -1 0 1
pH 3 3,5 4
CF 1 2 5
LF¢/LF 1 5 10

Bei den in Tabelle 4.1 aufgefiihrten Leveln -1, 0 und 1 handelt es sich um die Standardlevel
innerhalb der Versuchsschemata, sie werden fiir jeden der Einflussparameter so gewahlt, dass sie
dessen relevanten Bereich gut reprdsentieren. Als Modellform fiir die Optimierung wurde das

Response Surface Modell (RSM), als Design CCF (central composite face centeres) gewéhlt.

3.5.3 Ligandenscreening

Analog zu der in der Literatur angefiihrten weitergehenden Reinigung von eCG wurde zunichst
die sdulenchromatographische Trennung mit einem Akta Purifier (GE Healthcare, Uppsala,
Schweden) durchgefiihrt. Mehrere Anionenaustauschermaterialien (GE Healthcare, Uppsala,
Schweden) wurden beziiglich ihrer Bindungskapazitit gegeniiber eCG untersucht. Verwendet
wurden sowohl starke (Q Sepharose Fast Flow (Q FF), Q Sepharose XL (Q XL), Mono Q) als
auch schwache (DEAE Sepharose Fast Flow) Anionenaustauscher-Materialien. Die Sdulen hatten
ein Volumen von 1 mL bzw. 5 mL (Mono Q) und wurden vor der Chromatographie mit
Aquilibrierungspuffer #dquilibriert. Q FF wurde als optimaler Ligand ermittelt, eine Siule mit
einem Sdulenvolumen (CV) von 20 mL wurde fiir alle folgenden Experimente verwendet. Die
Elution erfolgte mit einem ansteigenden NaCl-Gradienten (Elutionspuffer). Die aufgefangenen

Proben wurden beziiglich ihrer eCG-Aktivitdt im ELISA (Kapitel 3.4.2) getestet.
Optimale Puffer Systeme:

Aquilibrierungspuffer: Natriumacetat 0,02 M, pH 4,5

Elutionspufter: Natriumacetat 0,02 M, NaCl 1 M, pH 4,5
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Flussrate: 0,8 - 1 mL min" (1 mL CV), 2 mL min™' (20 mL CV)
Fraktionsvolumen: I mL (1 mL CV), 5mL (20 mL CV)

Nachfolgend wurden magnetische Mikrosorbentien (Kapitel 3.2.1) mit
Anionenaustauscherfunktionalitét eingesetzt. Das Screening nach geeigneten Liganden an M-PVA
Partikeln wurde von der Firma INNOVENT e.V. Technologieentwicklung (Jena, Deutschland)
durchgefiihrt, wobei sich die N,N-diethylammonium-Gruppe (DEAP-Funktionalisierung) als

bester Ligand herausstellte.

Die Reinigung von eCG mit Hilfe magnetischer Mikrosorbentien mit DEAP-Funktionalisierung

wurde wie folgt durchgefiihrt:

1. Partikel dreimal fiir je 5 min mit Waschpufferpuffer waschen

2. Inkubation der Partikel mit vorgereinigter eCG Losung fiir 20 min
3. Wiederholung von Schritt 1
4

. Zweimalige Elution mit Elutionspuffer fiir je 20 min

Zwischen jedem Wasch-, Beladungs-, und Elutionsschritt wurden die Partikel magnetisch
separiert, um eine Abtrennung des Uberstandes zu erméglichen. Die Durchmischung der Partikel
mit dem jeweiligen Fluid erfolgte im Thermomixer (Modell Comfort, Eppendorf, Hamburg) bei

1000 rpm, bei groBBeren Volumina wurde mit Hilfe eines Glasstabes von Hand geriihrt.

Optimale Puffersysteme:
Waschpuffer: Natriumacetat 0,01 M, pH 4,5

Elutionspufter: Natriumdihydrogenphosphat 0,01 M, Dinatriumhydrogenphosphat
0,01 M, Natriumchlorid 0,3 M, pH 8

Die Reinigung von eCG wurde jeweils mit Proben nach konventioneller (Kapitel 3.5.1.1) und
vereinfachter (Kapitel 3.5.1.2) Vorreinigung durchgefiihrt. Die kommerziellen Partikel der Firma
Bio Toolomics (Durham, UK) (Kapitel 3.2.2) wurden nur in Separationsversuchen mit eCG aus

konventioneller Vorreinigung (Kapitel 3.5.1.1) eingesetzt.

3.5.4 Optimierung der Elutionsbedingungen

Die Versuche wurden in 1,5 mL Eppendorf Reaktionsgefien im Fall der magnetischen
Sorbentien, bzw. im 1 mL Bettvolumen im Fall der verwendeten Saulenmaterialien durchgefiihrt.
Im Fall der magnetischen Anionenaustauschersorbentien wurde, wie in Kapitel 3.5.3 beschrieben,

unter der Verwendung von eCG-Losung nach vereinfachter Vorreinigung, verfahren. Die
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Konzentration an eCG im abgetrennten Uberstand nach der Inkubation der Protein-Ldsung sowie

der Elutionsuiberstand wurde mittels ELISA bestimmt.

Die Optimierung des geeignet Elutionspuffer (Phosphatpuffer, pH 8) erfolgte lediglich mit den
unter Kapitel 3.2.1 beschriebenen M-PVA Partikeln (Herstellung und Funktionalisierung durch
Projektpartner chemagen Biopolymer AG, Baesweiler, Deutschland und INNOVENT e. V.
Technologieentwicklung, Jena, Deutschland), der ermittelte Puffer wurde auch fiir die
kommerziellen Anionenaustauschermaterialien der Firma Bio Toolomics (Durham, UK) (Kapitel
3.2.2) verwendet. Die Optimierung der Elutionsbedingungen erfolgte durch Variation der

Salzkonzentration des Elutionspuffers von 0-1 M Natriumchlorid.

Zur Optimierung der FElutionsbedingungen an den 1 mL Chromatographiematerialien mit
Anionenaustauscherfunktionalitit wurde Q FF als Referenzmaterial verwendet. Eingesetzt wurde
ein Natriumacetat-Puffer verschiedener Molaritdt und pH (0,05 M NaAc, pH 5,5; 0,05 M NaAc,
pH 4,5; 0,02 M NaAc, pH 4,5) Bis-Tris- (0,07 M, pH 6) und Tris-Puffer (0,02 M, pH 4,5) mit je 1
M NacCl.

3.5.5 Optimierung der Partikelkonzentration

Die Versuche wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an M-PVA Partikeln (0,2-10 g L™)
unter dem in Kapitel 3.5.3 beschrieben Prozess mit eCG-Losung nach vereinfachter (Kapitel

3.5.1.2) Vorreinigung durchgefiihrt.

3.5.6 Binde- und Elutionskinetik

Zur Messung der Bindekinetik des vorgereinigte eCG (Kapitel 3.5.1.2) wurden Proben des
Sorptionsiiberstandes in unterschiedlichen Zeitabstédnden (30 s — 20 min) gezogen und deren eCG-
Gehalt gestimmt. In einer zweiten Versuchsreihe zur Bestimmung der Elutionskinetik wurden die
M-PVA Partikel fiir 20 min mit Protein beladen, die folgenden Elutionszeiten wurden variiert (60
s— 20 min). Die Partikelkonzentration betrug je 5 g L M-PVA Partikel.

3.6 Proteinreinigung mit Hilfe der automatisierten HGMF-Laboranlage im

180 mL Mafistab

Der verwendete Durchfluss-Separator (Abbildung 3.2) mit einem Elektromagneten (Firma

Steinert, Koln, Deutschland) ist eine gemeinsame Entwicklung des Karlsruher Institut fiir
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Technologie (Eggenstein-Leopoldshafen, Deutschland) und der Firma chemagen Biopolymer AG

(Baesweiler, Deutschland).

Die Filterkammer des Magnetseparators fasst ein Volumen von 180 mL und beinhaltet
magnetisierbare Rotor- und Statorscheiben (Kapitel 3.7.1), die im magnetischen Feld angeordnet
sind. Die Flussdichte des luftgekiihlten Elektromagneten betrdgt 0,28 T im Zentrum der Bohrung.
Die Luftkiihlung wurde mit 9 Axialliiftern 60 x 60 x 25 mm (nicht abgebildet) der Firma embpapst
GmbH & Co. KG realisiert.

Abbildung 3.2: Automatisierte HGMF-Laboranlage inklusive Peripherie

Vor Versuchsbeginn wurde der Separator mit Waschpuffer gefiillt. Im Rahmen der Reinigung des
Proteins eCG aus konventionell vorgereinigtem Serum (Kapitel 3.5.1.1) fand in einem externen
Behiltnis (B1) unter Riihren die Batchadsorption des Zielproteins an die magnetischen
Mikrosorbentien iiber einen Zeitraum von 20 min statt. Die Abbildungen 3.2 und 3.3 zeigen das

ein Photo und das Verfahrensschema (FlieBbild) der HGMF-Laboranlage.
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Abbildung 3.3: Flielschema der HGMF-Laboranlage. B1: Partikel-/Proteinsuspension, B2: Elutionspuffer,
B3: Waschpuffer, B4: Abfall, BS: Durchfluss, B6: Produkt, V: Ventil, P: Pumpe, MF: magnetischer Filter

Die Partikel-/Proteinsuspension wurde mittels einer Schlauchpumpe (P) und bei eingeschaltetem
Magnetfeld tiber das Ventil V1.3 durch den magnetischen Filter (MF) gepumpt, wobei die mit
Zielprotein beladenen Partikel zuriickgehalten wurden. Der Volumenstrom betrug ca. 150 mL
min”'. Der Sorptionsiiberstand wurde iiber das Ventil V2.2 aus dem System gepumpt. Bei
weiterhin eingeschaltetem Magnetfeld wurde das System mit 600 mL Waschpuffer {iber Ventil
V1.1 durchspiilt. AnschlieBend wurde die Pumpe gestoppt und die Partikel bei ausgeschaltetem
Magnetfeld durch schnelle Rotation des Rotors des Rotor-/Stator Segmentes fiir 1 min in
Waschpuffer resuspendiert. Nachfolgend wurden die Partikel bei geschlossenem
Rezyklierungskreislauf (Ventil V1.2 und Ventil V2.1) und eingeschaltetem Magnetfeld
»eingesammelt”. Insgesamt wurden drei Waschschritte durchgefiihrt, die Ausschleusung des
verbrauchten Waschpuffers erfolgte iiber Ventil V2.2. Die Elution des gebundenen Zielproteins
erfolgte in drei aufeinanderfolgenden Elutionszyklen mit je 600 mL Elutionspuffer analog zu den
vorangegangenen Waschschritten. Hierbei wurde der Elutionspuffer {iber Ventil V1.4 in das

System gepumpt und iiber Ventil V2.3 in einem Behilter aufgefangen.

Waschpuffer: Natriumacetat 0,01 M, pH 4,5

Elutionspuffer: Natriumdihydrogenphosphat 0,01 M, Dinatriumhydrogenphosphat
0,01 M, Natriumchlorid 0,3 M, pH 8
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3.7 Hydrodynamische Charakterisierung der HGMF-Pilotanlage

3.7.1 HGMF-Pilotanlage

Der fiir die Reinigung von eCG verwendete Durchfluss-Separator ist eine gemeinsame
Entwicklung des Karlsruher Institut fiir Technologie (Eggenstein-Leopoldshafen, Deutschland),
und den Firmen chemagen Biopolymer AG (Baesweiler, Deutschland) und ABBIS bio process
automation (Wiesbaum, Deutschland). Der fiir das System bendtigte wassergekiihlte
Elektromagnet wurde von der Firma Steinert (K6ln, Deutschland) angefertigt. Durch die Kiihlung
des Magneten wurde erreicht, dass die Wandtemperatur des Magneten auch im Dauerbetrieb nicht
tiber 20 °C steigt, wodurch ein Einsatz im Zusammenhang mit temperaturempfindlichen Proteinen
erst moglich wurde. Abbildung 3.4 zeigt die fiir die Reinigung von eCG eingesetzten
automatisierte HGMF-Anlage sowie eine schematische 3-D Ansicht eines Querschnittes durch den

Elektromagneten mit eingesetzter Filterkammer.

Abbildung 3.4: Photo der automatisierten HGMF-Pilotanlage inklusive Peripherie und 3D-
Schnittzeichnung (© ABBIS bio process automation, Wiesbaum, Deutschland) des Elektromagneten mit

integrierter Filterkammer

Die Filterkammer des Magnetseparators fasst ein Volumen von 980 mL. Die Filtermatrix

beinhaltet magnetisierbare Rotor- und Statorscheiben, die im magnetischen Feld angeordnet sind.
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Die Flussdichte des FElektromagneten betrdgt 0,25 T im Zentrum der Bohrung des
Elektromagneten. Die stationdren Statorscheiben sind alternierend zu den beweglichen
Rotorscheiben auf einer beweglichen Welle angebracht. Das verwendete Rotor-/Stator Prinzip
gewihrleistet eine homogene Durchmischung der Suspension, d.h. effiziente Wasch- und
Elutionsschritte sowie eine vollstindige Wiedergewinnung der Partikel [Peuker et al., 2010].

Abbildung 3.5 zeigt eine Schemazeichnung des Rotor-/Stator Magnetseparators.

= =
= = —

= =
= = == =
= == === = =

=

=== ==
== = =

Abbildung 3.5: Schemazeichnung des Rotor-/Stator Magnetseparator

Eine eingehende Beschreibung des verwendeten Rotor-/Stator Prinzips ist in der Patentschrift von
Franzreb und Reichert [2006] zu finden. Ein FlieBbild der HGMF-Pilotanlage ist Abbildung 3.6
(Kapitel 3.8) zu entnehmen.

3.7.2 Pumpenkennlinie

Fir die in das HGMF-System integrierte Schlauchpumpe (Modell TP 4000, Tholen Pumpen
GmbH, Kevelaer, Deutschland) wurde das Fordervolumen pro Zeiteinheit in Abhéngigkeit von

der Pumpleistung im Saug- und Druckbetrieb ermittelt. Da die Unterschiede in der Viskositit der
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verwendeten Medien vernachléssigt werden kann, wurde das geforderte Volumen in den spéteren

Versuchen mit Wasser bestimmt.

3.7.3 Bestimmung des Volumens der Filterkassette

Die Bestimmung des Fassungsvermogens der Filterkassette sowie der Volumina der Zulauf- bzw.
Ablaufleitung des Separators erfolgte gravimetrisch aus der erhaltenen Fliissigkeitsmenge mit

Hilfe einer Laborwaage (Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutschland).

3.7.4 Bestimmung des Totvolumens und der Verweilzeit iiber Tracerversuche

Fiir die Versuchsdurchfilhrung wurde in das bestehende System eine Leitfdhigkeitsmesszelle
TetraCon” DU/T (WTW, Weilheim, Deutschland) am Ablauf des Separators integriert. Der
Separator wurde zu Beginn mit HyOwinig gespiilt, bis ein konstantes Leitfahigkeitssignal erreicht
wurde. AnschlieBend wurde eine 15 mM Natriumchloridlésung durch den Separator gepumpt.
Nach Erreichen des stationdren Zustandes wurde wieder HoOwmiig durch den Separator gepumpt.
Der Versuch wurde mehrmals unter der Verwendung unterschiedlicher Durchsitze (200, 610,
1020 mL min™) und unter der Verwendung von 0 bzw. 10 % Riihrerleistung (0-120 rpm)
durchgefiihrt.

Die Verweilzeitsummenfunktion F(z) und die Verweilzeitdichtefunktion E(#) wurden aus dem
aufgenommenem Leitfahigkeitssignal mittels Gleichung 3.3 und Gleichung 3.4 bestimmt
[Levenspiel, 1999]. Mit dem Volumenstrom V in m® s™, der Flussrate des Tracers 1 in kg s™ und

der Austrittskonzentration des Tracers Cep.

14 Gleichung 3.3
F(t) = E Cstep £

dF .
— Gleichung 3.4
E(t) =
®=—

3.7.5 Bestimmung der Kapazitit des magnetischen Filters

Die Filterkapazitdt wurde unter der Verwendung von 100 g carboxylierter M-PVA Partikel (Firma
chemagen Biopolymer AG, Baesweiler, Deutschland) und Waschpuffer (0,01 M Natriumacetat,
pH 4,5) untersucht. Die Partikel wurden in einem externen Behéltnis in 20 L Puffer suspendiert.

AnschlieBend wurde die Suspension bei einem Fluss von 1020 mL min™ und eingeschaltetem
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Magnetfeld durch den Filter gepumpt. Zur Simulation eines Reinigungsprozesses wurde ein
automatisiertes  Versuchsprotokoll mit insgesamt acht Waschschritten gestartet. Die
Partikelkonzentration im Ablauf der verschiedenen Schritte wurde gravimetrisch bestimmt

(Kapitel 3.3.6).

3.7.6 Bestimmung des Partikelverbleibes

Die Bestimmung des Verbleibes an Partikeln im Separator nach Abschluss eines HGMF-
Prozesses erfolgte gravimetrisch aus der Differenzmessung zwischen der eingesetzten und aus

dem Separator ausgeschleusten Partikelmenge wie unter (Kapitel 3.3.6) beschrieben.

3.7.7 Optimierung der Waschschritte im automatisierten HGMF-Prozess

Im Anschluss an die Batch-Adsorption und das Beladen des Filters mit der Magnetpartikel-
/Proteinsuspension befinden sich ungebundene Fremdproteine in der Filterkammer. Zur
Gewihrleistung der Elimination des nicht gebundenen Proteins folgen mehrere automatisierte
Waschschritte. Die Optimierung der Waschritte erfolgte durch den FEinsatz verschiedener
Volumina (3200, 2700 und 2200 mL) an Waschpuffer und 10 g (5 g L") carboxylierter
Polyvinylalkohol Partikel (Fa. chemagen Biopolymer AG, Baesweiler, Deutschland) in einem
automatisierten Prozess iiber 10 Waschzyklen. Die Waschschritte wurden analog zu dem in

Kapitel 3.8 beschriebenen Verfahren durchgefiihrt.

Als Proteinlésung wurde Leerserum (Serum ohne das Zielprotein eCG) und Leerserum welches
mit Waschpuffer auf eine Proteinkonzentration der vorgereinigten eCG-Losung (= 0,5 mg mL™)
(Kapitel 3.5.1.2) eingestellt wurde verwendet. Die Auswertung erfolgte iiber eine

Gesamtproteinbestimmung in den Abldufen der einzelnen Waschschritte.
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3.8 Proteinreinigung mit Hilfe der automatisierten HGMF-Pilotanlage im 1

L Malfistab

Das FlieBbild der in Kapitel 3.7.1 beschrieben HGMF-Pilotanlage ist in Abbildung 3.6 dargestellt.

0
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V1.5 va V1.6 V2.6 v2s Y v22 X
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Abbildung 3.6: FlieBschema der HGMF-Pilotanlage. B1: Partikel-/Proteinsuspension, B2: Waschpuffer,
B3: Elutionspuffer, B4: Durchfluss, B5: Abfall, B6: Produkt, V: Ventil, P: Pumpe, BD: Blasendetektor,
MF: magnetischer Filter

Vor Versuchsbeginn wurde der Separator mit Waschpuffer gefiillt. Im Rahmen der Reinigung des
Proteins eCG aus vorgereinigtem Serum (Kapitel 3.5.1.2) wurde zunidchst ein Batch-
Adsorptionsschritt fiir 20 min unter Riithren in einem externen Behélter (B1) durchgefiihrt. Im
Anschluss wurde die Magnetpartikel-/Proteinsuspension mit einem Fluss von 1020 mL min™ und
eingeschaltetem Magnetfeld mit einer Schlauchpumpe (P) durch den magnetischen Filter gepumpt
(V1.1). Die magnetischen mit Protein beladenen Partikel sammelten sich im Filter, der
Sorptionsiiberstand wurde iiber das Ventil V2.5 aus dem System gepumpt. Nach Beladen des
Separators mit magnetischen Partikeln wurde der Prozessstrom unterbrochen. Die weitere
Proteinreinigung erfolgte {iber einen automatisierten Prozess mit computergesteuerter Schaltung

von Ventilen, Riihrer, Magnet und Pumpe:

Bei eingeschaltetem Magnetfeld wurde das System mit 2700-3200 mL Waschpuffer iiber Ventil
V1.2 befiillt. AnschlieBend wurde die Pumpe gestoppt und die Partikel bei ausgeschaltetem
Magnetfeld fiir 1 min in Waschpuffer resuspendiert. Nachfolgend wurden die Partikel bei
geschlossenem Rezyklierungskreislauf (Ventil V1.6 und Ventil V2.6) und eingeschaltetem

Magnetfeld fiir 2 min ,,eingesammelt™. Insgesamt wurden drei aufeinanderfolgende Waschschritte
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durchgefiihrt, wobei die Verdringung des verbrauchten Waschpuffers iiber Ventil V2.1 erfolgte.
Die Elution des gebundenen Zielproteins erfolgte in drei aufeinanderfolgenden Elutionszyklen mit
je 1800 mL Elutionspuffer analog zu den vorangegangenen Waschschritten. Hierbei wurde der
Elutionspuffer {iber Ventil V1.3 in das System gepumpt und iiber Ventil V2.4 in einem Behilter
(B6) aufgefangen. AnschlieBend folgten zwei Waschschritte, analog zu den vorangegangenen

Waschschritten, zum Waschen der Partikel.

Das Ausschleusen der Partikel aus dem System erfolgte manuell mit der Pumpeinstellung

,ruckwirts® iiber Ventil V1.1.

Waschpuffer: Natriumacetat 0,01 M, pH 4,5

Elutionspuffer: Natriumdihydrogenphosphat 0,01 M, Dinatriumhydrogenphosphat
0,01M, Natriumchlorid 0,3 M, pH 8
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4  Ergebnisse und Diskussion

Die Entwicklung eines technischen Verfahrens zur Isolation von Proteinen aus Prozessstromen
mittels Hochgradienten-Magnetseparation erforderte nach der Auswahl eines geeigneten, an M-
PVA Partikeln immobilisierten Liganden durch den Projektpartner INNOVENT e. V. (Jena,
Deutschland), die Optimierung der Sorptions- und Elutionsbedingungen im LabormalBstab, die
Ubertragung der gewonnenen Daten auf den technischen MaBstab (scale-up), die
verfahrenstechnische Charakterisierung der fiir das scale-up entwickelten HGMF-Pilotanlage

sowie die Optimierung des Prozessablaufes im technischen Maf3stab.

Im Folgenden wird neben der zu Vergleichszwecken dienenden Darstellung der Ergebnisse
konventioneller Verfahren zur Isolation des Proteins eCG, das systematische Vorgehen fiir die
Entwicklung eines Prozesses unter der Verwendung magnetischer Mikrosorbentien unter

Beriicksichtigung der angefiihrten Teilaspekte vorgestellt.

4.1 Konventionelle Reinigung

Ein noch heute gingiges Verfahren zur Reinigung von eCG aus Serum wurde erstmalig bereits
1967 von Gospodarowicz & Papkoff vorgestellt. Der mehrstufige Reinigungsprozess beinhaltet
einen Siurefillungsschritt (mit meta-Phosphorsdure (HPO;)) sowie zwei Féllungen mit
unterschiedlichen Volumenkonzentrationen (50 % und 75 %) an Ethanol mit anschlieBender
Dialyse und Gelfiltration zur groben Vorreinigung des eCG. Im Anschluss folgen je nach
gewlinschter Reinheit bis zu vier Reinigungen an Kationenaustauschermaterialien. Aufgrund des
niedrigen pI-Wertes des Proteins eCG von 1,8 [Allen & Stewart, 1993] wurden zur weiteren
Reinigung des eCG Anionenaustauschermaterialien (sieche Kapitel 4.1.1) verwendet. Die
Ergebnisse mehrerer Versuche zur groben Reinigung des eCG nach konventionellem Schema sind
in Tabelle 4.1 dargestellt. Die Berechnung der Ausbeute, des Aufreinigungs- und
Konzentrierungsfaktors ist Kapitel 2.8 zu entnehmen. Bei den in der Tabelle angegebenen Daten

handelt es sich um die Mittelwerte aus drei Wiederholungsversuchen.
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Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Daten fiir die konventionelle Vorreinigung von eCG aus Serum durch
Prézipitation nach Gospodarowicz & Papkoff[1967]

Schritt Protein eCG Volumen  Ausbeute  Aufreinigungs- Konzentrierungs-
[mg/mL]  [IUgpsa/mL] [mL] [%] faktor faktor

Serum 60+0,5 38«17 500 100 1 1

HPO; ppt 14+5,6 23+3.,4 620 73+18 2,54+2,1 0,59+0,2

Lyophilisat ~ 1,1+0,3 123+37 91 53+7,8 180+100 3,242,7

In den Versuchen konnten Ausbeuten an eCG von ca. 50 % erreicht werden, wobei fiir grof3ere
MafBstébe mit hoheren Ausbeuten gerechnet werden kann, da sich die notwendigen mechanischen
Separationsschritte mit geringeren Verlusten durchfiihren lassen. Bezogen auf das gewonnene
Lyophilisat wurde ein mittlerer Aufreinigungsfaktor von 180 und eine mittlere Aufkonzentrierung
des eCG im Lyophilisat um einen Faktor 3 erreicht. Der Stufenverlust an eCG durch die
vorgenommenen Ethanol-Féllungen (50 % und 75 % v/v) sind in der Tabelle nicht aufgefiihrt. Die
hohe Ethanol-Konzentration verhinderte eine Detektion der Aktivitdt der Probe mittels ELISA.

Die Lyophilisate zeigten eine durchschnittliche spezifische Aktivitit von 130 [Ugsa mg™. In der
Literatur finden sich Reinheitswerte fiir durch Prézipitation gewonnenes eCG von 638 IU mg' in
vivo [Gospodarowicz & Papkoff, 1967], wobei die Determination der in vivo Aktivitidt nach Cole
& Erway [1941] erfolgte. Die ermittelten Aktivititen konnen jedoch nicht direkt miteinander
verglichen werden. Es besteht dennoch eine Korrelation zwischen den Ergebnissen des
Immunoassays und des in vivo Bioassays. In spiteren Versuchen stellte sich heraus, dass in den
durchgefiihrten ELISA-Assays ca. 30 % geringere Aktivititen detektiert werden, wie in dem durch
die Firma IDT Biologika (Dessau-Rosslau, Deutschland) durchgefiihrten Bioassay. In einer
umfangreichen Studie mit insgesamt acht teilnehmenden Laboren aus unterschiedlichen Staaten
findet auch Lecompte et al., [1998], dass Bio- und Immunoassay eine gute Korrelation aufweisen,
solange der Sialinsduregehalt des eCG nicht verdndert und eine geeignete Norm fiir die
Kalibrierung verwendet wurde. Die Korrelation kann durch harsche Behandlungsschritte jedoch
verdndert werden, da Bio-und Immunoassay unterschiedliche Epitope des eCG verwenden. Daher
kann eine Verdnderung der Molekiilstruktur einen der Tests beeinflussen, wihrend im anderen

Assay keine Abweichungen erkennbar sind.

Abbildung 4.1 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese nach Auftragung eines kommerziellen
eCG-Priparates der Firma Merck [10000 TU ml"'] sowie wieder resuspendiertes Lyophilisat nach
grober Vorreinigung [Gospodarowicz & Papkoff, 1967]. Das kommerzielle eCG-Produkt sowie
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das aus Serum isolierte eCG zeigen im mit Coomassie-gefdrbten Gel Proteinbanden auf Hohe von

circa 45 kDa sowie je eine schwache Bande bei einem Molekulargewicht von circa 20 kDa.

Aufgrund des hohen Kohlehydratanteils des Glykoproteins eCG von 41,7 % [Christakos & Bahl,
1979] ist eine genaue Gewichtsbestimmung des Proteins im Rahmen einer SDS-Gelelektrophorese
schwierig. Glykoproteine mit mehr als 10 % Kohlehydratanteil binden weniger SDS als normale
Proteine, wodurch sie weniger negativ geladen sind. Sie wandern dadurch im SDS-Page
langsamer und erscheinen dadurch schwerer [Moore &Ward, 1980]. In der Literatur finden sich
Angaben fiir das Molekulargewicht dera -Untereinheit des Proteins von 16 und 20 kDa bzw. von
41 und 44 kDa fiir fle -Untereinheit [Christakos & Bahl, 1979]. Die Fiarbung mit Schiffs-
Reagenz zeigte in beiden Proben je eine Glykoprotein-Bande auf Hohe der B-Untereinheit (45
kDa) auf. Ein Glykoprotein mit einem Molekulargwicht auf Hohe der o.-Untereinheit konnte nicht

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.1: SDS-Gelelektrophorese (links und rechts) und Western Blot (mitte) eines kommerziellen
eCG-Priparates und von grob gereinigtem eCG aus Serum. Die Auftrennung der Proteine erfolgte {iber ein
12 %-iges SDS-PAGE mit 5 %-igem Sammelgel, mit anschlieBender Coomassie- (links) und Fuchsin-
Féarbung (rechts), bzw. Nachweis von eCG mit entsprechenden Antikoérpern (Fa. Acris Antibodies GmbH,
Herford, Deutschland) (mitte). M: Marker (Firma Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland); 1,
la, 1b: kommerzielles eCG (Merck, Darmstadt, Deutschland) [70 IU]; 2, 2a, 2b: Lyophilisat nach

Resuspension in HyOwminig [10 pg Gesamtprotein].

Zur Bestitigung der Ergebnisse der SDS-Page wurde ein Western Blot (Abbildung 4.1)
durchgefiihrt. Mit einem spezifischen Antikorpern (Firma Acris Antibodies GmbH, Herford,
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Deutschland) gegen das Protein eCG konnte ein Bande auf Hohe der B-Untereinheit (ca. 45 kDa)

sowohl im kommerziellen eCG-Préparat (1a) als auch im Lyophilisat (2a) detektiert werden.

4.1.1 Ligandenscreening

Das Screening nach geeigneten Liganden konventioneller Chromatographiemedien wurde mit den
in Tabelle 4.2 aufgefiihrten Anionenaustauscher-Liganden durchgefiihrt. Das Eingesetzte Q XL-
Material zeigte unter Einsatz des kommerziellen eCG-Priparates Pregmagon® (IDT Biologika
GmbH, Dessau-Rosslau, Deutschland) eine schlechte Trennleistung und wurde daher nicht zur

weiteren Reinigung des Lyophilisates eingesetzt.

Tabelle 4.2: Isolierung von eCG unter der Verwendung verschiedener Anionenaustauschermaterialien

Reinigungs-  Protein eCG Volumen Ausbeute  Aufreinigungs- Konzentrierungs-
schritt [mg/mL] [IUgpsa/mL] [mL] [%] faktor faktor
Serum 61,8 52,8 67 100 1 1
HPO; ppt 10,9 42,2 80,4 95,9 4,53 0,8
Lyophilisat 0,58 69,5 16,3 32,7 139 1,23
QFF 0,13 66,7 3 5,7 601 1,26
Serum 51,6 36,8 165 100 1 1
HPO; ppt 22,5 28,4 198 92,6 1,8 0,8
Lyophilisat 1,32 485 3,7 29,6 518 13,2
DEAE 0,43 60,7 2,5 2,5 201 1,7
Serum 56 40 50 100 1 1
HPO; ppt 18,5 29,6 60 88,9 2,2 0,7
Lyophilisat 1,25 308 3.3 51,3 345 7,7
Mono Q 0,31 133 3,5 232 599 3,3

Es konnte gezeigt werden, dass unter Verwendung des MonoQ-Materials die hochste Stufen- als
auch Gesamtausbeute von 56 % bzw. 23 % an eCG erreicht werden konnte. Die Materialien Q FF
und DEAE zeigten eine Stufenausbeute von je 17 % mit einer auf das zuvor eingesetzte Serum
bezogenen Ausbeute von lediglich 5,7 % bzw. 2,5 %. Mit den starken Anionenaustauschern Q FF
und Mono Q konnte ein Aufreinigungsfaktor von 600 und eine Aufkonzentrierung des eCG um

den Faktor 1,3 bzw. 3,3 erreicht werden. Unter der Verwendung des schwachen
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Anionenaustauschers DEAE konnte lediglich ein Aufreinigungsfaktor von 200 und eine
Aufkonzentrierung des eCG um den Faktor 1,7 erzielt werden. Das erhaltene Ergebnis ldsst darauf
schlieen, dass die Verwendung des Mono Q Material fiir die Reinigung des Proteins eCG am

geeignetsten ist.

Im Rahmen der Durchfiihrung der in der Literatur beschriebenen Prozesse zur Reinigung von eCG
aus Serum konnte eCG mit einer spezifischen Aktivitdt von 462 IUgysa mg'1 (bestimmt nach der
Reinigung an Q FF) gewonnen werden. Das Verfahren ist aber schon aufgrund der bereits durch
die drei bendtigten Prézipitationsschritte erlittenen Verluste an Zielprotein (53 % + 7,8 %

Ausbeute, Tabelle 4.1) nicht wirtschaftlich.

In der Literatur werden fiir die Isolation von eCG aus Serum mittels Prézipitation und darauf
folgender mehrerer chromatographischer Reinigungsschritten spezifische Aktivitaten von 10000-
17700 1U;, vive mg'1 [Christakos & Bahl, 1979; Gospodarowicz & Papkoff, 1967] erreicht. Jedoch
konnten die dargelegten spezifischen Aktivitdten erst nach 2 bzw. 3 Chromatographieschritten an

IEX-Materialien (Vgl. Tabelle 4.19) erreicht werden.

Exemplarisch fiir das durchgefiihrte Sédulenscreening werden im Folgenden die erhaltenen
Resultate der Reinigung des Lyophilisates an Q FF aufgefiihrt. Abbildung 4.2 zeigt das
Elutionsdiagramm an Q FF des Proteins eCG. Aufgrund der vorgenommenen Filtration und dem
daraus resultierenden Stufenverlust von 15 %, vor der Injektion der Probe auf die Saule lag die

absolute Beladung der Séule bei 850 [Ugp sa.

Bei einer Retentionszeit von 3,24 min konnte ein kleiner Durchflusspeak von 2,4 mAU detektiert
werden. Im ersten Elutionspeak wurde mittels ELISA das Zielprotein eCG nachgewiesen werden.
Das Protein eCG wurde nach 13,7 min von der Sdule eluiert, was einer korrigierten Retentionszeit
von 7,65 min entspricht. Die Hohe des eCG-Elutionspeaks betrug 66,5 mAU. Ein weiterer kleiner
Elutionspeak wurde nach 24,2 min detektiert, was korrigiert einer Retentionszeit von 18,4 min

entspricht (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Elutionsdiagramm an Q FF des Proteins eCG bei einer absoluten Beladung von 850 IUgsa.
Linearer Gradient: 0,01-1 M NaCl iiber 20 Sdulenvolumen; Fluss: 0,8 mL min™". Aquilibrierungs- und
Probenaufnahmepuffer: 0,02 M Ammoniumacetat, pH 4,5; Elutionspuffer (Puffer B): 0,02 M
Ammoniumacetat, 1 M NaCl, pH 4,5. UV Detektion bei 280 nm
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Abbildung 4.3: Vergleich von UV-Signal und eCG-Aktivitit in IU pro mg Gesamtprotein der gesammelten
Fraktionen des eCG-Peaks nach Elution an Q FF. Die Daten fiir Zeit in min und UV-Signal in mAU sind

Mittelwerte der Messdaten der jeweiligen Fraktion
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Die Gegeniiberstellung des UV-Signals und der Reinheit des eCG in IU pro mg Gesamtprotein
(Abbildung 4.3) zeigt, dass das Protein eCG im abfallenden Elutionspeak konzentrierter vorliegt.
Eine Auftragung der Gesamtproteinkonzentration in mg mL™ gegen die Konzentration an eCG in
mg mL" (Abbildung 4.4) verdeutlicht, dass neben dem Zielprotein eCG eine mengenmifBig
deutlich iiberwiegende Anzahl weiterer Proteine bei den gewéhlten linearen Elutionsbedingungen

eluiert wurden.
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Abbildung 4.4: Vergleich der Gesamtproteinkonzentration in mg mL™" gegen die Konzentration an eCG in
mg mL" der gesammelten Fraktionen des eCG-Peaks nach Elution an Q FF. Die Daten fiir Zeit in min sind

Mittelwerte der Messdaten der jeweiligen Fraktion.

Das Zielprotein eCG wurde bei einer Retentionszeit von 13,7 min und einer
Natriumchloridkonzentration von 0,3 mol L™ (30 % Puffer B) von der Chromatographiesiule
eluiert (Abbildung 4.2). Eine Verdnderung der gewdhlten Elutionsbedingungen, beispielsweise die
Elution des Zielproteins unter Verwendung eines stufenweisen Gradienten, konnte zu einer
besseren Trennung des Elutionspeaks und somit zu einer héheren Reinheit in mg mL™" des
Zielproteins eCG fiihren. Die Elutionsbedingungen wurden im Rahmen dieser Dissertation jedoch
nicht weiter optimiert, da das Ziel nicht die Optimierung konventioneller Reinigungsprozesse zur
Gewinnung von eCG aus Serum, sondern die Entwicklung eines Prozesses zur Anwendung eCG-

selektiver magnetischer Mikrosorbentien war.
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4.2 Charakterisierung der magnetischen Anionenaustauschersorbentien

Die M-PVA Partikel die von dem Projekteilnehmer chemagen zur Verfiigung gestellt wurden
sowie die kommerziell erworbenen M-Polysaccharid Partikel der Firma Bio Toolomics (Durham,
UK) wurden beziiglich ihrer magnetischen Eigenschaften, ihrer Partikelgroenverteilung und ihrer
duBeren Gestalt untersucht. Diese Ergebnisse liefern Erkenntnisse iiber das Verhalten der beiden

Sorbentien bei der Hochgradienten-Magnetseparation.

4.2.1 Magnetisierung

Die ermittelte Magnetisierungskurve fiir die verwendeten M-PVA Grundpartikel mit DEAP-
Funktionalisierung ist in Abbildung 4.5 dargestellt. Der Literaturwert flir die
Sittigungsmagnetisieung von reinem Magnetit liegt bei 92 Am® kg’ [Svoboda, 1987], die
Sattigungsmagnetisierung der M-PVA Partikel (Tabelle 4.3) belegt einen Magnetitgehalt der M-
PVA Partikel von iiber 40 %.
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Abbildung 4.5: Typische Magnetisierungskurve fiir DEAP-Partikel

Eine Ubersicht {iber alle untersuchten Partikelsorten beziiglich der Séttigungsmagnetisierung Mg

und Remanenzmagnetisierung My, ist in Tabelle 4.3 dargestellt.
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Tabelle 4.3: Magnetisierungseigenschaften der verwendeten magnetischen Partikel

Partikeltyp Sattigungsmagnetisierung ~ Remanenzanteil
Ms [Am® kg My/Ms [%]

M-PVA (IEX-Ligand) 38,4 1,07

M-Polysaccharid (IEX-Ligand) 9,77 15,4

Die M-PVA Partikel weisen im Gegensatz zu den magnetischen Polysaccharid Partikeln einen
geringen Remanenzanteil von 1,07 % auf, was fiir die Wiedergewinnung der Partikel aus dem
Filter im Anschluss an das HGMS-Verfahren von Bedeutung ist. Die verwendeten M-
Polysaccharid Partikel zeigten einen wesentlich hoheren Remanenzanteil My/Ms von ca. 15 %.
Diese Sorbentien wurden aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften lediglich im LabormafBstab

eingesetzt.

4.2.2 Partikelgrofienverteilung

Die spezifische Bindekapazitdt im Hinblick auf das zu reinigende Protein pro Masseneinheit
Partikel hidngt zum einen von der Wahl eines geeigneten Liganden sowie den gewéhlten
Separationsbedingungen, wie z.B. dem pH-Wert, und zum anderen von der Partikelgrof3e ab. Um
eine moglichst grole Oberflache zu erhalten, sollten die unpordsen Partikel eine GréBe von nur
wenigen pm aufweisen. Zur Gewihrleistung einer moglichst reproduzierbaren Reinigung des

Zielproteins sollte die PartikelgroBenverteilung zudem moglichst monodispers sein.

Abbildung 4.6 zeigt die PartikelgroBenverteilung der im HGMF-Prozess verwendeten M-PVA
Partikel sowie der 1im LabormaBstab eingesetzten M-Polysaccharid Partikel. Die
Verteilungsfunktion wurde dabei auf das Volumen q3(x) bezogen. Die M-PV A Partikel besitzen
einen mittleren volumenbezogenen Durchmesser x3 von 4,5 um, die M-Polysaccharid Partikel

von 51,2 pm.
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Abbildung 4.6: PartikelgroBenverteilung der M-PVA Partikel (links) und M-Polysacchacharid Partikel
(rechts)

Die mittleren lingenbezogenen (x; ), oberflichenbezogenen (x,,) sowie volumenbezogenen (X3 )
Durchmesser der verwendeten Partikel sind in Tabelle 4.4 dargestellt. Die Definition der GroB3en

ist den Gleichungen 4.1, 4.2 und 4.3 zu entnehmen.

X109 = YdL Gleichung 4.1
© YdN
X = 2 Zﬂ Gleichung 4. 2
2,0 —
’ Y dN
Xog = xdv Gleichung 4. 3
Y dN

L bezeichnet die Partikellinge des Querschnittes, 7 das Partikelvolumen und N die Anzahl der

aufsummierten Partikel.

Tabelle 4.4: PartikelgroBe der verwendeten magnetischen Partikel

Partikeltyp Partikelgrofe x; o  PartikelgroBe x,o  PartikelgroBe x;
[nm] [nm] [nm]
M-PVA (IEX-Ligand) 0,92 1,51 4,49

M-Polysaccharid (IEX-Ligand) 28,6 424 51,2
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Bei einer auf das Volumen bezogenen Verteilungsfunktion werden groBere Partikel stérker
gewichtet, d. h. die entsprechende Verteilungskurve ist zu groBBeren Partikeln hin verschoben. Die
volumenbezogenen Durchmesser der Partikel sind wie erwartet groer wie die ermittelten
Querschnittsldngen. Besonders im Fall der M-Polysaccharid Partikel deutet dies auf eine weite

Partikelverteilung hin.

Die M-PVA Partikel besitzen mit 0,92 pm bzw. 4,49 um eine wesentlich geringere
langenbezogene Grofle, bzw. einen wesentlich geringeren volumenbezogenen Durchmesser, wie
die untersuchten M-Polysaccharid Partikel der Firma Bio Toolomics (Durham, UK). Das erhaltene
Resultat deutet darauf hin, dass die M-PVA Partikel des Projektpartners chemagen Biopolymer
AG (Baesweiler, Deutschland) aufgrund ihrer wesentlich geringeren GroBe und der daraus
resultierenden groferen spezifischen Oberfldche im Vergleich zu den M-Polysaccharid Partikeln

fiir den Reinigungsprozess von Proteinen im HGMF-Prozess besser geeignet sind.

4.2.3 Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Anhand der elektronenmikroskopischen Aufnahmen lésst sich ein Eindruck {iber die Form und die
GroBle der verwendeten Partikel gewinnen. Die Abbildungen 4.7 und 4.8 zeigen die Aufnahmen

der M-PVA bzw. M-Polysaccharid Partikel mit IEX-Ligand.
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Abbildung 4.7: Elektronenmikroskopische Aufnahme (ESEM) der M-PVA Partikel bei unterschiedlicher
VergroBerung
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Abbildung 4.8: Elektronenmikroskopische Aufnahme (ESEM) der M-Polysaccharid Partikel

Die M-PVA Partikel besitzen im Gegensatz zu den M-Polysaccharid Partikeln eine ideale
Kugelform, mit anndhernd gleichem Durchmesser. Des Weiteren weisen die M-Polysaccharid
Partikel keine glatte Oberfliache auf, was auf eine im Vergleich zu den M-PVA Partikeln hdhere
Fouling-Anfilligkeit hinweist, was zu einer geringeren Wiederverwendbarkeit der Partikel fithren

wiirde.

4.3 Ubertragung der konventionellen eCG-Reinigung auf magnetische

Sorbentien

Im Vorfeld der Versuche zur eCG-Reinigung mittels magnetischer Sorbentien wurde die unter
Kapitel 4.1 geschilderte Methode zur groben Reinigung von eCG nach Gospodarowicz & Papkoff
[1967] durch Sédure- und Losungsmittelfiallung im LabormaBstab unter Verwendung von 500 mL
Serum etabliert. Die Versuchsdurchfiihrung ist Kapitel 3.5.1.1 zu entnehmen. Fiir die
anschliefende Reinigung von eCG an der HGMF-Laboranlage (Kapitel 3.6) wurden insgesamt 10
L Ausgangsserum eingesetzt. Durch den Einsatz der HGMF-Laboranlage konnte eine Erh6hung
des Separationsvolumens von 22,5 mL LabormaBstab auf 400 mL erreicht werden. Eingesetzt
wurden 6 g L™ (22,5 mL Separationsvolumen) bzw. 5 g L' (400 mL Separationsvolumen) M-
PVA-DEAP Partikel. Fiir die Versuchsdurchfiihrung im Labormafstab wurde das erhaltene
Diafiltrat im Verhéltnis 1:1 geteilt, die ermittelte Standardabweichung bezieht sich auf den
anschliefend durchgefiihrten Doppelansatz.

Die in Tabelle 4.5 angegebenen Massenbilanzen fiir Gesamtprotein und eCG beziehen sich jeweils
auf das eingesetzte Ultra-/Diafiltrat (UF/DF). Die unterschiedlichen Elutionsvolumina im HGMF-

Prozess resultierten aus Varianzen im Zuleitungssystem des Elutionspuffers.
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Die Versuche im 22,5 mL Labormafstab und 400 mL SorptionsmafBistab im HGMF-Prozess
zeigten, dass die Reinigung von eCG aus Serum mit Hilfe magnetischer Sorbentien durchfiihrbar
ist. Mit einer Ausbeute von 38,2 bzw. 40,4 % des urspriinglich in Serum vorhandenen eCG, liegen
die erzielten Ausbeuten bei der Verwendung magnetischer Sorbentien deutlich héher, wie bei dem
Einsatz chromatographischer Verfahren (Kapitel 4.1.1). Im Labormallstab konnte im Gegensatz
zum HGMF-Prozess ein wesentlich hoherer Aufreinigungsfaktor erreicht werden. Der
vergleichsweise hohe Proteingehalt im Eluat des HGMF-Prozesses deutet darauf hin, dass die
Waschschritte aufgrund des Totvolumens der HGMF-Pilotanlage nicht ausreichend waren, um

ungebundene Fremdproteine aus dem System komplett zu eliminieren.

Tabelle 4.5: Zusammenfassung der Daten der Reinigung von eCG aus grob vorgereinigtem Serum nach

Gospodarowicz & Papkoff [1967] mit anschlieBender Reinigung an magnetischen Sorbentien

Schritt Protein eCG Volumen Ausbeute Aufreinigungs- Konzentrierungs-
[mg/mL]  [IUgp;sa/mL] [mL] [%] faktor faktor

Serum 56,9 48,6 250 100 1 1

HPO; ppt 9,08 40 295 97 52 0,82

UF/DF 0,36 249 22,5 46 809 5,1

Sorptions-

iberstand 0,29+0,05 19,1+9,8 22,5

Eluat (22,5 mL) 0,06+0,02 310+14,3 15 38,2+1,8 6250+1749 6,4+0,29

Massenbilanz [%]  99,1+0,08 99,1+0,16

Serum 55,8 15,3 10000 100 1 1
HPO; ppt 21,4 11,1 11430 82,9 0,74 0,72
UF/DF 0,68 170 400 44,4 357 40,3
Durchfluss 0,11 7,09 417 1,93

Eluat I (400 mL) 0,33 7,8 160 0,8 33,8 0,51
Eluat II (400 mL) 0,31 211 150 20,7 975 13,8
Eluat III (400 mL) 0,23 120 240 18,9 748 7,9
Massenbilanz [%] 73,8 95,5

Die im Anschluss an den HGMF-Prozess vorliegenden Eluate wiesen nach einer Diafiltration mit
anschlieBender Lyophilisierung eine spezifische Aktivitdt von 540 [Ugy s mg'1 auf. Im Fall des
aufgezeigten Versuches im 22,5 mL Sorptionsmallstab wurde die spezifische Aktivitdt nicht
bestimmt. In Vorversuchen mit einem Sorptionsmaf3stab von 35 mL (Daten nicht gezeigt) konnte

eine spezifische Aktivitit von 362 IUgpisa mg'1 bzw. 509 IUgrot mg'1 ermittelt werden. Die
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Durchfiihrung des Rattenovartests (ROT) bestdtigte die biologische Aktivitit des durch
magnetische Sorbentien isolierten eCG in vivo. Einen Riickgang der biologischen Aktivitét hétte
z.B. die Abnahme der nicht kovalenten Bindungen der beiden Untereinheiten bewirkt. Liegen die
beiden Untereinheiten des Proteins getrennt voneinander vor, so kann keine biologische Aktivitit
des Proteins nachgewiesen werden [Farmer & Papkoff, 1979]. Des Weiteren kann der niedrige
pH-Wert der durchgefiihrten meta-Phosphorsdure Féllung eine Abspaltung der Silinsdurereste
bewirken, da eine Langzeitstabilitidt des eCG nur zwischen pH 4-8 gewihrleistet ist [Gonzales et
al., 1998]. Die Entfernung der endstédndigen Sialinsdurereste des Proteins bewirkt eine Verkiirzung
der Plasma-Halbwertszeit und so dessen Wirkstdrke in vivo. Die Reduktion der Plasma-
Halbwertszeit beruht auf der vermehrten Bindung des Proteins nach Abspaltung der
Sialinsdurereste an das Mannose-bindende Lektin und der dadurch resultierenden Ausscheidung

[Ryan et al., 1988]. Eine Detektion des Proteins in vitro ist jedoch weiterhin moglich.

Die systematische Prozessentwicklung zur Realisierung eines wirtschaftlichen Prozesses zur
Reinigung von eCG mit magnetischen IEX-Sorbentien, insbesondere der Minimierung der

Verluste an Zielprotein in den durchgefiihrten Reinigungsschritten, wird im Folgenden vorgestellt.

4.4 Optimierung der Reinigung von eCG im Labormafistab

Das fiir die Isolation von eCG bendétigte Ausgangsmedium Pferdeserum ist aufgrund der hohen
Leitfihigkeit von 10-13 mS cm™ und der hohen Proteinkonzentration von 50-60 mg ml™ nicht fiir
die direkte Reinigung an IEX-Materialien geeignet. Der Einsatz von IEX-Sorbentien erfordert
daher, wie u. a. aus den vorhergehenden Kapiteln ersichtlich, eine mehrstufige Vorreinigung des
Ausgangsserums, mit dem Ziel einer Reduktion der Leitfahigkeit bis in einen Bereich von 1 mS
cm™ und der Gesamtproteinkonzentration unter 1 mg mL™. Eine entsprechende Reduktion ist nach
dem klassischen Vorreinigungsschema moglich, fiihrt jedoch zu hohen Produktverlusten.
Ausgangspunkt der im Folgenden beschriebenen Optimierungsversuche war daher der Wunsch
nach einer Reduktion der Anzahl der notwendigen Vorreinigungsschritte verbunden mit einer

Verringerung des Produktverlustes und der Prozesskosten.

4.4.1 Grobe Vorreinigung des Serums zur Isolation von eCG

Das Zielprotein eCG besitzt mit einem pl-Wert von 1,8 [Gonzélez et al., 1998] einen im
Gegensatz zu vielen anderen im Serum vorliegenden Proteinen sehr niedrigen isoelektrischen
Punkt. Die meisten andere Serumproteinen wie equines FSH (pl: 4,6) [Sherwood et al., 1970],

equines Serumalbumin (pl: 4,65-4,9) [Monkos, 2005], oder equines Immunoglobulin G (pl: 7)
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[Wang et al., 2008] weisen einen hoheren isoelektrischen Punkt auf. Als effizienteste Methode zur
groben Vorreinigung des Serums stellte sich daher eine Séureféillung (pH 3) mit 0,5 M meta-
Phosphorsédure heraus, die zu einer Abtrennung von 70-80 % der in Serum vorhandener
Fremdproteine, bei einem Verlust von 10-15 % des Zielproteins, fiihrte (Vgl. Tabelle 4.1). Eine
direkte Isolation des eCG nach der Sdurefillung mit anschlieBender Ultra-/Diafiltration war
aufgrund des nach wie vor zu hohen Proteingehaltes von 15 + 4,8 mg mL™" (Tabelle 4.1) und der
daraus resultierenden konkurrierenden Adsorption weiterer Serumproteine mit magnetischen
Anionenaustauschersorbentien nicht moglich (Abbildung 4.9). Die Separationsversuche wurden

im 1 mL LabormalBstab durchgefiihrt.
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Abbildung 4.9: Separation von eCG aus Serum mit vorheriger meta-Phosphorsaurefallung und

Ultra/Diafiltration

Von den im Separationsversuch eingesetzten 56 IU eCG konnten mit den verwendeten
magnetischen Polysaccharid-Partikeln 79 % sorbiert und 44 % wieder eluiert werden. Die M-PVA
Partikel erreichten eine Ausbeute beziiglich des Bindungsschrittes an eCG von 18 %. Das
gebundene eCG konnte zu 50 % wieder eluiert werden.

Der Gesamtproteingehalt betrug im Fall der M-Polysaccharid Partikel vor der Separation 12,5 mg
mL", nach der Separation 9 mg mL" und 6,1 mg mL™" im Eluat, bzw. 7 mg mL", 4,7 mg mL"' und
0,2 mg mL" im Fall der verwendeten M-PVA Partikel. Die Reinheit des eCG in IU mg” in den

einzelnen Reinigungsschritten ist in Abbildung 4.10 dargestellt.
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Abbildung 4.10: Reinheit des eCG in IU pro mg Gesamtprotein in den einzelnen Separationsschritten nach

vorheriger meta-Phosphorséureféllung und Ultra/Diafiltration

Durch die Verwendung der M-Polysaccharid Partikel konnte im Vergleich zu den M-PVA
Partikeln eine hohere Ausbeute an eCG erzielt werden (Abbildung 4.9). Die M-Polysaccharid
Partikel wiesen jedoch eine wesentlich geringere Spezifitit gegeniiber dem Zielprotein eCG auf
(Abbildung 4.10). In den in den folgenden Kapiteln angefiihrten Versuchsreihen kamen aufgrund
threr hohen Spezifitit gegeniiber eCG ausschlieBlich die im Rahmen des Verbundprojektes
funktionalisierten M-PVA Partikel (Kapitel 3.2.1) zum Einsatz.

Die erzielten Ergebnisse weisen darauf hin, dass fiir eine erfolgreiche Anwendung magnetischer
IEX-Sorbentien zur Reinigung von eCG noch mindestens eine weitere Fillung bendtigt wird. Die
Konsequenz eines mehrstufigen Reinigungsprozesses ist neben einem erhohten Kostenfaktor
durch die bendtigten Betriebs- und Investitionskosten, ein Produktverlust des zu reinigenden
Proteins in jedem durchgefiihrten Verfahrensschritt (Vgl. Abbildung 2.1). Die Entwicklung eines
wirtschaftlichen Gesamtprozesses setzt daher eine Kostenoptimierung sowie eine Minimierung

des Produktverlustes in den vorgelagerten Prozessschritten voraus.

4.4.2 Optimierung der vorgelagerten Prozessschritte

Aus den Ergebnissen des vorhergehenden Abschnittes wird deutlich, dass vor dem Einsatz
magnetischer Anionenaustauschersorbentien zur Reinigung von eCG aus Serum mindestens zwei

Prizipitationsschritte zur Verringerung der Fremdproteinkonzentration bendtigt werden.
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In der Literatur finden sich mit der Ethanol [Gospodarowicz & Papkoff, 1997, Aggarwal et al.,
1980] und Aceton-Fillung [Cartland & Nelson, 1937] zwei gingige Losungsmittelfdllungen zur
Reinigung von eCG aus Serum, wihrend beispielweise die Prézipitation mit Ammoniumsulfat

haufig zur Isolation von Immunoglobulinen aus Plasma eingesetzt wird [Habeed & Francis, 1976].

Fiir den anschlieBenden Prézipitationsschritt nach der meta-Phosphorsdure Féllung wurde eine
Féllung mit Ethanol (50 % v/v), was dem bisherigen Stand der Technik der konventionellen
groben Reinigung von eCG entspricht, gewihlt [Gospodarowicz & Papkoff, 1997, Aggarwal et
al., 1980]. Das Zielprotein eCG prizipitiert erst ab einer Volumenkonzentration von 60 %
Ethanol, wihrend die meisten anderen Serumproteine bei einer geringeren Konzentration des

Losungsmittels prézipitieren [Cartland & Nelson, 1937].

Mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung (engl. Design of experiments, DoE) wurden die
einzelnen vorgelagerten Prozessschritte, wie die Prizipitation mit meta-Phosphorsdure, die
Féllung mit 50 Volumenprozent Ethanol sowie eine optionale Féllung mit 75 Volumenprozent
Ethanol, optimiert. Das DoE wurde dabei in zwei Abschnitten durchgefiihrt, wobei sdamtliche
Versuchsansitze des ersten Abschnittes im zweiten Abschnitt weiter behandelt wurden. Im ersten
Abschnitt wurde der Einfluss der pH-Einstellung durch die Zugabe von meta-Phosphorsdure bei
unterschiedlicher Aufkonzentrierung des Serums und unterschiedlicher Ausgangsleitfahigkeit
untersucht. Im zweiten Versuchsteil wurden die aus dem ersten DoE-Versuch resultierenden
Proben zwei weiteren Losungsmittel-Fallungen (50 und 75 % Ethanol v/v) unterzogen. Hierbei
sollte analysiert werden, wie sich die zuvor ausgewéhlten Parameter auf die weitere, flir die
Reinigung des Zielproteins eCG an magnetischer AIX-Sorbentien, benétigte Vorreinigung
auswirken. Die Nomenklatur der drei gewdéhlten EinflussgroBen: (i) pH-Werteinstellung mit meta-
Phosphorséure, (i1) Konzentrationsfaktor in der Ultra-/Diafiltration und (iii) Grad der Entsalzung
in der Ultra-/Diafiltration sind Kapitel 3.5.2 zu entnehmen. Relevant fiir die Auswertung war die
Reinheit des grob vorgereinigten eCG bestimmt in IU pro mg Gesamtprotein. Der fiir die
Versuchsdurchfiihrung erstellte Versuchsplan sowie die ermittelten 17 Einzelergebnisse fiir das
Verhiltnis von eCG zu Gesamtprotein (IU mg™), eCG (IU mL™") und Gesamtprotein (mg mL™")

sind im Anhang unter 7.2 aufgelistet.

Abbildung 4. 11 zeigt das Ergebnis der statistischen Auswertung der Optimierung der meta-

Phosphorsédure Fillung im sogenannte ,,response contour plot.
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Abbildung 4. 11: Response contour plot. Die Farbe rot markiert in diesem Modell die hochste Reinheit an
eCG (ermittelt in eCG pro mg Gesamtprotein). Blaue Bereiche stehen hingegen fiir Versuchsparameter, die

in Ultra~/Diafiltraten geringerer Reinheit resultieren [Miiller, 2010]

Abbildung 4. 11 verdeutlicht, dass das hochste Verhiltnis von eCG zu Gesamtprotein in IU pro
mg (eCG/GP) bei einer geringen Leitfahigkeit zu erwarten ist, das heit, wenn die Leitfahigkeit
LF durch Diafiltration auf ein Zehntel des Anfangswertes LF, reduziert wurde. Gleichzeitig soll
durch Ultrafiltration ein hoher Konzentrationsfaktor eingestellt werden (CF > 0,6). Der pH des

Serums sollte durch meta-Phosphorsédure auf einen Wert von 3 eingestellt werden.

Der Einzelversuch N7 (Anhang, Abbildung 7.1), lieferte mit 2,38 IUgpsa mg'1 die hochste
Reinheit. Dies bestitigt dass ein hoher Konzentrationsfaktor sowie eine geringe Leitfahigkeit
erforderlich sind, um das Zielprotein eCG in moglichst reiner Form zu gewinnen.
Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die untersuchten Parameter Konzentrationsfaktor (CF)
und Leitfahigkeit (LFo/LF), im Gegensatz zu dem eingestellten pH-Wert nach der meta-
Phosphorsdure Féllung, einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die Reinheit des eCG in IU
mg' Gesamtprotein besitzen. Der Konzentrationsfaktor verlduft im ,,response contour plots®
nahezu parallel zur y-Achse, was auf einen geringen Einfluss in diesem Bereich auf die Reinheit
des eCG hinweist. Zudem konnte Versuch N3 (Anhang, Abbildung 7.1), bei dem eine hohe
Leitfahigkeit eingestellt wurde, mit 2,03 [Ugp s mg'1 die zweithochste Reinheit an eCG detektiert

werden.
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Im Folgenden Versuch der statistischen Versuchsauswertung, wurden die resultierenden Proben
des ersten DoE-Versuches zur weiteren Reinigung von eCG zwei Ethanol-Féllungen unterzogen.
Die erste Prézipitation erfolgte iiber einen Zeitraum von 2 h durch die Zugabe von 50 % v/v

Ethanol. Im Anschluss erfolgte die zweite Ethanol-Féllung mit 75 % v/v Ethanol {iber 20 h.

Abbildung 4. 12 zeigt das Ergebnis der statistischen Auswertung der Optimierung der
Versuchsbedingungen der im Reinigungsprozess angewandten meta-Phosphorsdure Fillung mit

anschlieBender mehrfacher Ethanol-Fillung im sogenannte ,,response contour plot*.
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Abbildung 4. 12: Response contour plot. Die Farbe rot markiert in diesem Modell die hochste Reinheit an
eCG (ermittelt in eCG pro mg Gesamtprotein). Blaue Bereiche stehen hingegen fiir Versuchsparameter, die

in Ultra-/Diafiltraten geringerer Reinheit resultieren [Miiller, 2010]

Der aufgefiihrte ,,response contour plot* (Abbildung 4. 12) verdeutlicht, dass eine hohe Reinheit
an eCG durch einen niedrigen pH-Wert in Folge der meta-Phosphorsdurefiallung, einem hohen
Konzentrationsfaktor (CF) und einer hohen Leitfdhigkeit (LF¢/LF) erzielt werden konnte. Bei
niedrigen pH-Werten (nahe pH 3) hingegen kann der Einfluss des Konzentrationsfaktors aufgrund
der Parallelitdt zur y-Achse vernachldssigt werden konnte.

Die hochste Reinheit an eCG von 237-388 IU mg™' konnte in den durchgefiihrten Teilversuchen
N1-N4 detektiert werden (Anhang, Abbildung 7.2), bei denen keine Diafiltration der
Proteinlosung durchgefiihrt (LFo/LF = -1) wurde.
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Eine Gegeniiberstellung der Abbildungen 4.11 und 4.12 zeigt, dass in beiden Versuchsansétzen
ein kleiner pH-Wert eine hohe Reinheit des Zielproteins eCG lieferte. Das Optimum ist jedoch im
Gegensatz zu dem Versuchsansatz ohne anschlieBende Ethanol-Fillung (Abbildung 4. 11) bei
vorgenommener Ethanol-Féllung (Abbildung 4. 12) bei einer hoheren Leitfdhigkeit zu finden.

Antichaotrope Salze, wie z.B. Ammoniumsulfat, konnen zum Féllen von gelosten Proteinen
eingesetzt werden, wobei das Prinzip der Fillung auf einer Stérung der Hydrathiille der Proteine
beruht. Chaotrope Salze hingegen verhindern die Aggregation von Proteinen und halten sie so in
Losung. Die Analyse der erhaltenen Einzelergebnisse (Anhang, Abbildung 7.2) zeigt, dass ein
niedriger Reinheitsgrad des eCG in IU mg" insbesondere auf das Vorhandensein eines hohen
Fremdproteingehaltes im  Anschluss an die durchgefiihrten Ethanol-Prézipitationen
zuriickzufiihren ist. Der giinstige Einfluss einer unverdndert hohen Leitfdhigkeit auf den eCG-
Reinheitsgrad nach den Fillungsschritten, konnte somit durch das Vorhandensein grof3erer
Konzentrationen antichaotroper Ionen im Anschluss an die Siurefillung begriindet sein. Der
Séurefdllungsschritt zu Beginn erfolgt unter der Verwendung von meta-Phosphorsdure. Bei
Phosphat (PO37) handelt es sich um ein antichaotropes Ion und besitzt somit einen

unterstiitzenden Effekt auf die Fillung der Fremdproteine.

Abbildung 4. 12 gibt weiterhin Auskiinfte ob weitere Versuche in Richtung der hochsten Reinheit
an eCG realisierbar sind. Es konnte gezeigt werden, dass die hochsten Reinheit an eCG in
Richtung kleinerer pH-Werte liegen. Folglich kénnte durch eine pH-Einstellung auf einen Wert
kleiner 3 mit meta-Phosphorsdure ein noch reineres Produkt erhalten werden. Eine weitere
Anndherung an den isoelektrischen Punkt des Proteins von 1,8 [Moore & Ward, 1980], wiirde

jedoch auch zu einer Prézipitation des Zielproteins fiihren.

4.4.3 Vereinfachte Reinigung von eCG im Labormafstab

Die Versuchsdurchfiihrung im Labormafstab (Tabelle 4.6) zeigte, dass die Féllung mit meta-
Phosphorsédure und einer Ethanol-Fillung (50 % v/v) mit anschlieBender Ultra-/Diafiltration eine
weitgehende Reinigung von eCG mit Hilfe magnetischer Anionenaustauschersorbentien
ermdglicht. Eine weitere Reduktion der Volumenkonzentration an Ethanol im Rahmen der
durchgefiihrten Prézipitation konnte aufgrund des mit der Verringerung der Konzentration an
Ethanol (% v/v) korrespondieren steigenden Konzentration an Gesamtprotein nicht realisiert
werden (Tabelle 4.7). Bei den in Tabelle 4.6 dargestellten Daten handelt es sich um einen

Dreifachansatz unter der Verwendung von jeweils 5 g L™ Partikel.
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Tabelle 4.6: Zusammenfassung der Daten der vereinfachten Reinigung von eCG aus grob gereinigtem

Serum
Schritt Protein eCG Volumen Ausbeute Aufreinigungs- Konzentrierungs-
[mg/mL] [TUgpsa/mL] [mL] [%] faktor faktor
Serum 66+6,1 49+8.6 378 100 1 1
HPO; ppt 8,54£2,1 41£14 441 90+9,7 6,4 0,8+0,2
UF/DF 0,8+0,5 184+14 77 71+9,6 310+£200 3,7+0,8
Sorptions-
0,33+0,02 8+5,4 77
iiberstand
Eluat I 0,6+0,08 774+46 15 58+9,2 1738+138 16£0,9
Eluat I 0,17+0,01 120+11 15 9+0,84 924449 2,5+0,23
Massen-
99,4+0,04 99+0,16
bilanz [%]

Es konnten Ausbeuten beziiglich des im Serum vorhandenen eCG von durchschnittlich 67 %
erreicht werden, ein mittlerer Aufreinigungsfaktor von 1738 sowie eine mittlere

Aufkonzentrierung des Zielproteins eCG um den Faktor 16 wurde im zweiten Eluat erzielt.

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitidt wurden die Eluate bis zu einer Leitfdhigkeit von ca. 1
mS cm™ diafiltriert und lyophilisiert, aus dem resultierenden Trockengewicht wurden spezifische
Aktivititen von 1735 IUgpsa mg'1 bis 2166 IUgrisa mg'1 ermittelt. Eine Bestimmung der

biologischen Aktivitét in vivo der erhaltenen Eluate wurde nicht durchgefiihrt.

Abbildung 4.13 zeigt exemplarisch die gelelektrophoretische Trennung von Proben der einzelnen
Isolationsschritte der vereinfachten Vorreinigung von eCG aus Serum. Das Resultat der
Gelelektrophorese des grob vorgereinigten eCG nach klassischer Reinigung [Gospodarowicz &
Papkoff, 1997] ist Abbildung 4.1 zu entnehmen. Die Fraktion der Ethanol-Féllung wurde nicht im
SDS-eingesetzt, da nachgewiesen werden konnte, dass Ethanol eine Schwichung der

Bandenintensitidt im SDS-Page hervorruft (Anhang, Abbildung 7.3).
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Abbildung 4.13: SDS-Gelelektrophorese der vereinfachten Reinigung von eCG. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte iiber ein 12 %-iges SDS-PAGE mit 5 %-igem Sammelgel, mit anschliefender Coomassie-
Férbung. Auftragung von je 10 pg Gesamtprotein. M: Marker (Firma Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland); 1: Serum; 2: Uberstand nach meta-Phosphorsiure Priizipitation; 3: Ultra-
/Diafiltrat

Fraktion 3 (Abbildung 4.13) zeigt mehrere Proteine mit einem Molekulargewicht von 50-45 kDa.
Die durchschnittliche spezifische Aktivitdt von eCG im Ultra-/Diafiltrat betrugt 217 IUgy s mg’l.
Die Intensitdt und der damit korrelierende Proteingehalt der jeweiligen Proteinbande ldsst darauf
schlieBen, dass es sich bei den detektierten Banden nicht ausschlieBlich um die B-Untereinheit des
Zielproteins eCG handeln kann, sondern dass die starke Bande bei 45 kDa auch Fremdproteine
beinhaltet. Mittels Massenspektrometrie und anschlieBendem Datenbankabgleich konnte das im
Ultra-/Diafiltrat dominierende Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 45 kDa als saures-

alpha-1-Glykoprotein identifiziert werden (Kapitel 4.11).

Versuche zur Optimierung der durchgefiihrten Ethanol-Féllung der vereinfachten Vorreinigung
von eCG aus Serum wurden unter dem Einsatz unterschiedlicher Volumenprozente an Ethanol
durchgefiihrt (Tabelle 4.7). Die weitere Reinigung erfolgte unter der Verwendung von 5 g L™
Partikeln.
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Tabelle 4.7: Einfluss der eingesetzten Volumenprozente an Ethanol bei vorgenommener Préizipitation auf
die Ausbeute an eCG in % beziiglich des eingesetzten Serums. Die Fillung wurde mit 50 % v/v (1), 40 %
v/v (2) und 30 % v/v (3) Ethanol durchgefiihrt

Schritt Protein eCG Volumen  Ausbeute Aufreinigungs- Konzentrierungs-
[mg/mL] [TUgp1sa/mL] [mL] [%] faktor faktor

Serum 56,8 448 500 100 1 1
HPO; ppt 17 32,3 575 82,8 2,4 0,7
UF/DF (1) 0,4 129 120 68,8 407 2,9
Sorptions-

0,33 6,3 120 3,38
iiberstand
Eluat I (1) 0,21 440 25 49 2652 9,8
Eluat IT (1) 0,09 52,6 15 3,5 740 1,2
Massen-

96,3 81,4
bilanz [%]
UF/DF (2) 0,8 137 120 73,5 217 3,1
Sorptions-

0,75 7,9 120 4,23
iiberstand
Eluat I (2) 0,25 445 25 49,7 2255 9,9
Eluat IT (2) 0,05 20,9 15 1,4 529 0,5
Massen-

101 75,2
bilanz [%]
UF/DF (3) 3,6 115 120 61,7 40,5 2,6
Sorptions-

3,3 90,2 120 48,3
iiberstand
Eluat I (3) - 73,2 25 8,2 - -
Eluat II (3) - - 15 0 - -
Massen-

91,7 91,5

bilanz [%]

Bezogen auf das eingesetzte Serum konnten beim Einsatz von 50 und 40 Volumenprozent Ethanol
eine Ausbeute von 49 % bzw. 49,7 % erreicht werden. Die Verringerung der Konzentration an
Ethanol auf 40 % v/v mit anschlieBender Ultra-/Diafiltration fiihrte jedoch mit 172 TU mg" im
Vergleich zu 321 TU mg™” (50 % v/v Ethanol) zu einem Produkt mit geringerer Reinheit. Bei der
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Féllung mit 30 % Ethanol (v/v) konnte nach der abschlieBenden Sorption an M-PVA-DEAP
Partikel lediglich eine Ausbeute von 8 % bestimmt werden. Eine Fillung mit verringerter Ethanol-
Konzentration fiihrte somit zu einem Anstieg der Gesamtproteinkonzentration in der Vorlage des

Sorptionsschrittes und damit zu einem Riickgang der eCG-Sorptionseffizienz.

4.4.4 Optimierung der Wasch- und Elutionsbedingungen

Die positive Ladung des verwendeten Anionenaustauschers mit DEAP-Funktionalisierung beruht
auf der Protonierung des tertidren Amins zu einer quartiren Ammoniumverbindung im sauren
Milieu (Abbildung 3.1). Als Puffersystem zur Aquilibrierung und zum Waschen der Partikel
wurde deshalb ein Essigsdure/Acetat-Puffer (0,01 M Natriumacetat pH 4,5) gewihlt.

Tabelle 4.8 zeigt das Ergebnis der Isolation des eCG aus grob vorgereinigtem Serum mit
anschlieender Ultra-/Diafiltration (UF/DF) unter der Verwendung der M-PVA Partikel mit
DEAP-Funktionalisierung. Der Versuch wurde im 1 mL MaBstab unter dem Einsatz von 5 g L™
Partikeln durchgefiihrt.

Tabelle 4.8: Einfluss des Waschpuffers auf die einzelnen Schritte der Reinigung von e¢CG unter
Verwendung der M-PV A Partikel

Parameter eCG [IU] Protein [mg] eCG Gehalt [%]
UF/DF 186 0,37 100
Sorptions-

iib?r)stand Y 0.2 20
Wasch 1 nn nn -
Wasch 2 nn nn -

Wasch 3 nn nn -

nn: nicht nachweisbar

Durch die Verwendung des Natriumacetat-Puffers konnte mit 97,4 % eine fast vollstindige
Separation des eCG aus dem vorgelegten Feedstock erreicht werden. Die folgenden drei
Waschschritte zur Elimination ungebundener Fremdproteine fiihrten zu keiner Desorption des

gebundenen Zielproteins eCG.
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Die Optimierung der Elutionsbedingungen erfolgte unter dem FEinsatz eines 0,01 M
Phosphatpuffers (pH 8) mit unterschiedlicher Konzentration an Natriumchlorid im 1 mL MaBstab
(Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14: Optimierung der Desorption von eCG unter Verwendung von 0,01 M Phosphatpuffer (pH

8) und Variation der NaCl-Konzentration Partikelkonzentration 5 g L™

Ungeachtet der Variation der Natriumchlorid-Konzentration des Elutionspuffers wurde aus den
Ergebnissen der ELISA-Messwerte eine maximale eluierbare Menge an eCG von lediglich ca. 75
% ermittelt (Abbildung 4.14). Im zweiten Elutionsschritt konnten lediglich 0-9 % des noch
gebundenen eCG desorbiert werden (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren zeigte sich eine
scheinbare Reduktion der Elutionsstirke des Phosphatpuffers mit zunehmender Konzentration an
Natriumchlorid. In folgenden Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass die Ionenstirke des
Elutionspuffers die Resultate des ELISA beeintrdchtigt. Der Storeffekt der in der Probe
vorliegenden Komponenten wird als Matrixeffekt bezeichnet. Es ist bekannt, dass verschiedene
Anionen und Kationen, Tenside, Proteine, Lipide, LOsungsmittel und andere organische

Verbindungen Immunoassays, beeinflussen konnen [Hintemann, 2006].

Die Reduktion dieser Matrixeffekte kann beispielweise iiber eine moglichst hohe Verdiinnung der
Probe und damit auch der Matrix erfolgen [Deng et al., 2003]. Die resultierende Verringerung der
Probenmenge erfordert eine ausreichende Sensitivitit des ELISA-Assay, so dass die
Nachweisgrenze fiir den Analyten nicht unterschritten wird. Im Fall des nachzuweisenden Proteins

eCG konnte allein durch eine entsprechende Verdiinnung der Probe mit Probenpuffer keine
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Reduktion der Matrixeffekte erzielt werden. Erst eine Diafiltration der Proben fiihrte zur
Eliminierung der unerwiinschten Matrixeffekte. Aufgrund des geringen Probenvolumens des
Eluates der Optimierungsversuche von 500 pl wurde in diesen Féllen jedoch auf eine
nachfolgende Diafiltration verzichtet. Bei groferen Elutionsvolumina im Labormafstab (ab 15
mL) und nach der Reinigung des eCG im HGMF-Prozess erfolgte jedoch ein Ultra-
/Diafiltrationsschritt zur Reduktion der Matrixeffekte im ELISA-Assay.

Die Verwendung eines 0,01 M Phosphatpuffers (pH 8) mit einer Natriumchloridkonzentration von
0,3 mol L™ fiihrte in Desorptionsversuchen im gréBeren Mafstab, mit anschlieBender Diafiltration
der Probe, zu einer gemessenen Elutionseffizienz von 89-96 % des Zielproteins eCG (Kapitel 4.6).
Es ist daher davon auszugehen, dass die wahre Elutionseffizienz der Desorptionsversuche im 500
uL MaBstab ebenfalls in diesem Bereich lag, und dass die eCG-Gehalte der Eluate um 20-30 % zu
gering gemessen wurden. Da dies jedoch in einer Versuchsreihe zu gleichem Mafle alle Proben
betrifft, bleiben die Aussagen der Optimierungsversuche auch in Anbetracht dieser Tatsache
giiltig. Die Elution des Zielproteins eCG bei einer Natriumchloridkonzentration von 0,3 mol L™
zeigte  sich  auch  bei  Versuchen  der  klassischen =~ Chromatographie = an

Anionenaustauschermaterialien (Abbildung 4.2).

Des Weiteren konnte mit steigender Ionenstirke neben dem Riickgang der eCG-Konzentration im
FEluat ebenfalls ein Riickgang der Gesamtproteinkonzentration detektiert werden. Der im
Vergleich stirkere Riickgang der Gesamtproteinkonzentration fiihrt sogar zu einer Steigerung des
Aufreinigungsfaktors. Eine mogliche Erklarung fiir den Riickgang der Proteinkonzentration im
Eluat ist eine hydrophobe Interaktion von Teilen des Gesamtproteins mit der M-PVA Matrix. Die
Verwendung eines Puffers mit hoher Salzkonzentration fordert die Adsorption der Proteine auf der

hydrophoben Matrix.

4.4.5 Optimierung der Partikelkonzentration

Ziel des Versuches war die Bestimmung der optimalen Partikelkonzentration, bei der eine
vollstindige Sorption des sich in vorgereinigtem Serum befindlichen eCG erreicht werden kann.
Bei einer eingesetzten Partikelkonzentration von 2,5-6 g L™ (Abbildung 4.15) konnte nahezu das

gesamte eCG gebunden werden.
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Abbildung 4.15: Einfluss der Konzentration DEAP-funktionalisierter M-PV A Partikel auf die Isolation von
eCG

Die Filterkapazitdt ist bestimmend fiir die Produktivitit bzw. Rentabilitdt des HGMF-Prozesses.
Durch den Einsatz von beispielsweise 3 g L' Sorbentien im technischen MaBstab wire die
Filterkapazitit nicht so schnell erschopft wie bei einem Einsatz von 5 g L™, entsprechend konnte
mit einem Separationszyklus mehr Serum gereinigt werden. Dennoch wurde in weiteren
Versuchen im Labormal3stab sowie in den Versuchen zum scale-up eine Partikelkonzentration von
4-45 ¢ L' eingesetzt. Den Grund hierfiir liefert der schwankende eCG-Gehalt des verwendeten
Serums, was auf das Stadium der Trichtigkeit des jeweiligen Spendertieres zuriickzufiihren ist.
Die Verwendung von z.B. 4,5 g L™ (siche z.B. Kapitel 4.5.3) garantiert eine nahezu vollstindige

Sorption des eCG auch fiir hochwertige Serumfraktionen.

4.4.6 Sorptionsisotherme von eCG an M-PVA-DEAP Partikeln

Abbildung 4.16 zeigt die Adsorptionsisotherme von eCG unter der Verwendung von M-PVA
Partikeln mit DEAP-Funktionalisierung. Ausgehend von mittels des vereinfachten Vorgehens
vorgereinigtem Serum konnte eine maximale Beladung (q*) von 3,2 mg g erreicht werden, bei

einem Kp-Wert von 0,0012 mg mL™.
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Abbildung 4.16: Adsorptionsisotherme fiir eCG unter der Verwendung von M-PVA Partikeln mit DEAP-
Funktionalisierung. Die Anpassung erfolgte nach Langmuir, die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe

der Software Sigma Plot 11.0

In Versuchen im MillilitermafBstab konnten unter der Verwendung von eCG-haltigen Proben mit
einem hoheren Reinheitsgrad, z.B. nach konventioneller Vorreinigung des Serums (Kapitel
3.5.1.1) wesentlich héhere Beladungen, von bis zu 38 mg g, erreicht werden. Im Vergleich dazu
liefert die durchgefiihrte vereinfachte Vorreinigung von eCG ein Produkt mit einem grofleren
Anteil an Fremdprotein, d.h. einem geringeren Reinheitsgrad. Die vergleichsweise geringe anhand
der Adsorptionsisotherme ermittelte maximale Beladung von 3,2 mg g’ deutet auf eine
konkurrierende Sorption der vorhandenen Fremdproteine hin. Im Uberstand konnten im Rahmen

der Messgenauigkeit keine Anderungen der Gesamtproteinkonzentration detektiert werden.

Eine wichtige GroB3e zur Charakterisierung eines lonenaustauschers ist dessen Totalkapazitit, d.h.
die Konzentration der ladungstragenden Gruppen innerhalb des Materials. Die Totalkapazitit
kommerzieller klassischer Chromatographiemedien liegt im Fall des ebenfalls schwachen
Anionenaustauschers DEAE bei 3-4 mmol g' (DEAE Sephadex, GE Healthcare, Uppsala,
Schweden), im Fall der verwendeten magnetischen Mikrosorbentien mit DEAP-
Funktionalisierung konnten Totalkapazititen von ca. 1,3 mmol g' nachgewiesen werden

(INNOVENT e.V. Technologieentwicklung, Jena, Deutschland).
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4.4.7 Adsorptions- und Desorptionskinetik

Zur Gewibhrleistung einer schnellen Prozessfiihrung ist die Optimierung zeitintensiver Schritte im
Rahmen eines Reinigungszyklus essentiell. Zu den zeitaufwendigsten Schritten der Reinigung von
Proteinen aus Biosuspensionen unter der Verwendung magnetischer Sorbentien zdhlen die
Beladungs- und Elutionszeiten. Die Untersuchung der Bindungskinetik fiir eCG an DEAP-
funktionalisierte M-PVA Partikel ist in Abbildung 4.17 dargestellt. Untersucht wurde die

adsorbierte Menge an eCG zwischen 30 s und 20 min.
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Abbildung 4.17: Kinetik der eCG-Bindung an DEAP-funktionalisierte M-PV A Partikel

Es ist zu erkennen, dass bereits nach einer Beladungszeit von 60 s 90 % des vorhandenen eCG
gebunden wurde. Kontrollversuche nach einer Beladungszeit von 10 bzw. 20 min zeigten, dass

eine Verliangerung der Bindezeit zu einer 97 %-igen bzw. 98 %-igen Adsorption des eCG fiihrten.

Des Weiteren wurde die Desorptionszeit des Proteins eCG untersucht (Abbildung 4.18).
Untersucht wurde die eluierte Menge an eCG zwischen 60 s und 20 min. Nach 4 min ist mit 80 %
fast die maximal eluierbare Menge an eCG erreicht. Ein Kontrollversuche nach einer Elutionszeit

von 20 min zeigte eine eluierte Menge an eCG von 89 %.
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Abbildung 4.18: Kinetik der eCG-Elution an DEAP-funktionalisierte M-PV A Partikel

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist bei geeigneter Durchmischung der
Suspension, die Isolation von eCG mit den verwendeten Sorbentien bei einer Beladungszeit von

30-60 s bzw. Elutionszeit von 4 min durchzufithren.

4.4.8 Wiederverwendbarkeit der Partikel

Eine Bedingung fiir die industrielle Anwendung magnetischer Mikrosorbentien, ist ihre vielfache
Wiederverwendbarkeit. Ein hdufiger Austausch der Sorbentien wiirde zu einer Erhohung der
Prozesskosten und so zu einer Minderung der Rentabilitdt des Prozesses flihren. Aus diesem
Grund wurden Versuche zum mehrfachen Einsatz der DEAP-funktionalisierten M-PVA Partikel
durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Leitfihigkeit (10-13 mS cm™) und des hohen Proteingehaltes
des Serums (ca. 50 mg ml™), konnte keine direkte Reinigung von eCG an den IEX-Materialien
vorgenommen werden (Kapitel 4.4). Die Reinigung von eCG {iiber mehrere Zyklen wurde
vielmehr, wie unter Kapitel 3.3.5 beschrieben, mit vorgereinigtem Serum vorgenommen.
Betrachtet wurde die Wiederverwendbarkeit der Partikel nach vorgenommener Regeneration mit 1
M NaCl-Losung nach jedem Elutionsschritt (Abbildung 4.19) sowie die Wiederverwendbarkeit
ohne an die Elution anschlieenden Regenerationsschritt (Abbildung 4.20). Im ersten Fall konnten
bis zu Zyklus 45 mit Ausnahme der Zyklen 19 und 20 nur leichte Variationen der Ausbeute
detektiert werden (Abbildung 4.19). Bezogen auf das eingesetzte grob gereinigte Serum ergab sich
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eine mittlere Ausbeute von 61,4 % (Zyklus 1-44: 62,5 %). Die in den ELISA-Assays detektierten
niedrigen Konzentrationen an eCG in den Eluaten sind auf den Storeffekt der in der Probe
vorliegenden Komponenten (Matrixeffekt) zuriickzufiihren (Vgl. Kapitel 4.4.4, Abbildung 4.14).
Es ist davon auszugehen, dass die reale Ausbeute an eCG nach Elimination der Matrixeffekte bei
ca. 90 % liegt. Im Anschluss an Zyklus 44 konnte ein Riickgang der Ausbeute verzeichnet werden.
Der Kapazitétsverlust ist moglicherweise auf die in den Separationsschritten verlorenen Partikel
(Menge nicht bestimmt) oder auf eine verminderte Proteinbindefdhigkeit der Partikel
zuriickzufiihren. Die Verluste von an den Pipettenspitzen haftenden Partikeln wurden durch den
wiederholten Einsatz der verwendeten Pipettenspitze minimiert. Auf eine Wiedergewinnung der
Partikel aus den verwendeten Wasch- und Elutionspuffern wurde im Rahmen des Versuches

verzichtet.
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Abbildung 4.19: Reinigung von eCG aus grob vorgereinigtem Serum unter Wiederverwendung
magnetischer DEAP-funktionalisierter M-PV A Partikel {iber 50 Zyklen. Die Regeneration der Sorbentien
erfolgte nach jedem Zyklus mit 1 M Natriumchloridlésung, mit anschlieBendem dreimaligem Waschen der

Partikel mit 0,01 M Natriumacetatpuffer pH 4,5
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Abbildung 4.20: Reinigung von eCG aus grob vorgereinigtem Serum unter Wiederverwendung
magnetischer DEAP-funktionalisierter M-PV A Partikel iiber 70 Zyklen. Es erfolgte keine Regeneration der

Sorbentien nach jedem Zyklus

Abbildung 4.20 verdeutlicht, dass eine Regeneration der Partikel nach jedem Elutionsschritt fiir
die Reinigung des eCG nicht erforderlich ist. Zur Kliarung, ob der Kapazititsverlust auf eine
Minderung der Proteinbindekapazitit der Partikel zuriickzufiihren ist, wurden weitere 20 Zyklen
durchgefiihrt. Die Verluste von an den Pipettenspitzen haftenden Partikeln, wurden wiederum
durch den wiederholten Einsatz der verwendeten Pipettenspitze minimiert. Auf eine
Wiedergewinnung der Partikel aus den verwendeten Wasch- und Elutionspuffern wurde auch in

diesem Versuche verzichtet.

Bezogen auf das eingesetzte grob gereinigte Serum ergab sich eine mittlere Ausbeute von 61,2 %,
bei einem Verlust von 6,4 % Partikel. In den durchgefiihrten Zyklen 55-65 konnte ein Riickgang
der Bindekapazitét beziiglich des Zielproteins eCG detektiert werden. Die folgenden Zyklen 68
und 70 zeigten jedoch mit einer Ausbeute von 60 bzw. 63 % eine erneute Zunahme der
Proteinbindekapazitit der Partikel. Das Ergebnis ldsst darauf schlieBen dass die
Wiederverwendbarkeit der verwendeten Anionenaustauschersorbentien bei mindestens 70 Zyklen
liegt, wobei der geringe Absolutwert der gemessenen Elutionsausbeute wiederum auf eine

fehlende Korrektur der bereits diskutierte Matrixeffekte zuriickgefiihrt werden kann.

Die Abbildungen 4.19 und 4.20 zeigen einen wellenférmigen Verlauf der erzielten Ausbeute. Es
zeigte sich, dass eCG aus einer zu Versuchsbeginn frisch aufgetauten, kiithlen Proteinlosung besser

separiert wird, wie aus einer raumtemperierten am Ende eines Versuchstages.
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Aus den Versuchen der Wiederverwendung der IEX-Sorbentien ldsst sich folgern, dass die
Partikel fiir einen industriellen Einsatz geeignet sind. Voraussetzung ist wie in den Versuchen im
mL-MaBstab eine effektive Separation bzw. Wiedergewinnung der Partikel im scale-up des

HGMF-Prozesses.

4.5 Hydrodynamische Charakterisierung der HGMF-Pilotanlage

Zur Verwirklichung des Vorhabens der Reinigung vom eCG im grofen Malistab wurde im
Rahmen des Verbundprojektes ein geeigneter Durchflussseparator entwickelt (Kapitel 3.7.1). Vor
dem Einsatz der HGMF-Pilotanlage zur Reinigung von eCG erfolgte deren verfahrenstechnische

Charakterisierung zur Bestimmung der optimalen Prozessparameter.

4.5.1 Pumpenkennlinie

Nach Erstellung der Pumpenkennlinie (Abbildung 4.21) zeigte sich, dass die Pumpe im
Druckbetrieb eine hohere Leistung wie im Saugbetrieb lieferte, was zu einer Anderung des
urspriinglichen Hydraulikplanes flihrte. Ziel war es, die Filterkammer im Druck- anstelle eines
Saugbetriebes zu fahren. Neben der so erreichten Steigerung des maximalen Durchsatzes
garantiert diese Betriebsweise auch eine weitgehende Blasenfreiheit. Im Druckbetrieb konnte ein
Durchsatz von bis zu 1,3 L min™ erreicht werden, wihrend im Saugbetrieb lediglich ein Durchsatz

von 1,1 L min™' erzielt werden konnte.
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Abbildung 4.21: Pumpenkennlinie der HGMF-Pilotanlage im Druckbetrieb (links) und Saugbetrieb (rechts)
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4.5.2 Tracerversuche

Die Bestimmung des Verweilzeitverhaltens der HGMF-Pilotanalage erfolgte bei verschiedenen
Pumpeinstellungen iiber Tracerversuche wie unter 3.7.4 beschrieben. Das Verweilzeitverhalten
des Separators wurde in Abbildung 4.22 und Abbildung 4.23 exemplarisch bei 50 % der

Pumpleistung im Saugbetrieb, was einem Fluss von 610 mL min™ entspricht, aufgezeigt.
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Abbildung 4.22: Verweilzeitsummenkurve und Verweilzeitverteilung bei Beaufschlagung des Systems mit
einer 10 mM NaCl-Lésung. Gewihlt wurden ein Fluss von 610 mL min™ und eine maximale Leitfahigkeit
von 1 mS cm’l. Die rot eingezeichneten Linien zeigen die theoretischen Werte im Falle eines idealen

Propfstromreaktors

Abbildung 4.22 zeigt, dass im Fall des Fiillens des Systems mit einer 10 mM NaCl-Ldsung eine
mittlere Verweilzeit von 86 s resultiert. Ausgehend von einem zuvor bestimmten inneren
Reaktorvolumen von 980 mL errechnet sich hieraus ein theoretisches Totvolumen des Separators
von 116 mL. Wird dagegen die Salzlosung mit H,Owminig verdringt, so konnten eine mittlere
Verweilzeit von 79 s (Abbildung 4.23) und ein Totvolumen von 191 mL bestimmt werden. Die
Ursache fiir das groflere gemessene Totvolumen ist vermutlich die langsamere Verdringung der

dichteren salzhaltigen Losung durch im Aufstrom durch den Reaktor stromendes H,Owiii-o.

Die in Abbildung 4.23 und 4.24 aufgefiihrten Daten beziehen sich auf Experimente, bei denen das
Ein- uns Ausschleusen der NaCl-Losung ohne zusitzliche Vermischung durch Einsatz des
Riihrens erfolgte. Im Rahmen realer Bioseparationsversuche zur Reinigung von eCG erfolgt
wiéhrend der Wasch- und Elutionsschritte eine zusétzliche Durchmischung der verwendeten Puffer
durch den Einsatz eines Riihrers zur Reduktion des Totvolumens der HGMF-Pilotanlage. Auch
wenn diese zusétzliche Durchmischung in der Regel nicht wihrend des Einschleusens der Puffer,

sondern in einer anschlieBenden Phase ohne Pumpbetrieb erfolgte, so geben die folgenden
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Verweilzeitversuche unter Rithren doch einen quantitativen Eindruck, wie sehr die Totvolumina

durch Einsatz des Rotor-/Statorsystems verringert werden konnen.
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Abbildung 4.23: Verweilzeitsummenkurve und Verweilzeitverteilung bei Verdringung der 10 mM NaCl-
Losung aus dem System durch H,Owinig- Gewdhlt wurden ein Fluss von 610 mL min”'. Die rot

eingezeichneten Linien zeigen die theoretischen Werte im Falle eines idealen Propfstromreaktors

Das Verweilzeitverhalten bei Einsatz des Separators unter 10 % Riihrleistung wurde in Abbildung
4.24 und 4.25 erneut exemplarisch bei 50 % der Pumpleistung im Saugbetrieb (Fluss: 610 mL

min™") aufgezeigt.
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Abbildung 4.24: Verweilzeitsummenkurve und Verweilzeitverteilung bei Beaufschlagung des Systems mit
einer 10 mM NaCl-Losung und einer Riihrerleistung von 10 %. Gewihlt wurden ein Fluss von 610 mL
min” und eine maximale Leitfahigkeit von 1 mS cm™. Die rot eingezeichneten Linien zeigen die

theoretischen Werte im Falle eines idealen Propfstromreaktors

Anhand Abbildung 4.24 ist zu erkennen, dass im Fall des Fiillens des Systems mit einer 10 mM

NaCl-Losung eine mittlere Verweilzeit von 93 s resultiert. Ausgehend von einem inneren
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Reaktorvolumen von 980 mL errechnet sich hieraus ein theoretisches Totvolumen des Separators

von 50 mL.

Wurde nun wie in Abbildung 4.25 dargestellt die Salzlosung mit HyOwmiig verdrangt, so konnten

eine mittlere Verweilzeit von 92 s und ein Totvolumen von 56 mL bestimmt werden.

1,2 - 0,025 -
—E(t)
10 1 —F () 0,02 1 —T(PFR)
—7 Periode gleit. Mittelw. (E(t))
0,8 - ==T(PFR)
0,015 - w
T 98] S M\
w | P
04 0,01 [ H \
| \\“ ‘“"\r}‘ |
0[2 i 0,005 b ‘ “HM‘
¥ M“” ™y
0,0 T T T 1 0 4 T LD 1
0 50 100 150 200 250 0 100 200 300
Reaktorzeit Reaktorzeit

Abbildung 4.25: Verweilzeitsummenkurve und Verweilzeitverteilung bei Verdringung der 10 mM NaCl-
Losung aus dem System durch H,Owinig und einer Riihrerleistung von 10 %. Gewahlt wurden ein Fluss von
610 mL min". Die rot eingezeichneten Linien zeigen die theoretischen Werte im Falle eines idealen

Propfstromreaktors

Das heiBt, bereits durch eine zusétzliche Vermischung der Suspension durch den Einsatz von 10%
der Riihrerleistung konnte eine Verringerung des Totvolumens um einen Faktor 3 im Fall der
Beaufschlagung des Systems mit 10 mM NaCl-Ldsung, bzw. Faktor 3,6 im Fall der Verdrdngung
der 10 mM NaCl-Losung durch H,Owminig erreicht werden.

Tabelle 4.9 fasst die Daten des ermittelten Verweilzeitverhaltens sowie des Totvolumens bei
unterschiedlichem Volumenstrom mit und ohne Einsatz des in das System integrierten Riihrers
zusammen.

Es ist zu erkennen, dass bereits bei einer Riihrerleistung von 10 % und einem Volumenstrom von
1020 mL min™' eine vollstindige Durchmischung der eingesetzten Losungen zu verzeichnen ist.
Des Weiteren wurden Tracerversuche unter den im HGMF-Prozess gewidhlten Bedingungen zur

Reinigung von eCG durchgefiihrt. Die Resultate sind Kapitel 4.6 zu entnehmen.
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Tabelle 4.9: Bestimmung der mittleren Verweilzeit und des Totvolumens bei Beaufschlagung des Systems
mit einer 10 mM NaCl-Losung (1) sowie bei Verdrangung der 10 mM NaCl-Losung durch H,Opiig (2)

Fluss Riihrer mittlere Totvolumen mittlere Totvolumen
[mL/min] [%] Verweilzeit [s] [mL] Verweilzeit [s] [mL]
(1) (1) 2) (2)

200 0 211 266 193 327

200 10 288 208 220 237

610 0 86 116 79 191

610 10 93 50 92 56
1020 0 55 68 58 14
1020 10 60 0 61 0

4.5.3 Bestimmung der Kapazitit des magnetischen Filters

Die Beladungskapazitit des magnetischen Filters spielt eine entscheidende Rolle fiir das
Leistungsvermdgen des entwickelten Verfahrens zur Reinigung von eCG. Unter idealen
Bedingungen betrdagt das Riickhaltevermdgen des Filters in Bezug auf die in der Partikel-
/Proteinsuspension eingesetzten Partikel, bis zum Erreichen der Filterkapazitit 100 %. Bei
Erreichen der Filterkapazitit kommt es zu einem Durchbruch der Partikel und alle nachfolgenden
in den Filter eintretenden Partikel werden nicht mehr zuriickgehalten. Der zur Reinigung von eCG
verwendete magnetische Filter wurde auf eine Arbeitskapazitdt von 100 g carboxylierter M-PVA
Partikel untersucht, das Durchbruchsverhalten des magnetischen Filter wurde nicht bestimmt, da
die Riickhalteeffizienz des magnetischen Filters nach Beladung mit 100 g M-PVAc Partikel
praktisch die gewiinschten 100 % betrug.

Zur Simulation eines realen Reinigungsprozesses wurde ein automatisierter Prozess mit acht
aufeinanderfolgenden Waschzyklen simuliert. Da der Viskosititsunterschied von Serum [Kamke
& Walcher, 1994] oder grob gereinigtem Serum gegeniiber Wasser vernachlissigt werden kann
(Anhang, Tabelle 7.6), wurde fiir die Simulation lediglich Waschpuffer (0,01 M
Ammoniumacetat, pH 4,5) eingesetzt. Tabelle 4.10 zeigt exemplarisch einen automatisierten
Waschzyklus, die Beaufschlagung des Systems mit Partikel-/Waschpuffersuspension sowie das

Ausspiilen der Partikel erfolgten manuell.
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Tabelle 4.10: Prozessschritt eines simulierten Waschzyklus

Prozessschritt Prozessdauer [s]
Einschleusen des Waschpuffers 180
Resuspendieren der Partikel 120
Pause 5
Separation der Partikel 50
Spiilen des Rezyklierungskreislaufes (Loop) 120

Der Partikelverlust im Ablauf des Filters wurde anschlieend gravimetrisch auf 0,3 % bestimmt.
Es konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von mindestens 100 g magnetischer Sorbentien
(mit einer Grofe von 1-3 um) als Arbeitskapazitit angenommen werden kann, da ein

Partikelverlust von lediglich 0,3 % im Rahmen eines Reinigungszyklus tolerierbar ist.

Bei einem Versuch zur Isolation von eCG aus grob vorgereinigtem Serum an der HGMF-
Pilotanlage konnte eine maximale Beladung von 27000 IU g' M-PVA Partikel (2,7 mg g”)
erreicht werden (Kapitel 4.6, Tabelle 4.13). Im ELISA-Assay konnte eine mittlere Konzentration
von ca. 100 TU mI" eCG im Ultra-/Diafiltrat, bei einer Konzentrierung des Ultra-/Diafiltrates auf
ein viertel des Volumens des eingesetzten Serums, detektiert werden. Unter diesen
Voraussetzungen gewihrleistet der Einsatz von 100 g M-PV A Partikeln eine Reinigung von ca. 27

L grob vorgereinigten Serums (entspricht ca. 110 L Serum) pro Zyklus.

4.5.4 Optimierung der Waschschritte im HGMF-Prozess

Nach Beladen des magnetischen Filters mit der Partikel-/Proteinsuspension befinden sich neben
den magnetischen Sorbentien ungebundene Bestandteile im Filter. Die Verdringung der
ungebundenen Bestandteile gewéhrleistet den Erhalt eines reinen Produktes im Anschluss an den
Elutionsschritt. Zur Simulation eines realen Reinigungsprozesses wurden 5 g L' carboxylierter M-
PVA Partikel, Leerserum sowie Leerserum welches mit Waschpuffer (0,01 M Ammoniumacetat,
pH 4,5) auf eine Gesamtproteinkonzentration des im Reinigungsprozess eingesetzten Ultra-

/Diafiltrates verdinnt wurde verwendet.

Es konnte gezeigt werden, dass bei der Produktaufarbeitung von Biomolekiilen direkt aus Serum
mindestens fiinf Waschschritte mit je 3200 mL Waschpuffer bendtigt wiirden, um ungebundene

Bestandteile weitestgehend aus dem Filter vollstdndig zu eliminieren (Abbildung 4.26).
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Abbildung 4.26: Proteinkonzentration im Ablauf des Separators nach den einzelnen Waschschritten, unter

der Verwendung von Leerserum

Im Fall des bereits vorgereinigten Ultra-/Diafiltrats werden demgegeniiber lediglich drei
Waschschritte mit 2700 mL bendétigt, bis im Ablauf des Filters mittels BCA-Assay kein Protein
mehr nachgewiesen werden konnte. Die Versuchsdaten sind Tabelle 7.7 im Anhang zu

entnehmen.

4.6 Isolierung von eCG mit Hilfe der HGMF-Pilotanlage

Ausgehend von den im Labormalstab optimierten Bedingungen der Reinigung des Proteins eCG
folgte im néchsten Schritt die technische Umsetzung des Verfahrens. Durch den Einsatz der im
Rahmen des Verbundprojektes konstruierten HGMF-Pilotanlage konnte eine Erhdéhung des
Separationsvolumens auf 980 mL erreicht werden. Die fiir den Betrieb der Anlage bendétigten
Mengen an M-PV A Partikeln wurden vom Projektpartner chemagen Biopolymer AG (Baesweiler,
Deutschland) synthetisiert und vom Projektpartner INNOVENT e.V. Technologieentwicklung
(Jena, Deutschland) zu Anionenaustauschersorbentien (DEAP-Funktionalisierung)

funktionalisiert.

Die im LabormalBstab ermittelten Versuchsparameter zur Reinigung von eCG sind in Tabelle 4.11

dargestellt.
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Tabelle 4.11: Ausgangsdaten zu Reinigung von eCG aus grob vorgereinigten Serum

Parameter Gewihlte Bedingung
Partikelkonzentration 45gL"

Aquilibrierungspuffer 0,01 M Natriumacetat, pH 4,5
Waschpuffer 0,01 M Natriumacetat, pH 4,5
Elutionspuffer 0,01 M Natriumdihydrogenphosphat, 0,01

M Dinatriumhydrogenphosphat, 0,3 M

Natriumchlorid, pH 8

Das fiir die Durchfiihrung der HGMF-Prozesse verwendete Versuchsprotokoll, am Beispiel der

Reinigung von 20 L Ultra-/Diafiltrat, ist in Tabelle 4.12 dargestellt.

Tabelle 4.12: Reinigungsschritte fiir die Isolation von eCG aus grob vorgereinigtem Serum an der HGMF-

Pilotanlage

Prozessschritt

Prozessdauer [s]

Einschleusen von 20 L Ultra-/Diafiltrat unter der Verdréingung

des im System vorgelegten Puffers

Einschleusen Waschpuffer 1, ausschleusen Sorptionsiiberstand

Resuspendieren u. Separation der Partikel

Einschleusen Waschpuffer 2, ausschleusen Waschpuffer 1

Resuspendieren u. Separation der Partikel

Einschleusen Waschpuffer 3, ausschleusen Waschpuffer 2

Resuspendieren u. Separation der Partikel

Einschleusen Elutionspuffer 1, ausschleusen Waschpuffer 3

Resuspendieren u. Separation der Partikel

Einschleusen Elutionspuffer 2, ausschleusen Elutionspuffer 1

Resuspendieren u. Separation der Partikel

Einschleusen Elutionspuffer 3, ausschleusen Elutionspuffer 2

Resuspendieren u. Separation der Partikel

Einschleusen Waschpuffer 4, ausschleusen Elutionspuffer 3

Resuspendieren u. Separation der Partikel

Einschleusen Waschpuffer 5, ausschleusen Waschpuffer 4

Resuspendieren u. Separation der Partikel

Ausspiilen der Partikel

1176

475

475

475

655

655

655

655

655

Abh. von der eingesetzten
Partikelmenge

Summe (ohne Ausspiilen der Partikel)

90 min
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Kapitel 7.5 (Anhang) listet den vollstindigen Ablauf der programmierten Reinigungszyklen an der
HGMF-Pilotanlage auf.

Unter Verwendung der in Kapitel 3.7 beschriebenen HGMF-Pilotanlage wurden 4 Versuche zur
Reinigung von eCG durchgefiihrt. Die Resultate sind in den folgenden Kapiteln dargestellt.

4.6.1 Erster HGMF-Prozess: Bestimmung der maximalen Bindekapazitit

Ziel des ersten Versuches war nicht das Erreichen moglichst hoher Ausbeutewerte, sondern die
Bestimmung der maximalen Bindekapazitdt der Sorbentien im HGMF-Prozess. Tabelle 4.13 zeigt
das Ergebnis des ersten Versuches. Insgesamt wurden 18,4 L Ultra-/Diafiltrat eingesetzt, was

einem Volumen von 85,8 L Ausgangsserum entsprach sowie 20 g (~ 1 g L) Sorbentien.

Tabelle 4.13: Zusammenfassung der Daten fiir die Reinigung von eCG im ersten HGMF-Prozess

Schritt Protein eCG Volumen Ausbeute

[mg/mL] [TUkLisa/mL] [mL] [70]
Serum 57,8 37,6 85800 100
HPO; ppt 6,32 26,7 86980 72
UF/DF 0,5 108 18355 61,5
Durchfluss 0,34 68,9 20850 44,6
Wasch I 0,12 15,9 3200 1,57
Wasch II 0,07 7,22 3200 0,72
Wasch 111 0,06 5,68 3200 0,56
Eluat | 0,02 14,5 1200 0,54
Eluat 11 0,31 217 1200 8,08
Eluat 111 0,28 226 1200 8,41
Massen- 93,9 106

bilanz [%]

Im durchgefiihrten Versuch an der HGMF-Anlage konnte eine maximale Beladung von 2,7 mg
eCG pro g Partikel erreicht werden. Aus der im Eppendorf-Mafstab ermittelten
Sorptionsisotherme (Abbildung 4.16) ergibt sich fiir die im Durchfluss gemessene
Restkonzentration an eCG von 70 [Ugp 54 mL™! (entsprechend ca. 0,007 mg mL'l) eine zugehorige

Gleichgewichtsbeladung von 3 mg g', wobei die Isothermendaten eine relativ grofBe
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Schwankungsbreite besitzen. Im Rahmen der erreichten Messgenauigkeit lassen sich somit die
eCG-Bindungsergebnisse des HGMF-Prozesses im 20 L Malstab aus den Daten der im

MillilitermaBstab bestimmten Isotherme abschétzen.

Das im Batch-Adsorptionsschritt gebundene Zielprotein eCG (545358 IU) konnte im Verlauf von
drei Elutionszyklen (Summe der Eluate I-III: 549000 IU) vollstindig wiedergewonnen werden.
Die in der Tabelle angegebenen Massenbilanzen fiir Gesamtprotein und eCG beziehen sich jeweils

auf das eingesetzte Ultra-/Diafiltrat.

4.6.2 Zweiter HGMF-Prozess: Multibatchbetriebsweise mit Partikelrezyklierung

Tabelle 4.14 zeigt Daten des zweiten HGMF-Prozesses, in dem nacheinander vier Vorlagen von je
4589 mL abgearbeitet wurden, wobei zwischen den Zyklen eine automatisierte
Partikelriickgewinnung und —rezyklierung erfolgte. Hierzu wurde der Durchfluss, die Eluate sowie
die Uberstinde der Waschschritte des ersten HGMF-Prozesses (Tabelle 4.13) vereinigt und einer
erneuten Ultra-/Diafiltration unterzogen. Jeweils ein Viertel des Volumens des Ultra-/Diafiltrats
wurde fiir die einzelnen HGMF-Zyklen (1-4) verwendet. Die unterschiedlichen Volumina des
Durchflusses resultieren aus den unterschiedlichen Mengen an Waschpuffer, die fiir das
Nachspiilen des Batch-Gefdfles, in dem die Sorption stattfand, verwendet wurden. Nach jedem
Zyklus wurden die Partikel mit neuem Feedstock (Ultra-/Diafiltrat) aus dem Separator gespiilt und
nach Beendigung der Batchadsorption wurde die Partikel-/Proteinsuspension bei angeschaltetem
Magnetfeld durch den Separator gepumpt. Die Partikelkonzentration betrug 4,5 g L. Die in der
Tabelle angegebenen Massenbilanzen fiir Gesamtprotein und eCG beziehen sich jeweils auf das
eingesetzte Ultra-/Diafiltrat. Die im Prozess ermittelte Beladung der Sorbentien betrug pro Zyklus
ca. 1,8 mg eCG pro g Partikel, bei einer eCG-Konzentration im Durchfluss von nur 1,6-1,8 U
mL". Die Sorption des eCG an M-PVA-DEAP Partikel erfolgte somit im HGMF-Prozess mit
hoherer Affinitit, als dies aufgrund der Isotherme (Abbildung 4.16) zu erwarten war. Eine
mogliche Ursache hierfiir sind verbesserte Eigenschaften der fiir den zweiten HGMF-Prozess
verwendeten Partikelcharge. Die Bestimmung der eCG-Konzentration in den Elutionsproben
erfolgte nach einer erneuten Diafiltration, bei der eine Leitfahigkeit von ca. 1 mS cm™ eingestellt
wurde, da in Vorversuchen im LabormaBstab eine Beeinflussung des ELISA-Assay durch den

hohen Salzgehalt des Elutionspuffers nachgewiesen werden konnte.
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Tabelle 4.14: Zusammenfassung der Daten zur Reinigung von eCG aus Serum im zweiten HGMF-Prozess,

unter Durchfiihrung einer vierfachen Partikelrezyklierung (1-4)

Schritt Protein eCG Volumen HGMF- HGMF- HGMF-

[mg/mL] [TUpisa/mL] [mL] Ausbeute  Aufreinigungs-  Konzentrierungs-
[%] faktor faktor

UF/DF 0,45 81 4589 100 1 1

Durchfluss (1) 0,22 1,6 6200 2,59

Wasch I (1) 0,04 0,62 3200 0,53

Wasch ILIII (1) 0,02 0 3200 -

Eluat I (1) 0,01 1,19 1800 0,6 1,19 0,02

Eluat II (1) 0,08 148 1800 71,4 10,3 1,82

Eluat IIT (1) 0,03 29,2 1800 15,3 5,85 0,36

Massenbilanz [%] 103 90,7

Durchfluss (2) 0,19 1,6 7500 3,23

Wasch I (2) 0,01 0,3 3200 0,01

Wasch ILIII (2) 0,02 0 3200 -

Eluat I (2) 0,06 6,11 1800 3,0 0,62 0,08

Eluat IT (2) 0,1 150 1800 73,1 8,07 1,86

Eluat III (2) 0,03 21,9 1800 10,6 3,64 0,27

Massenbilanz [%] 93,5 89,9

Durchfluss (3) 0,17 1,8 5750 2,79

Wasch I (3) 0,01 0,3 3200 0,01

Wasch ILIII (3) 0 0 3200 -

Eluat I (3) 0,02 3,38 1800 1,6 0,85 0,04

Eluat IT (3) 0,08 185 1800 89,7 13,2 2,29

Eluat III (3) 0,03 31,9 1800 15,4 5,31 0,39

Massenbilanz [%] 60,8 107

Durchfluss (4) 0,18 2,1 6750 3,89

Wasch I (4) 0,04 0,45 3200 0,39

Wasch ILIII (4) 0,02 0 3200 -

Eluat I (4) 0,02 7,82 1800 3,8 2,61 0,1

Eluat IT (4) 0,06 179 1800 86,7 17,9 2,21

Eluat III (4) 0,04 29,5 1800 14,3 3,84 0,36

Massenbilanz [%] 76,6 109
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Im zweiten HGMF-Prozess konnte allein durch das zweite Eluat eine mittlere Ausbeute von 72 %
im ersten und zweiten Zyklus, bzw. von 88 % im dritten und vierten Zyklus erreicht werden.
Bezogen auf das zweite Eluat (Eluat II) entspricht dies einer 19 %-igen Steigerung der Ausbeute
im dritten und vierten Zyklus. Im Zuge der vereinfachten Vorreinigung von eCG aus Serum
konnten im Ultra-/Diafiltrat mittlere Ausbeuten von ca. 70 % erreicht werden (z.B. Tabelle 4.6).
Ubertriigt man dieses Ergebnis auf den Gesamtprozess bestehend aus vereinfachter Vorreinigung
und anschlieBendem HGMF-Prozess, so konnen bei ausschlieBlicher Verwendung des zweiten
Eluates Gesamtausbeuten von ca. 62 % erwartet werden. Im Falle der Beriicksichtigung aller

Fluate steigt dieser Wert auf ca. 70 %, jedoch bei abnehmender Reinheit des eCG-Produktes.

Das adsorbierte eCG konnte im Rahmen der ersten beiden HGMF-Prozesse nicht vollstindig
eluiert werden (% eluiert: 88,5 % (1); 89,5 % (2)), im Zuge folgender Rezyklierungen der
Sorbentien kam es aber anscheinend zu einer Elution des gebundenen eCG aus vorangegangenen
Batchadsorptionsschritten (%-eluiert: 109 % (3); 104 % (4)), was auch durch die Massenbilanzen
fiir eCG des Zyklus 3 und 4 ersichtlich wird.

Bezogen auf das zweite Eluat konnte ein HGMF-Aufreinigungsfaktor von 8-18 erreicht werden,
das Zielprotein eCG wurde im HGMF-Prozess um einen Faktor 1,8-2,3 aufkonzentriert. Im
Gegensatz zu den im mL-Mafstab durchgefiihrten Versuchen wird im HGMF-Prozess das
sorbierte eCG erst im zweiten Elutionsschritt desorbiert. Begriindet ist dies durch die
Riickvermischung des dritten eingeschleusten Waschpuffers mit dem ersten eingeschleusten
Elutionspuffer im Separator. Die Riickvermischung von Wasch- und Elutionspuffer fiihrt zu einer
verminderten Elutionsstirke des Elutionspuffers. Tracerversuche unter Realbedingungen zeigten,
dass im Fall des Fiillens des Separators mit Elutionspuffer und der Verdrangung des Waschpuffers
eine mittlere Verweilzeit von 57 s resultiert. Ausgehend von einem inneren Reaktorvolumen von
980 mL errechnet sich hieraus ein theoretisches Totvolumen von 27 mL. Wurde dagegen der
Elutionspuffer mit Waschpuffer verdrdangt, konnte eine mittlere Verweilzeit von 74 s und ein
theoretisches Totvolumen von 55 mL bestimmt werden. Die vergleichsweise starke Differenz des
ermittelten Verweilzeitverhaltens im Gegensatz zu den ermittelten Totvolumina des Wasch- und
Elutionsschrittes resultieren aus der unterschiedlich gewdhlten Zulaufgeschwindigkeit von 1000

bzw. 610 mL min™' im HGMF-Prozess.

Das zweite Eluat des ersten (1) und zweiten (2) Zyklus (Tabelle 4.14) wurde je bis zu einer
Leitfihigkeit von 1 mS cm™ dialysiert und lyophilisiert. Uber die Bestimmung des
Trockengewichtes konnte eine spezifische Aktivitit von 494 TUgp s mg'1 bzw. 928 IUE11sA mg'1

ermittelt werden. Das zweite Eluat des ersten Zyklus zeigte mit 494 IUgpsa mg'1 eine im
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Vergleich zu anderen Versuchen im Labormaflstab und scale-up eine geringe spezifische

Aktivitdt, was auf einen moglichen Wagefehler hindeutet.

Abbildung 4.27 zeigt exemplarisch den Verlauf der Konzentration an eCG in IU mL" und
Gesamtprotein in mg mL"' des zweiten Rezyklierungsversuches. Die Werte bei einem
Ablaufvolumen von 0 L entsprechen der eingesetzten Ausgangslosung Ultra-/Diafiltrat (UF/DF).
Die aufgezeigten Konzentrationen von e¢CG in IU mL" und Gesamtprotein in mg mL’
entsprechen der jeweiligen Konzentration einer Sammelprobe, die wihrend des genannten
Prozessabschnittes entnommen wurde. Die vergleichsweise niedrige Gesamtproteinkonzentration
im Durchfluss (Abschnitt I) beruht auf einer Verdiinnung der Ausgangslosung mit Waschpuffer
zur vollstandigen Entleerung des Vorlagengefilles (siche auch Tabelle 4.14). Bereits durch den
durchgefiihrten ersten Waschschritt nach der Separation konnten ungebundenes Fremdprotein aus
dem magnetischen Filter ausgewaschen werden. Durch die zuvor erwdhnte Riickvermischung von
Wasch- und Elutionspuffer im Zuge des ersten Elutionsschrittes und einer daraus resultierenden
verminderten Elutionsstirke des Puffers, ist in der ersten Elutionsfraktion ein geringerer eCG- und

Gesamtproteingehalt als in der zweiten Elutionsfraktion nachzuweisen.
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Abbildung 4.27: Verlauf der eCG- und Gesamtproteinkonzentration im Verlauf der verschiedenen
Prozessschritte im HGMF-Prozess am Beispiel des zweiten Rezyklierungsversuches. Die Werte bei einem
Ablaufvolumen von 0 L entsprechen der Ausgangslosung (UF/DF). I: Durchfluss, II: Waschpuffer I ein,
II: Waschpuffer II ein; IV: Waschpuffer Il ein, V: Elutionspuffer I ein; VI: Elutionspuffer II ein, VII:
Elutionspuffer III ein
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Das in Abbildung 4.28 dargestellte Gel zeigt die Proteinmuster der verschiedenen Abschnitte zur
Reinigung von eCG am Beispiel der Proben des zweiten (2) Rezyklierungsversuches. Die
eingesetzten Proben wurden zuvor mittels SpeedVac, unter der Beriicksichtigung der bereits fiir
die eCG-Analytik vorgenommenen Aufkonzentrierung der Elutionsproben, um den gleichen
Faktor eingeengt. Zur Quantifizierung wurde von jeder Probe ein é&quivalentes Volumen

aufgetragen.
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Abbildung 4.28: Reinigung von eCG aus vorgereinigtem Serum (Ultra-/Diafiltrat) unter der Verwendung
magnetischer Anionenaustauscher (DEAP-Partikel) am Beispiel des Prozesses der mehrfachen
Partikelrezyklierung. Die nach dem HGMF-Lauf erhalten Proben wurden mittels SpeedVac um den
gleichen Faktor eingeengt, zur Quantifizierung wurde ein dquivalentes Probenvolumen aufgetragen. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte iiber ein 12 %-iges SDS-PAGE mit 5 %-igem Sammelgel, mit anschlieBender
Coomassie-Farbung, bzw. Nachweis von eCG mit entsprechenden Antikorpern (Firma Acris Antibodies GmbH,
Herford, Deutschland). M: Marker (Firma Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland); 1: Ultra-
/Diafiltrat, 2: Durchfluss; 3: Eluat I; 4: Eluat II, 5. Eluat III, 6: kommerzielles eCG (Merck, Darmstadt,
Deutschland) [70 IU]; Western Blot: 7: Eluat II; 8: kommerzielles eCG (Merck, Darmstadt, Deutschland)
[70 TU]

Das zweite Eluat (Fraktion 4) weist auf der Hohe von ca. 45 sowie 20 kDa Proteinbanden auf. Das
Molekulargewicht entspricht dem der B- bzw. a-Untereinheit des Zielproteins eCG. Im ersten
Eluat konnte ebenfalls ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 45 kDa nachgewiesen
werden. Bei einer Konzentration des Proteins eCG im ersten Eluat von lediglich 6,11 TUgy s mL!
(Tabelle 4.14) kann es sich bei dem detektierten Protein jedoch nicht um die B-Untereinheit des
eCG handeln. Zudem weist das zweite Eluat (Fraktion 4) eine deutliche Bande bei einem
Molekulargewicht von ca. 30 kDa auf. Bei diesem Protein bzw. Proteingemisch handelt es sich

demnach um die Hauptverunreinigung im Reinigungsprozess von eCG mit Hilfe von
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magnetischen Sorbentien mit Anionenaustauscherfunktionalitit. Ein folgender tryptischer Verdau
der Proteinbande mit anschlieBender massensepktrometischer Untersuchung fiihrte jedoch zu
keiner Spezifizierung (Kapitel 4.11, Abbildung 4.35). Im Western Blot (Abbildung 4.28) konnte
mit einem spezifischen Antikorper gegen das Protein eCG (Firma Acris Antibodies GmbH, Herford,
Deutschland) eine Bande auf Hoher der B-Untereinheit (ca. 40 kDa) sowohl im zweiten Eluat (7)

als auch im kommerziellen eCG-Préiparat (8) nachgewiesen werden.

4.6.3 Dritter HGMF-Prozesses

Im dritten HGMF-Prozess wurde grob vorgereinigte eCG-Losung (Ultra-/Diafiltrat) aus insgesamt
10 L Serum eingesetzt. Die Partikelkonzentration betrug 4,5 g L. Die erhaltenen Ergebnisse sind

in Tabelle 4.15 dargestellt.

Tabelle 4.15: Zusammenfassung der Daten fiir die Reinigung von eCG aus Serum unter der Verwendung

magnetischer Anionenaustauschersorbentien im dritten HGMF-Prozess

Schritt Protein eCG Volumen Ausbeute Aufreinigungs- Konzentrierungs-
[mg/mL]  [IUgysa/mL] [mL] [%] faktor faktor

Serum 55,2 32 10000 100 1 1

HPO; ppt 5,5 26,7 11100 92,8 8,4 0,8

UF/DF 0,48 93,3 2285 66,7 335 2,9

Durchfluss 0,26 23 2700 19,3

Wasch I 0,01 0,58 2700 0,49

Wasch ILIII 0 0 2700 -

Eluat I 0,01 2,85 1800 1,6 442 0,1

Eluat II 0,05 77,7 1800 43,7 2679 2,43

Eluat 11T 0,01 0 1800 0 - -

Massen-

bilanz [%] 774 77

Im dritten Versuch an der HGMF-Pilotanlage konnte eine Gesamtausbeute von 45,3 % erreicht
werden. Bezogen auf das zweite Eluat (Eluat II in Tabelle) betrug der Aufreinigungsfaktor 2679

bei einer Aufkonzentrierung des Zielproteins eCG um den Faktor 2,43.

Die in der Tabelle angegebenen Massenbilanzen von 77,4 % fiir Gesamtprotein und 97 % fiir eCG
beziehen sich jeweils auf das eingesetzte Ultra-/Diafiltrat (UF/DF). Die erreichte Beladung der
Sorbentien betrug 1,5 mg eCG pro g Partikel, 95,8 % des gebundenen eCG konnte wieder eluiert
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werden. Die spezifische Aktivitit des zweiten Eluates betrug 136 IUgpsa mg'l. Die niedrige
spezifische Aktivitit des Endproduktes ist zumindest teilweise auf das im Vergleich zu den
Versuchen im Labormalf3stab (Tabelle 4.6) und im zweiten HGMF-Prozess (Tabelle 4.14) niedrige
Verhiltnis  der  Partikelmenge zu  Eluatvolumen  zuriickzufiihren. Eine  geringe
Partikelkonzentration wihrend des Elutionsschrittes bedingt, dass im Eluat einer niedrigen
Produktkonzentration eine unveridndert hohe Salzkonzentration des Elutionspuffers gegeniiber
steht. Dieses ungiinstige Verhiltnis duBlert sich zundchst in geringen eCG-Konzentrationen im
Eluat und fiihrt auch nach einer Ultra-/Diafiltration und Lyophilisation zu niedrigen spezifischen

Aktivititen.

Das in Abbildung 4.29 dargestellte Gel zeigt das Proteinmuster der Reinigung von eCG im dritten
HGMF-Prozess (Tabelle 4.15) aus grob vorgereinigtem Serum. Die Probenvorbereitung erfolgte
analog zu dem vorgehen fiir die Gelelektrophorese des zweiten HGMF-Versuches. Vergleichbar
zu dem in Abbildung 4.28 aufgezeigten Gel, weist das zweite Eluat (Fraktion 4) schwache

Proteinbanden auf Hohe von ca. 45 und 20 kDa sowie eine stiarkere Bande bei 30 kDa auf.
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Abbildung 4.29: Reinigung von eCG aus vorgereinigtem Serum (Ultra-/Diafiltrat) unter der Verwendung
magnetischer Anionenaustauscher (DEAP-Partikel). Die nach dem HGMF-Lauf erhalten Proben wurden
mittels SpeedVac um den gleichen Faktor eingeengt, zur Quantifizierung wurde ein &quivalentes
Probenvolumen aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte tiber ein 12 %-iges SDS-PAGE mit 5 %-
igem Sammelgel, mit anschlieBender Coomassie-Farbung. M: Marker (Firma Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland); 1: Ultra-/Diafiltrat, 2: Durchfluss; 3: Eluat I; 4: Eluat II, 5. Eluat III, 6:
kommerzielles eCG (Merck, Darmstadt, Deutschland) [70 U]
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4.6.4 Vierter HGMF-Prozesses

Die Durchfiihrung des vierten HGMF-Prozesses erfolgte nach der Vereinigung und erneuter Ultra-
/Diafiltration der Fraktionen des zweiten HGMF-Prozesses (Tabelle 4.14). Die eingesetzte
Partikelkonzentration betrug 3 g L. Die im Vergleich zu den beiden vorangegangenen HGME-
Prozessen vergleichsweise niedrige Konzentration an magnetischen Sorbentien beruhte auf der
maximal zur Verfiigung stehenden Menge an 60 g DEAP-funktionalisierter Partikel. Die erreichte
Beladung der Sorbentien betrug 1,3 mg eCG pro g Partikel, 93,1 % des gebundenen eCG konnte
wieder eluiert werden. Es konnte bezogen auf den eingesetzten Feedstock (UF/DF) im zweiten
Fluat ein HGMF-Aufreinigungsfaktor von 37,8 mit einer HGMF-Aufkonzentrierung des
Zielproteins um den Faktor 5,65 erreicht werden. Die HGMF-Ausbeute an eCG lag bei 66,9 %.
Das zweite Eluat wurde bis zu einer Leitfahigkeit von 1 mS cm™ dialysiert und lyophilisiert. Unter
Annahme der Ausbeute einer vereinfachten Vorreinigung von 70 % (Tabelle 4.6) ergibt sich eine

theoretische Gesamtausbeute des vierten HGMF-Prozesses von 47 %.

Tabelle 4.16: Zusammenfassung der Daten fiir die Reinigung von eCG aus grob vorgereinigtem Serum mit

Hilfe von Anionenaustauschern im vierten HGMF-Prozess

Schritt Protein eCG Volumen  HGMF- HGMF- HGMF-
[mg/mL] [IUgsa/mL] [mL] Ausbeute Aufreinigungs- Konzentrierungs-

[%0] faktor faktor
UF/DF 0,26 53,5 19840 100 1 1
Durchfluss 0,23 14 21400
Wasch I 0,02 0,45 2700
Wasch ILIII 0,02 0 2700
Eluat I 0,01 13,4 1800 23 5.9 0,25
Eluat II 0,04 302 1800 51,3 37,8 5,65
Eluat 11T 0,01 66,5 1800 11,3 29,1 1,24
Eluat IV 0,03 11,9 1800 2 2,09 0,22
Massen-
bilanz [%] 1oL >

Uber die Bestimmung des Trockengewichtes konnte eine spezifische Aktivitdt von 598 IUgpisa
mg" ermittelt werden. In Anbetracht der eingesetzten hohen Partikelmenge von 60 g und der
hierdurch bedingten hohen Partikelkonzentration wiahrend der Elution liegen die erreichte

Produktkonzentration im Eluat und vor allem die erreichte spezifische Aktivitdt des Lyophilisates
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zundchst unter den Erwartungen. Hauptursache fiir die unterdurchschnittliche Effizienz des vierten
HGMF-Versuches ist vermutlich, dass fiir die benédtigten 60 g funktioneller Magnetpartikel auch
Partikelchargen zweiter Wahl in den Partikelpool einbezogen werden mussten. Diese
Partikelchargen zeigten bereits in Vorversuchen geringere Bindungsaffinititen als die in

Abbildung 4.16 dargestellten Daten.

Ein zweiter Grund ist eventuell, dass die in Kapitel 4.4.4 fiir eine Partikelkonzentration von 5 g L™
bestimmten optimalen Elutionsbedingungen fiir eine Partikelkonzentration von 55,6 g L™, wie im
vorliegenden Fall wihrend der Elution, nicht mehr gelten. Dennoch ist davon auszugehen, dass
durch eine weitere Ausschopfung der Arbeitskapazitit des eingesetzten magnetischen Filters die
Ergebnisse noch verbessert werden konnen. Diese liegt bei mindestens 100 g M-PVA Partikel
(Kapitel 4.5.3). Ausgehend von einem Einsatz von 100 g qualitativ hochwertiger M-PVA-DEAP
Partikel kann von einer spezifischen Aktivitdt im Lyophilisat von deutlich iiber 1000 [Ug s mg'1
ausgegangen werden, was der gesetzlich geforderten Reinheit entspricht.

Das in Abbildung 4.30 dargestellte Gel zeigt das Proteinmuster der Reinigung von eCG im vierten
HGMF-Prozess (Tabelle 4.16).
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Abbildung 4.30: Reinigung von eCG aus vorgereinigtem Serum (Ultra-/Diafiltrat) unter der Verwendung
magnetischer Anionenaustauscher (DEAP-Partikel). Die nach dem HGMF-Lauf erhalten Proben wurden
mittels SpeedVac um den gleichen Faktor eingeengt, zur Quantifizierung wurde ein &quivalentes
Probenvolumen aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte iiber ein 12 %-iges SDS-PAGE mit 5
%-igem Sammelgel, mit anschlieBender Coomassie-Farbung. M: Marker (Firma Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen, Deutschland); 1: Ultra-/Diafiltrat, 2: Durchfluss; 3: Eluat I; 4: Eluat II, 5. Eluat III, Eluat
IV; 7: kommerzielles eCG (Merck, Darmstadt, Deutschland) [70 IU]
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Vergleichbar zu der in Abbildung 4.28 und 4.29 aufgezeigten Gelen, weist das zweite Eluat
(Fraktion 4) wiederum mehrere schwache Proteinbanden unter anderem auf Hohe von ca. 45 und

20 kDa auf.

4.7 Aktivititsbestimmung in vivo

Das Glykoproteinhormon eCG wird haufig in der Reproduktionsmedizin eingesetzt, wobei
abhéngig von der Gattung unterschiedliche Mengen des Hormons bendtigt werden. eCG wird
beispielsweise zur Stimulation der Superovulation fiir den Embryotransfer beim Rind (2000-3000
IU), zur Stimulation des Follikelwachstums bei Sauen nach dem Absetzten der Ferkel (500-750
IU) oder der Vorlegung der Zuchtsaison bei saisonal cyclischen Schafrassen (500-750 IU)
verwendet. Aufgrund der langen Eliminationshalbwertszeit des eCG ist in der Regel nur eine
Injektion erforderlich [Frey & Loscher, 2009]. Im Rahmen des Verbundprojektes ,,ProGonado*
wurde eine Reinheit des Priparates von > 1000 TU mg™” in vivo fiir eine spitere Applikation

gefordert.

Die Erhaltung der biologischen Aktivitdt im Anschluss an die Reinigung des Proteins eCG mit
Hilfe magnetischer Mikrosorbentien im Labormafstab konnte bereits nachgewiesen werden
(Kapitel 4.3). Des Weiteren folgte der Nachweis der biologischen Aktivitit des im technischen
Malistab an der HGMF-Pilotanlage gereinigten eCGs. Eingesetzt wurden die in Tabelle 4.17
aufgezeigten Proben des zweiten HGMF-Prozesses (Zyklus 1 und 2). Die Aktivitdtsbestimmung in
vivo erfolgte durch die Firma IDT Biologika GmbH (Dessau-RoBlau, Deutschland).

Tabelle 4.17: Bestimmung der der biologischen Aktivitit des zweiten Eluates des ersten (1) und zweiten (2)
HGMF-Zyklus der vierfachen Partikelrezyklierung (Tabelle 4.14) im Rattenovar-Test (ROT)

Schritt Protein eCG Volumen  Ausbeute Aufreinigungs- Konzentrierungs-
[mg/mL] [IUror/mL] [mL] [%] faktor faktor

Serum 52 51,2 21450 100 1 1

UF/DF 0,45 105 4589 44 237 2,05

Eluat I (1) 0,13 340 1800 55,8 2656 6,6

Eluat I (2) 0,17 343 1800 56,3 2049 6,7

Die durchgefiihrten Bioassays (ROT) (Tabelle 4.17) bestitigten den Erhalt der biologischen

Aktivitdt des durch magnetische Sorbentien isolierten eCG an der HGMF-Pilotanlage in vivo.
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Der Verlust der biologischen Aktivitit durch die vereinfachte Vorreinigung bis zum Ultra-
/Diafiltrat (UF/DF, Tabelle 4.17) ldsst sich auf die zwei vollzogenen Prizipitationsschritte
zuriickfiihren. Das Protein eCG ist {iber einen ldngeren Zeitraum bei einem pH-Wert zwischen 4-8
stabil. Die durchgefiihrte Prézipitation mit meta-Phosphorsdure (pH 3) kann zu einer Abspaltung
der Sialisdrereste des Proteins fithren [Gonzalez et al., 1998]. Die folgende Ethanol-Féllung beruht
auf der Konkurrenz des organischen Losungsmittels Ethanol mit den Wassermolekiilen der
Hydrathiille des Proteins, bis hin zu deren Verdringung. Die Prizipitation von Proteinen mit
organischen Losungsmitteln ist hdufig mit einem Verlust der Aktivitit verbunden, in dem sie eine
partielle Entfaltung der Proteine, durch die Beeintrdchtigung der intramolekularen hydrophoben
Wechselwirkungen, induzieren [Pingoud & Urbanke, 1997]. Die in vivo bestimmte Aktivitit von
105 IUror mL" scheint jedoch aufgrund der geringen Aktivitit und der daraus resultierenden
Ausbeute von lediglich 44 % im Vergleich zu den resultierenden Ausbeuten in den beiden zweiten
Eluaten (II) von ca. 56 % fehlerbehaftet. Hierzu kommt, dass die Eluate I und III noch zusétzliches
eCG enthalten, so dass die tiber ROT bestimmte Gesamtausbeute sicherlich iiber 60 % liegen
wiirde. Ein weiterer Hinweis auf eine mdglicherweise noch hohere biologische Aktivitét liefert die
Auswertung des ROT. Die in vivo bestimmte Aktivitit der Eluate lag oberhalb der Wirksamkeit
der zugelassenen eCG-Préparate, mit denen die Standardgerade erstellt wurde. In Folge dessen
wurde die eCG-Konzentration rechnerisch ermittelt, in dem sie aus dem durchschnittlichen

Ovargewicht der Messung und aus dem Ovargewicht des hochsten Standards interpoliert wurde.

Tabelle 4.18: Zusammenfassung der Resultate des ROT (Tabelle 4.17) und ELISA (Tabelle 4.14) des
HGMF-Prozesses der mehrfachen Partikelrezyklierung

Schritt Ausbeute Ausbeute
[YoroT] [YoELisA]
Serum 100 100
Eluat I (1) 55,8 38,2
Eluat I (2) 56,3 39,1

Insgesamt konnte im Bioassay im Vergleich zum durchgefiihrten ELISA-Assay eine 30 % hohere
Aktivitdt beziiglich des durch HGMF gewonnenen Eluates detektiert werden (Tabelle 4.18).
Bezogen auf die Ergebnisse des Rattenovar-Tests konnte eine spezifische Aktivitidt von 600 [Uror
mg" (Eluat II (1)) bzw. 1273 IUror mg' (Eluat II (2)) ermittelt werden. Die vergleichsweise
geringe spezifische Aktivitit des Eluat II (1) ist moglicherweise auf einen Fehler in der

gravimetrischen Bestimmung zurilickzufiihren (s. auch Kapitel 4.6).
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Im zweiten Zyklus des vierfachen HGMF-Versuches konnte somit die geforderte Reinheit des
eCG von > 1000 TU mg"' im Bioassay erreicht werden. Die bisherigen Ergebnisse beziehen sich
jeweils nur auf das zweite Eluat des jeweiligen HGMF-Prozesses. Eine Steigerung der Ausbeute
kann weiterhin durch die Vereinigung der drei resultierenden Eluate des jeweiligen HGMF-
Prozesses erzielt werden, jedoch hétte dies einen Riickgang der spezifischen Aktivitdt zur Folge.
Des Weiteren konnte im Rahmen der vierfachen Partikelrezyklierung eine Steigerung der
Ausbeute sowie des Aufreinigungsfaktors von Zyklus zu Zyklus nachgewiesen werden, was mit
einem Anstieg der biologischen Aktivitdt korreliert (Tabelle 4.14). Eine Bedingung fiir die
industrielle Umsetzung des entwickelten HGMF-Prozesses zu Reinigung von eCG ist, neben der
vielfachen Wiederverwendbarkeit der Partikel (s. Kapitel 4.4.8), ein Produkt mit einer Reinheit
von > 1000 IU mg™ in vivo. Es konnte gezeigt werden, dass das durchgefiihrte Verfahren beide
Bedingungen erfiillt.

4.8 Bestimmung des Partikelverlustes im HGMF-Prozess

Neben den bereits genannten Bedingungen wie Wiederverwendbarkeit der Partikel (Kapitel 4.4.8)
und der Erfiillung der fiir die Reproduktionsmedizin und im Rahmen des Verbundprojektes
geforderten Reinheit des Protein eCG (s. Kapitel 4.7), ist die Minimierung des Verlustes an
Partikeln im Rahmen eines HGMF-Prozesses eine weitere Bedingung eines wirtschaftlichen
Prozesses.

Die Arbeitskapazitit des magnetischen Filters wurde bereits in Kapitel 4.5.3 bestimmt. Bei dem
Einsatz von 100 g M-PVAc Partikel konnte lediglich ein Verlust von 0,3 % Partikel im Ablauf
detektiert werden. Dahingegen konnten im Rahmen der ersten drei HGMF-Prozesse unter dem
Einsatz von je nur 20 g Partikel (Kapitel 4.6) keine Partikelverluste nachgewiesen werden. Im
vierten HGMF-Prozess unter der Verwendung von 60 g Partikel (Kapitel 4.6) konnte optisch eine
geringfiigige Partikelmenge im Ablauf des Separators nachgewiesen werden, die Menge wurde
jedoch nicht bestimmt.

Im Fall eines industriellen HGMF-Verfahrens resultiert ein Partikelverlust jedoch nicht nur durch
einen Austrag von Partikeln iiber die Durchfluss- und die Waschfraktionen, sondern auch durch
ein unvollstindiges Ausspiilen von Partikeln im Zuge der Partikelrezyklierung am Ende des
Prozesses. Im Separator verbliebene Partikel wiirden im Zuge anschlieBender Reinigungsschritte
in der Regel verloren gehen. Der Verbleib an Partikeln im Anschluss an den HGMF-Prozess
wurde durch Differenzbildung der eingesetzten Patikelmenge und der Partikelmenge nach
Ausschleusen der Partikel aus dem Separator, auf 1,3-1,8 % bestimmt. Durch Reinigung des

Separators sowie der Filterronden und der Riickfiihrung der an den Elementen haftenden Partikel
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(Abbildung 4.31), konnten jedoch lediglich ca. 0,05 % der eingesetzten Partikel wiedergefunden

werden.

Abbildung 4.31: Deckel der Filterkammer und Filterronden nach Ausspiilen der Partikel aus dem Separator

Die geringe Wiederfindungsrate an Partikeln nach Reinigung der Filterelemente ldsst darauf
schlieBen, dass der iiber Differenzbildung gravimetrisch bestimmte Verlust an Partikel
fehlerbehaftet ist. In fritheren Arbeiten wurde im Rahmen eines HGMF-Prozesses an der ebenfalls
mit dem Rotor-/Statorsystem arbeitenden HGMF-Laboranlage ein Partikelverbleib von ca. 0,2 %
bestimmt. Der Verbleib an Partikeln im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten HGMF-

Prozesse liegt schitzungsweise in der gleichen Gréfenordnung.

Bei der zur Reinigung von eCG eingesetzten HGMF-Pilotanlage handelt es sich um einen im
Rahmen des Verbundprojektes ,,ProGonado® entwickelten Prototypen. Im Zuge der
durchgefiihrten Versuchsreihen wurden Optimierungsmoglichkeiten fiir die HGMF-Anlage
erarbeitet. Bisher werden das obere und untere Gewinde der Filterkammer nicht durch eine
Dichtung vom Medium im Inneren des Separators getrennt, wodurch sich Partikel im Gewinde
ablagern konnen. Die Verwendung spaltfreier PTFE-Dichtungen vor den Schraubgewinden der
Separatorhiilse, sollte eine Reduktion des Partikelverlustes gewidhrleisten. Des Weiteren sollte in
nachfolgenden Modellen eine Rotor-/Stator-Konstruktion iiber ein fixes Rotorelement und zwei
links und rechts einpassbare Statoren mit stapelformigem Aufbau von Halbkreiselementen

realisiert werden, was zu einer optimierten Reinigung der Filterelemente fiihrt.

4.9 Effizienz des HGMF-Prozesses zur Reinigung von eCG

Die in den vorangegangenen Kapiteln vorgestellte vereinfachte Reinigung von eCG durch die

Verwendung magnetischer Mikrosorbentien im HGMF-Prozess (Kapitel 4.6) fiihrt zu einer
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Reduktion des Bedarfs an Ethanol um zwei Drittel, ebenso verkiirzt sich die Prozessdauer durch
die Einsparung der zweiten Ethanol-Féllung um 20 Stunden. Des Weiteren wurde eine Reduktion
von 5 Prozessschritten im Vergleich zur konventionellen Reinigung nach Gospodarowicz &

Papkoff [1967] erreicht (Tabelle 4.19).

Die fiir die aufgefiihrte Reinigung von eCG verwendeten Seren besallen eine Wertigkeit von 100-
140 TUror mL™" im Falle von Gospodarowicz & Papkoff [1967] und 200 ME mL™" im Falle dieser
Arbeit, was etwa 53 IUgot mL! entspricht (3,8 ME mL! =1 IUroT mL'l). Seren mir einer
Wertigkeit von 400 ME mL" (105 IUgor mL™") kénnen jedoch nur in kurzen Stadien der
Trachtigkeit des Tieres gewonnen werden. Durchschnittlich betragt die Wertigkeit des Serums 200
ME mL". Es konnte gezeigt werden, dass die durchgefiihrte vereinfachte Reinigung von eCG
unter Verwendung magnetischer Mikrosorbentien sich ebenfalls fiir die Reinigung von eCG aus

Seren mit geringem Gehalt des Zielproteins eignet.

Tabelle 4.19: Gegeniiberstellung der einzelnen Prozessschritte und deren resultierende spezifische Aktivitat

im konventionellen und vereinfachten Reinigungsverfahren des Proteins eCG

konventionelle Reinigung
vereinfachte Reinigung
[Gospodarowicz & Papkoff, 1967]

spezifische spezifische
Schritt Aktivitat Schritt Aktivitdt
[IUror/mg] [[Ugror/mg]
. Meta-Phosphorsiure Meta-Phosphorsdure
Féllung Féllung
2 EtOH-Féllung (50 % v/v) EtOH-Fallung (50 % v/v)
3 EtOH-Féllung (75 % v/v) 530-825 Ultra-/Diafiltration 250-280
4 Dialyse IEX-Sorbentien (HGMF- 600-1300
Prozess)
5  Lyophilisierung 600
6  Gelfiltration 2400-3750
7  IEX-Chromatographie 200
8 IEX-Chromatographie 560
9  IEX-Chromatographie 13800-17700

Die Fraktion nach der Gelfiltration zeigt im Vergleich zu den weiteren ermittelten spezifischen

Aktivitdten mit 2400-3750 IUrot mg'1 eine sehr hohe spezifische Aktivitit. Gospodarowicz &
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Papkoff [1967] stellten bereits im Anschluss an die Gelfiltration fest, dass die ermittelte
Retentionszeit auf ein hoheres wie das fiir das Protein eCG ermittelte Molekulargewicht hinweist
und begriindeten dies mit der Aggregierung des eCG bzw. der Komplexbildung mit anderen

vorliegenden Serumproteinen.

Das Lyophilisat im Anschluss an die Dialyse der konventionellen Fallung fiihrt aufgrund der
durchgefiihrten zweiten Ethanol-Fillung zu einen Produkt mit ca. der doppelten spezifischen
Aktivitdt im Vergleich zu dem erhaltenen Ultra-/Diafiltrat der vereinfachten Reinigung (Tabelle
4.19). Im Anschluss an die Reinigung des Proteins eCG im HGMF-Prozess liegt eCG mit einer
spezifischen Aktivitdt von 600-1300 [Ugor mL"! vor. Eine spezifische Aktivitit > 600 [Ugot mL!
wurde im konventionellen Prozess erst nach drei IEX-Chromatographieschritten (Schritt 9)
erreicht. Die Option eines hoherwertigen Produktes durch den mehrfachen Einsatz von IEX-
Sorbentien im HGMF-Prozess wurde nicht untersucht, da das Eluat des HGMF-Prozesses bereits

die gesetzlich geforderte Reinheit erreicht.

Bei der Versuchsdurchfiihrung im Labormafstab konnten hohere spezifische Aktivitdten (1735 -
2166 IUgsA mg'l, Kapitel 4.4.3), als im TechnikumsmalBstab ermittelt werden (bis zu 1000
IUELIsA mg’l, Kapitel 4.6). Eine mogliche Ursache hierfiir ist der Umstand, dass im Labormal3stab
die Separation der Partikel mit Hilfe eines Handmagneten erfolgte, was eine nahezu vollstdndige
Abtrennung des Uberstandes gewihrleistet. Im TechnikumsmaBstab erfolgt die Partikelabtrennung
dagegen in einem stindig mit Fliissigkeit gefiillten Magnetfilter, wodurch es bei Pufferwechseln
zu einer Riickvermischung und geringeren Waschleistungen kommt. Obwohl die im
Labormalstab erhaltenen Eluate nicht im Rattenovartest getestet wurden, lasst sich vermuten, dass
durch eine weitere Optimierung des HGMF-Magnetfilters eine Steigerung der spezifischen

Aktivitat an eCG im Produkt erreicht werden kann.

Eine weitere Erkldrung fiir die abweichenden spezifischen Aktivitdten bietet die unterschiedliche
Partikelkonzentration wihrend des Elutionsschrittes (Abbildung 4.32) im LabormafBstab (Kapitel
4.4.3) und den durchgefiihrten HGMF-Versuchen (Kapitel 4.6). Bei einem Vergleich der im
Verlauf der Elution resultierenden Partikelkonzentrationen des Laborversuches sowie des zweiten
und dritten HGMF-Prozesses ldsst sich eine Korrelation zwischen der Partikelkonzentration
wihrend der Elution und der resultierenden spezifischen Aktivitit des Lyophilisates in IUgpsa
mg! feststellen. Eine Ausnahme stellt der vierte HGMF-Prozess dar. Hier konnten bei einer
eingesetzten Menge von insgesamt 60 g Partikeln und einer daraus resultierenden
Partikelkonzentration von 55,6 g L' wihrend des Elutionsschrittes lediglich eine spezifische
Aktivitdt von 598 IUgrsa mg'1 bestimmt werden. Zu den Ursachen der unerwartet niedrigen

spezifischen Aktivitdt des Produktes des vierten HGMF-Prozesses zdhlt die Hinzunahme von
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Partikeln zweiter Wahl zum Erreichen einer Partikelmenge von 60 g. Desweitern weichen die
optimalen Elutionsbedingungen fiir eine Partikelkonzentration von 55,6 g L™ méglicherweise von
den in Vorversuchen bei einer Partikelkonzentration von 5 g L™ ermittelten Werten ab. Bei einem
Einsatz von 100 g hochwertiger M-PVA-DEAP Partikel im Separator und einem Elutionsvolumen
von 1800 mL l&sst sich jedoch eine hohe Produktkonzentration im Eluat sowie eine spezifische

Produktaktivitiat von mehr als 1000 IUg; s mg'1 vorhersagen.
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Abbildung 4.32: Zusammenhang zwischen der resultierenden spezifischen Produktaktivitit und der
wihrend des Elutionsschrittes vorliegenden Partikelkonzentration fiir Versuche im Laborbormaf3stab sowie

im zweiten, dritten und vierten HGMF-Prozess

Die bereits unter 2.7.3 vorgestellte Alternative zur Reinigung von eCG nach Gonzdlez et al.
(1998) liefert im Anschluss an eine Féllung des Plasmas mit Essigsédure (pH 4) und einer Ultra-
/Diafiltration mit zwei anschlieBenden chromatographischen Reinigungsschritten eCG mit einer
spezifischen Aktivitit von 3700 [Uror mg™'. Das vorgereinigte eCG nach Fillung des Serums mit
Essigsdure und anschlieBender Ultra-/Diafiltration eignet sich aufgrund des zu hohen
Proteingehaltes nach lediglich einer Prézipitation jedoch nicht zur weiteren Reinigung an

magnetischen Anionenaustauschersorbentien (Einzeldaten nicht gezeigt).
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4.10 Weitere Vorteile der vereinfachten eCG-Vorreinigung

In Kapitel 4.1.1 wurden bereits die Resultate der Chromatographie von konventionell
vorgereinigtem eCG vorgestellt. Zur weiteren Verdeutlichung der effizienteren Reinigung des
Zielproteins eCG nach vereinfachter Vorreinigung (Kapitel 3.5.1.2) wird im Folgenden die
chromatographische Reinigung von eCG nach einer entsprechenden Vorbehandlung dargestellt. In
Voruntersuchungen (Kapitel 4.1.1 und 4.3) unter dem Einsatz von eCG nach konventioneller
grober Vorreinigung des eCG (Kapitel 3.5.1.1), konnte bereits gezeigt werden, dass der Einsatz
der magnetischen Sorbentien (Kapitel 4.3) im Vergleich zur konventionellen Chromatographie an
Q FF-Material (Kapitel 4.1.1) zu einer Steigerung der Ausbeute um 17 % sowie zu einer 10-
fachen Steigerung des Aufreinigungsfaktors fiihrte.

Zur Untersuchung, inwieweit die vereinfachte Vorreinigung auch im Falle einer ,klassischen®
weitergehenden Reinigung mittels Sdulenchromatographie Vorteile erbringt, wurde zunéchst ein
Sdulenscreening im 1 mL Malstab durchgefiihrt. Tabelle 7.8 im Anhang zeigt die Ergebnisse
eines, mit nach Kapitel 3.5.1.2 vorgereinigtem eCG, durchgefiihrte Sédulenscreening. Bei der
Testreihe zeigte sich, dass im Fall von vereinfacht vorgereinigtem eCG sich das Séulenmaterial Q
FF als am besten erweist. Die erreichte Ausbeute des Chromatographieschrittes lag bei ca. 70 %
bei einem auf das Ausgangsserum bezogenen Aufreinigungsfaktor von 840. In der Folge wurde
die sdulenchromatographische Reinigung mit Q FF Material von 1 mL auf ein Sdulenvolumen von

20 mL skaliert.

Aufgrund der vorgenommenen Filtration und dem daraus resultierenden Stufenverlust von 12 %,
vor der Injektion der Probe auf die Séule lag die absolute Beladung dieses Versuches bei 8800
IUgLsa. Das Elutionsdiagramm an Q FF (Abbildung 4.33) des Proteins eCG nach vereinfachter
Vorreinigung zeigt den Elutionspeak von eCG bei 61,3 min, was einer korrigierten Retentionszeit
von 37 min entspricht sowie einen weiteren Elutionspeak bei 74,1 min. Die Hohe des eCG-

Elutionspeaks betrug 657 mAU.
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Abbildung 4.33: Elutionsdiagramm an Q FF des Proteins eCG bei einer absoluten Beladung von 8800

[Ugpsa. Linearer Gradient: 0-1 M NaCl iiber 20 Sdulenvolumen; Fluss: 2 mL min™. Aquilibrierungs- und

Probenaufnahmepuffer:

Ammoniumacetat, 1M NaCl, pH 4,5. UV Detektion bei 280 nm

0,02 M Ammoniumacetat, pH 4,5; Elutionspuffer (Puffer B): 0,02 M

Tabelle 4.20: Zusammenfassung der Reinigung von eCG an konventionellen Chromatographiematerialien

(Q FF) und magnetischen Sorbentien (DEAP) nach vereinfachter Vorreinigung (Kapitel 3.5.1.2)

Reinigungs- Protein eCG Volumen Ausbeute Aufreinigungs-  Konzentrierungs-
schritt [mg/mL] [TUgp1s4/mL] [mL] [%] faktor faktor
Serum 64 43,8 303 100 1 1
HPO; ppt 7,24 31,2 363 85,4 6,29 0,71
UF/DF 0,49 186 53 74,5 556 4,25
Filtrat 0,46 186 46,6 65,5 592 4,25
Eluat (Q FF) 0,29+0,09 247+56,6 25+5 45,2+1,1 1286+198 5,64+1,3
Serum 66+6,1 49+8,6 378 100 1 1
HPO; ppt 8,5+2,1 41+14 441 90+9,7 6,4 0,8+0,2
UF/DF 0,8+0,5 184+14 77 7149,6 310+200 3,7+0,8
Sorptions-

dberstand 0,33+0,02 8+5.,4 77

Eluat I (DEAP) 0,6+0,08 774146 15 58+9,2 1738+138 16+0,9
Eluat II (DEAP)  0,17+0,007 120+11 15 940,84 924+49 2,5+0,23
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Tabelle 4.20 zeigt eine Gegeniiberstellung der Ergebnisse der weiterfithrenden eCG-Reinigung
unter FEinsatz magnetischer Mikrosorbentien (Kapitel 4.4.3, Tabelle 4.6) bzw. einer
Sdulenchromatographie. Bei einem, bezogen auf Volumen und Wertigkeit des Serums,
vergleichbaren Versuchsansatz konnte mittels der magnetischen Sorbentien (5 g L") im Vergleich
zum Q FF-Material eine 22 % hohere Ausbeute erzielt werden. Der Aufreinigungsfaktor konnte,
bezogen auf das zweite Eluat, um den Faktor 1,4, der Konzentrierungsfaktor um den Faktor 2,8
erhoht werden. Im Fall des Q FF-Materials betrug die erreichte spezifische Aktivitit des eCG 581
IUELIsA mg'1 (£ 93,5). Die ermittelte Standardabweichung bezieht sich im Fall des Q FF-Materials
auf eine Dreifachbestimmung. Die Reinigung des Proteins eCG an magnetischen
Anionenaustauschersorbentien (Doppelansatz) fiihrte zu einem Produkt mit einer spezifischen
Aktivitit von 1951 TUgisa mg” (+ 305). Die resultierende geringere spezifische Aktivitit im Fall
des verwendeten Q FF Materials trotz des, im Gegensatz zu den magnetischen Mikrosorbentien,
Vorhandenseins mehrerer Trennstufen, beruht mdglicherweise auf einem Uberangebot freier
Bindestellen, welche neben dem Zielprotein eCG zusitzlich von Fremdproteinen besetzt und mit

dem eCQG eluiert werden.

Neben dieser hoheren spezifischen Aktivitit des eCG im Anschluss an die Reinigung mit Hilfe
magnetischer Mikrosorbentien, ist ein weiterer Vorteil dieses Prozesses die Verkiirzung der
Prozessdauer. Die gesamte Zeitdauer der Reinigungsschritte eines HGMF-Prozesses betrdgt ohne
die anfangliche Suspensionsaufgabe nur ca. 70 min (Tabelle 4.12). Fir die Aufgabe der
Suspension kommt noch eine Minute pro Liter hinzu, so dass sich fiir 50 L Ausgangslosung
insgesamt eine Prozesszeit von zwei Stunden ergibt. Die Zeit zur Reinigung von 50 L Losung an

einer Chromatographiesdule von z.B. 50 mL Saulenvolumen betrdgt dabei ein Vielfaches.

4.11 Analyse des Reinigungsprozesses mittels MALDI-ToF-MS

Zur Identifizierung der Proteine im zweiten Eluat des HGMF-Prozesses wurde ein tryptischer in-
Gel Verdau mit anschlieBender Massenspektrometrie durchgefiihrt (Kapitel 3.4.6). Des Weiteren
wurden Serumproteine, im Uberstand verbleibende Proteine nach der durchgefiihrten Siureféllung
sowie Proteine im Ultra-/Diafiltrat nach grober Vorreinigung des Serums mit Hilfe der
Massenspektrometrie identifiziert.

Die gewéhlte Methode fiir die Identifizierung wird als Peptidmassen-Fingerabdruck (peptide mass
fingerprint, PMF) bezeichnet [Pappin et al., 1993] die Vorgehensweise ist Kapitel 3.4.6 zu
entnehmen. Fiir die Identifizierung der Proteine wurde die Suchmaschine Mascot verwendet.
Unter Angabe zuvor definierter Bedingungen wie z.B. der Taxonomie, der Massentoleranz und

des Spaltenzyms werden die in der Datenbank enthaltenen Proteine in silico verdaut. Die
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verwendete Suchmaschine errechnet im Anschluss aus der Anzahl der Ubereinstimmungen
zwischen den gemessenen und errechneten Peptidmassen eine Wahrscheinlichkeit fiir die
statistische Signifikanz des identifizierten Proteins, den sogenannten Score. Bei einem Score > 71
handelt es sich um ein signifikantes Ergebnis. Trotz guter Massengenauigkeit von ca. 50 bzw. 100
ppm durch interne, bzw. externe Kalibrierung [Chamrad, 2004], gibt es aufgrund der Grofe der
Datenbank und der damit verbundenen groen Menge an generierten Peptiden immer mehrerer
Proteine, denen eine bestimmte Peptidmasse zugeordnet werden kann. Posttranslationale
Modifikationen, wie Glykosylisierung, schrinken die Wahrscheinlichkeit einer Identifizierung
zusitzlich ein, da durch die Einbeziehung eventueller Modifikationen die Wahrscheinlichkeit an

Zufallstreffern zunimmt.
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Abbildung 4.34: SDS-Gelelektrophorese zur Identifizierung der Proteine in Serum und den
Reinigungsschritten der groben Vorreinigung von eCG. Auftragung von je 10 pg Gesamtprotein. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte iiber ein 12 %-iges SDS-PAGE mit 5 %-igem Sammelgel, mit
anschlieBender Coomassie-Farbung. M: Marker (Firma Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland); 1: Serum; 2: Uberstand nach meta-Phosphorséure Prizipitation; 3: Ultra-/Diafiltrat

Das in Abbildung 4.34 dargestellte Gel zeigt das Proteinmuster verschiedener Abschnitte zur
Reinigung von eCG aus Serum (Fraktion 1), im Anschluss an die Féallung mit meta-Phosphorsiure
(Fraktion 2), die Ethanol-Fillung und die anschlieBende Ultra-/Diafiltration (Fraktion 3). Die

gekennzeichneten Banden konnten mit Hilfe der verwendeten Datenbank massenspektrometrisch
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identifiziert werden. Insgesamt wurden 13 verschiedene Proteine der Spezies Equus caballus

(Pferd) identifiziert.

Tabelle 4.21 zeigt die korrespondierenden Proteinidentifikationen der Spezies Equus caballus
unter der jeweiligen Nummer. Ein Vergleich des theoretischen Molekulargewichtes (Tabelle 4.21)
und des tatsdchlichen Molekulargewichtes (Abbildung 4.34) zeigt in einigen Féllen eine starke
Abweichung. Bei den meisten Serumproteinen handelt es sich um Glykoproteine. Bei dem in der
Datenbank theoretisch verdauten Protein werden dessen Glykan-Reste nicht beriicksichtigt, was
die Massendifferenz verursacht. Die Glykoproteine alpha-2-Makroglobulin, Ceruloplasmin und
der Komplementfaktor B besitzen beispielsweise ein Molekulargewicht von 725 kDa [Svensson et

al., 1995], 115 kDa [Medda et al., 1987], bzw. 100 kDa [Andoh et al., 1997].

Tabelle 4.21: Signifikant identifizierte Proteine aus Equus caballus nach grober Reinigung des eCG

Proteinbande Identifiziertes Protein Theoretisches Theoretischer Score

Molekulargewicht* pl-Wert*

[kDa]
1 Alpha-2-Makroglobulin 163,9 6,24 106
2 Ceruloplasmin 122,8 5,36 83
3 Komplementfaktor B 87,3 6,75 77
4 Transferrin 80,2 5,15 206
5 Serumalbumin 70,4 5,95 111
6 Immunoglobulin p (heavy chain) 50 5,52 106
7 Histidin-reiches Glykoprotein 43,5 7,1 102
(HRG)
8 Immunoglobulin gamma 5 (heavy 36,4 5,95 68
chain)
9 Immunoglobulin gamma 4 (heavy 36,2 7,71 93
chain)
10 Haptoglobin 38,9 5,59 124
11 Apolipoprotein A-I 30,3 5,66 60
12 saures alpha 1-Glykoprotein 234 5,07 122

*: ohne Glykan-Anteil



Seite 114 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 4.35 zeigt das SDS-Gel nach Auftragen der gewonnenen Eluate des zweiten Zyklus (2)
des zweiten HGMF-Prozesses der vielfachen Partikelrezyklierung (Tabelle 4.14).

Fraktion vier zeigt ein kommerzielles eCG-Prédparat der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland).

Insgesamt konnten 6 verschiedene Proteine der Spezies Equus caballus identifiziert werden.
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Abbildung 4.35: Gelelektrophorese zur Identifizierung der Proteine in den Eluaten nach Reinigung von
eCG an Anionenaustauschern. Es wurde je ein &dquivalentes Volumen von 7,5 ul aufgetragen. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte iiber ein 12 %-iges SDS-PAGE mit 5 %-igem Sammelgel, mit
anschlieBender Coomassie-Farbung. Die aufgetragenen Eluate stammen aus dem zweiten HGMF-Prozesse
der vielfachen Partikelrezyklierung, zweiter Zyklus (2) (Tabelle 4.14). M: Marker (Firma Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland); 1: Eluat I; 2: Eluat II; 3: Eluat III; 4: kommerzielles eCG
(Merck, Darmstadt, Deutschland) [70 IU]

Tabelle 4.22 zeigt die korrespondierenden Proteinidentifikationen der Spezies Equus caballus
unter der jeweiligen Nummer.

Bei dem identifizierten Protein saures alpha 1-Glykoprotein (AGP), welches auch unter der
Bezeichnung Orosomucoid bekannt ist (Tabelle 4.22), handelt es sich um ein Protein mit einem
Glykan-Anteil von 45 % [Fournier et al., 2000] bzw. 31,4 % [Taira et al., 1992] und einem
isoelektrischen Punkt (pI) von 2,8-3,8 [Fournier et al., 2000; Taira et al., 1992]. Aufgrund des
hohen Glykan-Anteiles, der bei der durch die Datenbank angegebenen Masse nicht beriicksichtigt
wird, besitzt das Protein ein Molekulargewicht von 41-43 kDa [Fournier et al., 2000]. Eine
mogliche Reinigung des AGP ist aufgrund des niedrigen pl-Wertes des Proteins durch das
vorgenommene Reinigung von eCG aus Serum (Séurefillung des Proteins bis zu einem pH von

3,0, weitere Reinigung iiber Anionenaustauscher) moglich. Durch die Identifizierung des AGP



Ergebnisse und Diskussion Seite 115

nach der groben Reinigung des Serums durch Siure- und Losungsmittelfallung im darauf
folgenden Ultra-/Diafiltrat (Tabelle 4.21) konnte dies bestétigt werden. Die biologische Funktion
des sauren AGP ist noch nicht vollstindig gekldrt, im Zusammenhang mit bestimmten
Erkrankungen kann jedoch ein erhohter Serumgehalt an AGP nachgewiesen werden [Tamura et
al., 1989]. Bei adulten Pferden betrdgt die Konzentration an AGP 99,2 £ 26,9 ng mL! [Taira et al.,
1992], im Vergleich von einer eCG Konzentration im Blut trachtiger Stuten von 5-10 pg mL™. Bei
trachtigen Stuten konnte eine Abnahme der AGP-Konzentration in den letzten 2-3 Monaten der
Trachtigkeit nachgewiesen werden. Die Reinigung des AGP aus Serum erfolgt beispielsweise iiber
eine Ammoniumsulfat-Fallung mit anschlieBender Anionen- und

Kationenaustauschchromatographie sowie Gelfiltration [Taira et al., 1992].

Tabelle 4.22: Signifikant identifizierte Proteine aus Equus caballus im Eluat im, Anschluss an den HGMF-

Prozess
Proteinbande Identifiziertes Protein Theoretisches Theoretischer Score
Molekulargewicht™* pl-Wert*
[kDa]

1 saures alpha 1-Glykoprotein 23,4 5,07 85
2 saures alpha 1-Glykoprotein 23,4 5,07 106
3 saures alpha 1-Glykoprotein 234 5,07 84
4 Haptoglobin 38,3 5,59 114
5 Lipokalin 2 (oncogene 24p3) 33,4 5,06 116
6 saures alpha 1-Glykoprotein 23,4 5,07 119

*: ohne Glykan-Anteil

Das Zielprotein eCG konnte weder im Eluat nach dem HGMF-Prozess, noch im kommerziellen
eCG-Préparat mit Hilfe von MALDI-ToF-MS nachgewiesen werden. Eine mdgliche Ursache
dafiir konnte in der hohen Glykosylierung zu suchen sein. Die angewandte MALDI Fingerprint
Methode ist nicht zur Identifizierung von Glykoproteinen geeignet, da die tryptischen Peptide von
Glykoproteinen schlecht ionisierbar sind. Die Folge sind Signale mit geringer Intensitdt oder
fehlende Signale [Lochnit & Geyer, 2004]. Zudem verdndern die Zuckerreste die Masse der
tryptischen Peptide. Diese beiden Effekte erschweren bzw. verhindern eine Zuordnung der
bestimmten Massen mit dem in silico durchgefiihrten tryptischen Verdau und der daraus

bestimmten Massen [Kiister et al., 1998].
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Zur Identifikation des Proteins eCG wurde ein Vergleich der Peptidspektren der tryptisch
verdauten Proteine in einem Bereich von 20 bzw. 40 kDa, was dem Molekulargewicht der a- bzw.

- Untereinheit des eCG entspricht [Christakos & Bahl, 1979], vorgenommen.

Die Abbildungen 4.37 und 4.38 zeigen das Massenspektrum der in Abbildung 4.36 mit einem

Stern gekennzeichneten Proteinbanden auf der Hohe von ca. 20 kDa und 40 kDa.
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Abbildung 4.36: SDS-Gelelektrophorese zur Identifizierung des Proteins eCG im Eluat nach Reinigung an
Anionenaustauschern. Es wurde je ein dquivalentes Volumen von 7,5 pl aufgetragen. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte iiber ein 12 %-iges SDS-PAGE mit 5 %-igem Sammelgel, mit anschliefender Coomassie-
Férbung. Die aufgetragenen Eluate stammen aus dem zweiten HGMF-Prozesse der vielfachen
Partikelrezyklierung, zweiter Zyklus (2) (Tabelle 4.14). M: Marker (Firma Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland); 1: Eluat I; 2: Eluat II; 3: Eluat III; 4: kommerzielles eCG (Merck, Darmstadt,
Deutschland) [70 IU]

Die Proteinbande auf Hohe von etwa 40 kDa des nach dem zweiten HGMF-Prozess gewonnenen
Eluat II (2) (Tabelle 4.14) sowie die Proteinbande mit gleichem Molekulargewicht des
kommerziellen eCG-Priparates weisen nach dem durchgefiihrten tryptischen Verdau ein nahezu
identisches Peptidspektrum auf (Abbildung 4.37). Dies ldsst vermuten, dass es sich hierbei um das

gleiche Protein handelt.
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Abbildung 4.37: MALDI-Ergebnis eines tryptischen in-Gel Verdaus der ca. 40 kDa Bande im Eluat II (2)
(Tabelle 4.14) (oben) und kommerzieller Standard (Merck, Darmstadt, Deutschland) (unten)

Weiterhin zeigten die Proteinbanden nach tryptischen in-Gel Verdau auf Hohe von etwa 20 kDa
des nach dem zweiten HGMF-Prozess gewonnenen FEluat II (2) (Tabelle 4.14) sowie die
Proteinbande mit gleichem Molekulargewicht des kommerziellen eCG-Préparates ein nahezu
identisches Peptidspektrum auf (Abbildung 4.38). Es ist daher anzunehmen, dass es sich bei den
beiden mittels Gelelektrophorese (Abbildung 4.36) aufgetrennten Proteinbanden um die a- bzw. -
Untereinheit (20 bzw. 40 kDa) des Zielproteins eCG handelt.
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Abbildung 4.38: MALDI-Ergebnis eines tryptischen in-Gel Verdaus der ca. 20 kDa Bande im Eluat II (2)
(Tabelle 4.14) (oben) und kommerzieller Standard (Merck, Darmstadt, Deutschland) (unten)

Zusitzlich erfolgte mit der MALDI-Massenspektrometrie eine Massenbestimmung der gereinigten
Fraktion des Eluates nach Reinigung des eCG an magnetischen Mikrosorbentien sowie des
kommerziellen eCG-Préiparates der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland). Die verwendeten
Matrizes Sinapinsédure (3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsiure) und 2,5-Dihydroxybenzoesédure sind
die in der Literatur beschriebene gebrdauchliche Matrizes bei MALDI-Analysen zur
Massenbestimmung von Glykoproteinen [Jacoby et al., 2000; Blanchard et al.; 2006, Resemann et
al., 2007]. Bei dem Einsatz von Sinapinsaure zeigte das Massenspektrum des kommerziellen eCG-
Priparates lediglich ein starkes Rauschen der Basislinie (Daten nicht gezeigt). Die eCG-Fraktion
nach Reinigung an magnetischen Anionenaustauschern zeigte lediglich einen Peak bei einer
Masse von 13,8 kDa (Daten nicht gezeigt). Bei der Verwendung von 2,5-Dihydroxybenzoesiure

(DHB) konnte lediglich ein starkes Rauschen der Basislinie (Daten nicht gezeigt) detektiert

werden.
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Die Verwendung eines Reflektor Detektors verursacht die {iberproportionale Beschleunigung der
Fragmente aus metastabilen Zustdnden, was zu einem Grundrauschen im Massenspektrum
beitrdgt. Eine Mogliche Ursache fiir das starke Rauschen der Basislinie im Fall des
Massenspektrums des kommerziellen eCG-Praparates konnte der Zerfall der Matrix-Cluster

wihrend der Flugzeit sein [Krutchinsky & Chait, 2002].

4.11.1 Deglykolisierung

Wie bereits in Kapitel 4.11 erldutert, verdndern die Zuckerreste der Glykoproteine die Masse der
tryptischen Peptide, wodurch eine Zuordnung der bestimmten Massen mit dem in silico
durchgefiihrten tryptischen Verdau und der daraus bestimmten Massen erschwert wird. Dieser
Effekt sollte durch die Deglykolisierung des Zielproteins beseitigt werden. Die Deglykolisierung
erfolgte mit Hilfe des enzymatischen Protein Deglykolisierungs Kit E-DEGLY der Firma Sigma-
Aldrich Co (St. Louis, USA).

Das Glykoprotein eCG tragt neben N-glykosidisch gebundenen Glykanen auch O-glykosidisch
gebundene Glykane [Legardinier et al., 2005a; Damm et al., 1990]. Wihrend die a- Untereinheit
lediglich N-glykosidisch gebundenen Glykanstrukturen trigt [Legardinier et al., 2005a], konnten
bei der B- Untereinheit sowohl N-glykosidisch als auch O-glykosidisch gebundene Glykane
nachgewiesen werden [Damm et al., 1990]. Die Glykanstrukturen des eCG und die Rolle der

Glykane in der Signaltransduktion wurden in Kapitel 2.7.2 eingehend beschrieben.

Das im Kit enthaltene Enzym PNGase F (Peptid—-N—Glykosidase F) spaltet spezifisch nahezu alle
N-glykosidisch gebundene Glykane [Tarentino & Plummer, 1994]. Lediglich N-
Acetylglukosamine der Glykoproteine von Pflanzen oder parasitischen Wiirmern sind resistent
gegeniiber PNGase F [Taga et al., 1984]. Zur Entfernung intakter O-glykosidisch gebundener
Glykanstrukturen existiert kein zu PNGase F vergleichbares Enzym. Die Monoaccharide miissen
iiber eine Reihe von Exoglykosidasen entfernt werden. Das Enzym Neuramidase (Sialidase)
spaltet sowohl verzweigte als auch unverzweigte Sialinsduren von Glykoproteinen [Uchida et al.,
1979]. O-Glykosidase (endo-o-N-Acetylgalaktosaminidase) spaltet alle unsubstituierten O-
glykosidisch  verkniipften Galactosyl-f  1,3-N-Acetyl-D  Galaktosamin (Galf1,3GalNAc)
Disaccharide ab [Iwase & Hotta, 1993]. B(1-4)-Galaktosidase oxidiert primire Hydroxygruppen
von nichtreduzierenden, terminalen B(1-4)-verkniipften Galaktose-Resten [Glasgow et al., 1977].
B-N-Acetylglukosamidase spaltet alle nichtreduzierende terminale B-N-Acetylglukosamin Reste

ab [Glasgow et al., 1977]. Die Versuchdurchfiihrung erfolgte wie in Kapitel 3.4.7 beschrieben.
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Abbildung 4.39 zeigt das im Anschluss an eine Gelelektrophorese erhaltenen Proteinmuster der
eingesetzten Proben vor (Fraktion 1 und 5) und nach (Fraktion 2 und 6) durchgefiihrter
Deglykolisierung (siche Kapitel 3.4.7). Rinderserumalbumin (BSA) (Fraktion 3 und 7) wurde als

Kontrollprotein flir den tryptischen Verdau verwendet.

Mit den markierten ausgeschnittenen Gelbanden der Fraktionen 4, 8-10 wurde ein tryptischer in-
Gel Verdau durchgefiihrt (siche Kapitel 3.4.7). Die eingesetzten Proben der HPLC-Fraktionen

resultieren nach konventioneller grober Vorreinigung des eCG.
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Abbildung 4.39: SDS-Gelelektrophorese zur Kontrolle der enzymatischen Deglykolisierung. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte iiber ein 12 %-iges SDS-PAGE mit 5 %-igem Sammelgel, mit
anschlieBender Coomassie-Féarbung. Auftragung von 8 pg (Fraktion 1), 10 pg (Fraktion 2) bzw. 12 pul
(Fraktion 8-10). M: Marker (Firma NEB, Ipswich, USA); 1: grob gereinigtes eCG, 2: grob gereinigtes eCG
deglykolisiert; 3: BSA Sigma-Aldrich Co, St. Louis [10 pg]; 4: eCG Merck, Darmstadt [50 IU]; 5: Fetuitin
(enzymatic protein deglycosilation Kit, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, USA); 6: Fetuitin deglykolisiert; 7:
BSA Sigma-Aldrich Co, St. Louis [10 pug]; 8: eCG-Fraktion nach Reinigung an Mono Q; 9: eCG-Fraktion
nach Reinigung an Q FF; 10: eCG-Fraktion nach Reinigung an DEAE

Bei den in Fraktion 2 (Abbildung 4.39) zusétzlich auftretenden Proteinbanden handelt es sich um
die zur Deglykolisierung der eCG-Probe eingesetzten Enzyme O-Glykosidase (180 kDa), -N-
Acetylglukosamidase (140 kDa), Neuramidase (60 kDa) und PNGase F (36 kDa). Das Enzym
Galaktosidase kann aufgrund seines hohen Molekulargewichtes von 350 kDa im 12 %-igen SDS-
Page nicht nachgewiesen werden. Die Molekulargewichte der einzelnen Enzyme wurden der

Produktinformation des verwendeten Deglykolisierung Kits entnommen.

Durch die vielen negativ geladenen Zuckerreste (z.B. Sialinsdure) der Glykoproteine ergibt sich

eine variable Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld, wodurch die mit Coomassie
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gefarbten Banden der Glykoproteine im SDS-Page unscharf erscheinen. In Folge der
Deglykolisierung konnten in der zweiten Fraktion des SDS-Page (Abbildung 4.39) bis auf eine

Bande bei ca. 23 kDa, nur noch scharfe Proteinbanden detektiert werden.

Zur Kontrolle der durchgefiihrten Deglykolisierung wurde eine weitere Gelelektrophorese mit
anschlieender Fuchsin-Farbung (Abbildung 4.40) zum spezifischen Nachweis von

Glykoproteinen eingesetzt.

Bei dem zur Kontrolle der enzymatischen Deglykolisierung im Kit enthaltene Fetuin-A (alpha-2-
HS-Glykoprotein) konnte eine nahezu vollstindige Deglykolisierung nachgewiesen werden
(Fraktion 3). Die eCG-Probe nach grober Vorreinigung des eCG zeigte lediglich eine
Proteinbande auf Hohe von ca. 33 kDa (Fraktion 5). Bei diesem Protein handelt es sich

moglicherweise um ein Fragment eines nicht vollstindig deglykolisierten Glykoproteins.
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Abbildung 4.40: SDS-Gelelektrophorese zur Kontrolle der enzymatischen Deglykolisierung. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte iiber ein 12 %-iges SDS-PAGE mit 5 %-igem Sammelgel, mit
anschlieBender Fuchsin-Farbung. Auftragung von je 8 ng Gesamtprotein (Fraktion 2-4). M: Marker (Firma
NEB, Ipswich, USA); 1: eCG Merck, Darmstadt [S0 [U] deglykolisiert; 2: Fetuitin (enzymatic protein
deglycosilation Kit, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, USA); 3: Fetuitin deglykolisiert; 4: grob gereinigtes
eCQG, 5: grob gereinigtes eCG deglykolisiert

Tabelle 4.23 zeigt die zu Abbildung 4.39 korrespondierenden Proteinidentifikationen nach
tryptischem Verdau und anschlieBender massenspektrometrischer Untersuchung. Von den nach

vorgenommener Deglykolisierung ausgeschnittenen Proteinbanden der zweiten Fraktion
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(Abbildung 4.39) konnten mittels MALDI-Analyse zwei Proteine der Spezies Equus caballus
identifiziert werden. Das theoretische Molekulargewicht von 43,5 kDa des Histidin-reichen
Glykoproteins (HRG) stimmt mit den im SDS-Page bestimmten molekularen Masse {iberein, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass eine Deglykolisierung des Protein stattgefunden hat.
Bei HRG handelt es ich um ein Glykoprotein mit einem Kohlehydratanteil von 14 %, mit sechs N-
glykosidisch gebundenen Glykanstrukturen [Jones et al., 2005].

Tabelle 4.23: Signifikant identifizierte Proteine nach tryptischem in-Gel Verdau (Abbildung 4.39)

Protein- Identifiziertes Protein Theoretisches Theoretischer Score Organismus
bande Molekulargewicht* pl-Wert*
[kDa]
1 saures alpha 1-Glykoprotein 23,4 5,07 115 Equus caballus
4 Histidin-reiches Glykoprotein 43,5 7,1 102 Equus caballus
(HRG)
5 Transthyretin 15,9 5,36 143 Equus caballus
7 Serumalbumin 71,2 5,82 115 Bos taurus
9 alpha-2-HS-Glykoprotein 39,1 5,26 161 Bos taurus
(Fetuin-A)
11 Serumalbumin 71,2 5,82 115 Bos taurus

*: ohne Glykan-Anteil

Die weiterhin durchgefiihrte in-Gel Deglykolisierung war nicht erfolgreich, da eine vollstdndige
Elimination der eingesetzten Enzyme auch durch mehrfaches Waschen der Gelstiicke und

Inkubation im Ultraschallbad nicht gelang (Daten nicht gezeigt) (Kapitel 3.4.7).

Auch fiir die in Losung durchgefiihrte Deglykolisierung bleibt festzuhalten, dass das eigentliche
Ziel einer Identifikation des Zielproteins eCG tliber MALDI-ToF-MS nicht erreicht werden
konnte. Ursache hierfiir ist moglicherweise eine unvollstindige Deglykolisierung des Proteins. Die
a-Untereinheit des eCG trigt lediglich N-glykosidisch gebundene Glykanstrukturen. Die aufgrund
der Deglykolisierung mit PNGase F stattgefundene Seitenkettenmodifikation der Deaminierung
von Asparagin zu Aspartat, was zu einem Anstieg der Masse des Peptides um 1 Da fiihrt, wurde

bei der Datenbankrecherche zugelassen.

Im Fall der B-Untereinheit wurde zur Kontrolle ein tryptischer in silico Verdau mit der Online

Software ExPASy durchgefiihrt. Die Proteinsequenz der B-Untereinheit wurde Sugino et al.
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[1987] entnommen. Der Datenbankabgleich (Mascot) mit den Peptiden ergab jedoch ebenfalls
keine Ubereinstimmung mit der B-Untereinheit des eCG, sondern lediglich mit einem Score von
114 mit der B-Untereinheit von eLH, was darauf hindeutet, dass die B-Untereinheit des eCG nicht

in der Datenbank enthalten ist.
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5 Fazit und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden  Arbeit wurde die Anwendung magnetischer
Anionenaustauschersorbentien zur Reinigung von equinem Choriongonadotropin (eCG), mit einer
Ausgangskonzentration des gewihlten Modellproteins in Serum von lediglich 15-45 IUgy g4 mL™
(1 IU = 100 ng), untersucht. Die hierzu durchgefiihrte systematische Prozessentwicklung lasst sich
in folgende Hauptabschnitte unterteilen: (i) Optimierung vorgelagerter Prozessschritte, (ii)
Optimierung der Wasch- und Elutionsbedingungen sowie der Partikelkonzentration, (iii) Aufbau
und der Inbetriecbnahme der HGMF-Pilotanlage sowie schlieBlich (iv) Optimierung und

Automatisierung des HGMF-Prozesses.

Nach der benétigten Vorreinigung des Serums und der anschlieBenden Reinigung des eCG an
magnetischen Anionenaustauschersorbentien in der HGMF-Pilotanlage wiesen die Produktstrome
eine iiber die biologische Aktivitdt bestimmte Ausbeute an Zielprotein von ca. 60 %, mit einer
spezifischen Aktivitdt von bis zu 1300 IUgor mg'1 auf, bei einem Verlust an Zielprotein im

Rahmen des HGMF-Prozesses von lediglich 5-10 %.

Die parallel durchgefiihrte Reinigung von eCG iiber konventionelle Chromatographiemedien
erbrachte dagegen nur eine Ausbeute von 45 % bei einer spezifischen Aktivitdt von 581 IUgpsa
mg’l.

Wihrend einer Erhéhung der Ausbeute aufgrund des vereinfachten Ablaufes des HGMF-
Verfahrens zumindest erhofft werden konnte, {berrascht zundchst die zusétzlich hohere
spezifische Aktivitdt, da Chromtographieverfahren aufgrund ihrer Vielzahl an theoretischen
Trennstufen reinere Produktstrdme erwarten lassen. Eine mdgliche Ursache fiir die Uberlegenheit
des HGMF-Verfahrens ist zundchst eine hohere eCG-Selektivitdt der magnetischen Sorbentien im
Vergleich zu den verwendeten Chromatographiemedien. Da flir das Screening der
Chromatographiemedien aber ebenfalls schwach basische Anionenaustauschermaterialien
verwendet wurden, erscheint diese Erkldrung nicht zwingend. Vielmehr wird vermutet, dass die
hohere Effizienz des HGMF-Verfahrens durch eine giinstigere Skalierung der Betriebsparameter
verursacht wird. Wie aus der Diskussion der verschiedenen HGMF-Versuche ersichtlich, spielt
das wihrend der Elution vorliegende Eluat zu Sorbensvolumenverhiltnis eine wichtige Rolle fiir
die erreichte spezifische Aktivitdt des Eluates. Obwohl es sich beim HGMF um ein batchweise
durchgefiihrtes Verfahren handelt, bedingt die gute Abtrennbarkeit der magnetischen Sorbentien,
dass das Verhiltnis kleinere Werte erreicht, als im Fall der Chromatographieversuche. Eine

Reduktion des Sadulenvolumens, aber auch damit des Durchsatzes, der Chromatographie wére
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zwar prinzipiell denkbar, aber bereits unter den gewdhlten Bedingungen bendtigt der

Chromatographieschritt ca. die dreifache Zeit des HGMF-Schrittes.

Neben der hohen Effizienz ist die Partikelriickgewinnung aus dem magnetischen Filter sowie die
Wiederverwendbarkeit der magnetischen Sorbentien ist eine wichtige Voraussetzung fiir die
Wirtschaftlichkeit des HGMF-Verfahrens. Der eingesetzte Filter zeigte eine fiir einen industriellen
Einsatz ausreichende Kapazitit sowie einen tolerierbaren Verlust an Partikeln bei maximaler
Auslastung der Filterkapazitit. Die Wiederverwendbarkeit der magnetischen Sorbentien wurde

iber 70 Binde- und Elutionsschritte belegt.

Die Durchfithrung des HGMF-Prozesses und die resultierenden Ausbeuten, Aufreinigungs- und
Konzentrierungsfaktoren zeigen, dass sich das Verfahren zur Reinigung des Proteins eCG aus
Serum eignet. Mit Hilfe des HGMF-Prozesses konnten mehrere Schritte der herkommlichen
Aufarbeitung des Zielproteins zusammengefasst werden, jedoch konnte aufgrund des verwendeten
Ausgangsmaterials und der zur Verfiigung stehenden Anionenaustauscher-Liganden keine direkte
Produktisolation aus einem ungeklédrten Ausgangsmedium realisiert werden. Hierdurch entféllt fiir
den untersuchten Anwendungsfall der wichtige Vorteil der Vermeidung vorausgehender Fest-

Fliissig-Trennschritte des HGMF-Verfahrens.

Ein Einsatz zur Realisierung eines direkten HGMF-Verfahrens aus Serum ist die Verwendung
hochselektiver Liganden, wie z.B. eCG-spezifische Antikorper. Der Einsatz von Antikorpern
schliefit eine Konkurrenzsorption weitgehend aus und vermeidet somit die bei der Verwendung
magnetischer Anionenaustauschersorbentien benétigten Féllungsschritte mit meta-Phosphorsédure
und Ethanol. Dieser Zeit- und Kostenersparnis durch Vermeidung der Vorreinigung stehen aber
die hohen Produktionskosten des Antikorpers sowie dessen Sensitivitit gegeniiber einer
Denaturierung  entgegen.  Voraussetzung fiir einen  wirtschaftlichen Einsatz  von

Antikorperliganden wire dessen Stabilitét iiber mindestens 100 Reinigungszyklen.

Ein zusitzlicher Ansatz zur Optimierung des HGMF-Verfahrens ist eine weitere Verbesserung der
Riickspiileffizienz und der Wiedergewinnung der magnetischen Partikel aus dem HGMF-Filter.
Eine Reduktion des Partikelverlustes ldsst sich mdglicherweise durch eine Konstruktionsénderung
der Filterelemente der Separatorkammer realisieren. In Diskussion mit den an der Anlagefertigung
beteiligten Projektpartnern, wurde ein vereinfachter Aufbau der Filterkammer unter Vermeidung
der Abstandsringe der Filterronden entwickelt. Hierdurch entfdllt der nur schwer reinigbare

Bereich zwischen den Abstandsringen und der Kammerwand.
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Ungeachtet der genannten Optimierungsmoglichkeiten konnte im Rahmen dieser Arbeit die
Eignung magnetischer Sorbentien in Kombination mit einer neu entwickelten HGMF-Anlage zur
Reinigung eines Proteins von pharmakologischem Interesse gezeigt werden. Das vorgestellte
Verfahren stellt auch in wirtschaftlicher Hinsicht, auf Grund der vorgestellten Vorteile gegeniiber
konventionellen Reinigungsprozessen, wie zum Beispiel der Reduktion der bendtigten
Prozessschritte, der Steigerung der Produktausbeute, der schellen Bindungskinetik sowie der
vielfachen Wiederverwendbarkeit und vereinfachten Reinigung der Sorbentien eine echte

Alternative zu konventionellen Reinigungsverfahren dar.
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7  Anhang

7.1 Modifikation der Losungsmittelfallung

Tabelle 7.1 zeigt das Ergebnis der Isolation von eCG aus Serum nach Gospodarowicz und Papkoff
[1967] nach Variation der Parameter Temperatur und Ethanol-Konzentration (% v/v) bei der
ersten Losungsmittelfillung. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte mit 500 mL Serum, welches mit
0,5 M meta-Phosphorsiure gefillt wurde. Der resultierende Uberstand wurden im Verhiltnis 1:1
geteilt. Die folgende Losungsmittelfallung wurde bei 4 °C und 30 % v/v Ethanol bzw. -15 °C und
30 % v/v Ethanol durchgefiihrt. Die aufgefiihrten unterschiedlichen Volumina der Lyophilisate

sind auf die divergente Loslichkeit der einzelnen Lyophilisate zuriickzufiihren.

Tabelle 7.1: Zusammenfassung der Daten fiir die Reinigung von eCG aus Serum unter Modifikation der

Versuchsbedingungen im Rahmen der ersten Losungsmittel-Féllung.

Schritt Protein eCG Volumen  Ausbeute  Aufreinigungs Konzentrierungs-
[mg/mL] [TUgp1sa/mL] [mL] [%] -faktor faktor

Serum 60 26 500 100 1 1
HPO; ppt 13 19 600 86 3,3 0,7
Lyophilisat

1,3 149 44 50 265 5,7
(4°C)
Lyophilisat

0,6 104 35 28 402 3,9
(-15°C)

Durch eine Reduktion des Volumens an Ethanol von 50 % auf 30 % (v/v) beim ersten
Féllungsschritt konnte keine Erhéhung der eCG-Ausbeute im Lyophilisat erreicht werden. Ebenso
wurde ein mit dem Standardprotokoll vergleichbarer Aufreinigungs- sowie Konzentrierungsfaktor
von 265 bzw. 5,7 erreicht. Bei gleichzeitiger Verringerung der Temperatur verringerte sich die
Gesamtausbeute an eCG im Vergleich zum Standardprotokoll um 42 %. Die spezifische Aktivitét
des eCG betrug 21,6 [Ugpisa mg'1 bei einer Reduktion des Losungsmittels auf 30 % bzw. 26,3
[UgLisa mg” bei gleichzeitiger Reduktion der Temperatur auf -15 °C. Zum Vergleich ergibt sich
eine spezifische Aktivitit von 130 IUgpsa mg'1 bei der Durchfiihrung des Standardprotokolls
(Tabelle 4.1), bei einem vergleichbaren Gesamtproteingehalt des resultierenden Lyophilisates. Die
hohere Trockengewichtsbestimmung der Fraktion nach Reduktion der Ethanol-Konzentration auf
30 % (v/v) beruht moglicherweise auf dem vermehrten Verbleib von Nukleinsduren, welche erst

ab hoheren Konzentrationen an Ethanol prazipitieren [Pingoud & Urbanke, 1997]
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7.2 DoE-Arbeitsblitter der Optimierung vorgelagerter Prozessschritte

1| 2 | 3 | 4 5 6 7 8 | 9 | 1w |
1 | Exp No| Exp Name Run Order Incl/Excl eCG GP  eCGIGP
2 1 N1 13 Incl - -1 -1 -1 31 18,18 1,71
3 2 M2 g Incl - 1 -1 -1 24,88 32,45 0,77
4 3 N3 5 Incl - -1 1 -1 114,84 56,46 2,03
5 4 N4 4 Incl - 1 1 -1/ 113,06 103,03 1,1
6 5 MNA& 3 Incl - -1 -1 1 15,75 9,48 1,86
T & M6 16| Incl - 1 -1 1| 25,58 35,57 0,72
8 7 NT 2 Incl - -1 1| 117,41 49,43 2,38
9 8 N8 & | Incl - 1 1/ 91,14 98,43 0,93
10 9 N9 1 Incl - -1 0 0| 26,83 15,06 1,78
11 10 M10 10| Incl - 1 0 0 46,35 5&,64 0,82
12 11 M11 15 Incl - ] -1 0 23,52 26,7 0, 88
13 12 M12 17 |Incl - 0 1 0| 82,08 87,84 0,93
14 13 M13 12 Incl - o 0 -1 31,34 52,14 0,8
15 14 M14 3 | Incl - 0 0 1| 42,93 41,54 1,03
16 15 M1A 7 Incl - o 0 0 58,06 52,58 1,12
17 16| N16 11 (Excl |~ 4] O &2,01| 40,58 1,53
18 17 M7 14 Incl - o 0 0 23,22 39,44 0,59

Abbildung 7.1: Reinheit (Spalte 10) des grob vorgereinigten Serums, welches mit meta-Phosphorsédure auf
einen pH von 3 (-1), 3,5 (0) bzw. 4 (1) eingestellt wurde. Nach der Saurefillung wurde der Uberstand durch
Ultrafiltration (CF) um den Faktor 1 (-1), 2 (0) bzw. 5 (1) eingeengt. Die Leitfdhigkeit (LF,/LF) wurde
mittels Diafiltration um den Faktor 1 (-1) 5 (0) bzw. 10 (1) reduziert

12 | 3 | 4 5 6 7 8 | 9 | 10 |
1 | Exp No Exp Name Run Order Incl/Excl eCG GP  eCGIGP
2 1 N1 1 Incl - -1 -1 -1/ 539,51 1,39 388,14
3 2 N2 14 |ncl - 1 -1 -1 256,62 1,2/ 213,85
4 3| N3 17 Incl - -1 1 -1 &24,8 1,8 347,11
5 4 | N4 12 | Incl - 1 1 -1| 386,83 1,63 237,32
6 5 NS 10 Incl - -1 -1 1 201,48 36 5,6
7 & NG 13 Incl - 1 -1 1 234,05 29,04 8,086
8 T NT 7| Incl - -1 1 1| 336,06 2,24 150,03
g 8 M8 15| Incl - 1 1 1 0,63 2,59 0,24
10 9 N9 2 Incl - -1 0 0| 322,66 4,72 &8,36
11 10| N10 S Incl - 1 0 0 0,19 5,93 0,03
12 11 N1 1& Incl - 0 -1 0 25,89 1,45, 17,72
13 1z N12 2 | Incl - o] 1 4] 1,46 25,25 0,06
14 13| N13 g Incl - 0 0 -1 269,72 1,82 166,49
15 14| N14 3 Incl - Q Q 1 2,24 &g§,21 0,03
16 15 MN15 4 Incl - 0 0 0| 156,23 1,68 92,99
17 16 | N16 11 |Excl |- 0 0 1 0 46 0
18 17 N7 & | Incl - o] o] 0 450,2 20,2 22,29

Abbildung 7.2: Reinheit (Spalte 10) des grob vorgereinigten Serums, welches mit meta-Phosphorsédure auf
einen pH von 3 (-1), 3,5 (0) bzw. 4 (1) eingestellt wurde. Nach der Sdureféllung wurde der Uberstand durch
Ultrafiltration (CF) um den Faktor 1 (-1), 2 (0) bzw. 5 (1) eingeengt. Die Leitfdhigkeit (LFo/LF) wurde
mittels Diafiltration um den Faktor 1 (-1) 5 (0) bzw. 10 (1) reduziert. AnschlieBend wurde die
Proteinlésung mit Ethanol (50% v/v) und Ethanol (75% v/v) prézipitiert.
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7.3 Bandenintensitit im SDS-Page unter dem Einfluss von Ethanol

kDa M 1 s 3 4 5 6 7
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Abbildung 7.3: Einfluss der Ethanol-Konzentration auf die Bandenintensitdt eines Ultra-/Diafiltrates
(UF/DF) im SDS-Page. Die Auftrennung der Proteine erfolgte {iber ein 12 %-iges SDS-PAGE mit 5 %-
igem Sammelgel, mit anschlieBender Coomassie-Farbung. Auftragung von je 8 pg Gesamtprotein. M:
Marker (Firma Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland); 1: UF/DF (0 % v/v EtOH); 2:
UF/DF (10 % v/v EtOH); 3: UF/DF (20 % v/v EtOH); 4: UF/DF (30 % v/v EtOH); 5: UF/DF (40 % v/v
EtOH); 6: UF/DF (50 % v/v EtOH)
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7.4 Programmstruktur des Reinigungsprozesses an der HGMF-Laboranlage

Tabelle 7.2: HGMF-Laboranlage

. . Magnet Riihrer gesammelte
Schritt Pumpe [%]  Zeit [s] [On/Off] [On/Off] Fraktion
Load Feedstock 30 2000 ON Durchfluss
Waschpuffer ein (W1) 25 240 ON Wasch 1
Partikel resuspendieren 0 60 ON
Partikel sammeln 0 30 ON
Partikel sammeln II 25 120 ON
Waschpuffer ein (W2) 25 240 ON Wasch 2
Partikel resuspendieren 0 60 ON
Partikel sammeln 0 30 ON
Partikel sammeln IT 25 120 ON
Waschpuffer ein (W3) 25 240 ON Wasch 3
Partikel resuspendieren 0 60 ON
Partikel sammeln 0 30 ON
Partikel sammeln I1 25 120 ON
Elutionspuffer ein (E1) 25 60 ON Wasch 4
Partikel resuspendieren 0 300 ON
Partikel sammeln 0 30 ON
Partikel sammeln II 25 120 ON
Elutionspuffer ein (E2) 25 110 ON Elution 1
Partikel resuspendieren 0 300 ON
Partikel sammeln 0 30 ON
Partikel sammeln I1 25 120 ON
Elutionspuffer ein (E3) 25 110 ON Elution 2
Partikel resuspendieren 0 300 ON
Partikel sammeln 0 30 ON
Partikel sammeln II 25 120 ON
Waschpuffer ein (W4) 25 160 ON Elution 3
Partikel resuspendieren 0 60 ON
Partikel sammeln 0 30 ON
Partikel sammeln IT 25 120 ON
Waschpuffer ein (W5) 25 240 ON Wasch 5
Partikel resuspendieren 0 60 ON
Partikel sammeln 0 30 ON
Partikel sammeln I1 25 120 ON
Waschpuffer ein (W6) 25 240 ON Wasch 6
Partikel resuspendieren 0 60 ON

Partikel ausspiilen 70 900 ON
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7.5 Programmstruktur des Reinigungsprozesses an der HGMF-Pilotanlage

Tabelle 7.3: HGMF-Pilotanlage erster HGMF-Prozess

Schritt Pumpe [%] Zeit [s] [1(\)42%% Riihrer [%] ge;:iiim
Load Feedstock 100 - ON 0 Durchfluss

1 Waschpuffer ein (W1) 75 180 ON 0 Wasch 1
2 Partikel resuspendieren 0 120 70

3 Pause 0 5 1

4 Partikel sammeln 0 5 ON 0

5 Loop spiilen 50 12 ON 0

6 Waschpuffer ein (W2) 75 180 ON 0 Wasch 2
7 Partikel resuspendieren 0 120 70

8 Pause 0 5 1

9 Partikel sammeln 0 50 ON 0

10 Loop spiilen 50 120 ON 0

11 Waschpuffer ein (W3) 75 180 ON 0 Wasch 3
12 Partikel resuspendieren 0 300 70

13 Pause 0 5 1

14  Partikel sammeln 0 50 ON 0

15  Loop spiilen 50 120 ON 0

16  Elutionspuffer ein (E1) 50 120 ON 0 Wasch 4
17  Partikel resuspendieren 0 300 70

18  Pause 0 5 1

19  Partikel sammeln 0 50 ON 0

20  Loop spiilen 50 120 ON 0

21 Elutionspuffer ein (E2) 50 120 ON 0 Elution 1
22 Partikel resuspendieren 0 300 70

23 Pause 0 5 1

24 Partikel sammeln 0 50 ON 0

25  Loop spiilen 50 120 ON 0

26  Elutionspuffer ein (E3) 50 120 ON 0 Elution 2
27  Partikel resuspendieren 0 300 70

28  Pause 0 5 1

29  Partikel sammeln 0 50 ON 0

30  Loop spiilen 50 120 ON 0

31 Waschpuffer ein (W4) 75 180 ON 0 Elution 3
32 Partikel resuspendieren 0 300 70

33 Pause 0 5 1

34 Partikel sammeln 0 50 ON 0

35  Loop spiilen 50 120 ON 0

36  Waschpuffer ein (W5) 75 180 ON 0 Wasch 5
37  Partikel resuspendieren 0 300 70

38  Pause 0 5 1

39  Partikel sammeln 0 50 ON 0

40  Loop spiilen 50 120 ON 0

41 Pause 0 5 0

42 Partikel resuspendieren 0 - 70

Partikel ausspiilen 75 - 100
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Die beiden in Tabelle 7.3 aufgefiihrten Schritte ,,Load Feedstock und ,,Partikel ausspiilen* waren
eigenstidndige Programmcodes vor bzw. nach dem automatisierten HGMF-Prozess. Die Zeitdauer

dieser Prozesse ist abhdngig vom eingesetzten Suspensions- bzw. Spiilvolumen.

Die drei weiteren durchgefiihrten HGMF-Prozesse unterschieden sich lediglich in den

eingesetzten Volumina der Wasch- und Elutionspuffer.

Tabelle 7.4: HGMF-Pilotanlage zweiter HGMF-Prozess

Schritt Pumpe [%] Zeit [s] [1(\)42/‘58% Riihrer [%] ge;:;?(ite
16  Elutionspuffer ein (E1) 50 180 ON 0 Elution 1
21 Elutionspuffer ein (E2) 50 180 ON 0 Elution 2
26 Elutionspuffer ein (E3) 50 180 ON 0 Elution 3
Tabelle 7.5: HGMF-Pilotanlage dritter und vierter HGMF-Prozess
Schritt Pumpe [%] Zeit [s] Magnet = pihrer [0 ECSammelte
[On/Off] Fraktion
1 Waschpuffer ein (W1) 65 180 ON 0 Wasch 1
6 Waschpuffer ein (W2) 65 180 ON 0 Wasch 2
11 Waschpuffer ein (W3) 65 180 ON 0 Wasch 3
16  Elutionspuffer ein (E1) 50 180 ON 0 Elution 1
21 Elutionspuffer ein (E2) 50 180 ON 0 Elution 2
26 Elutionspuffer ein (E3) 50 180 ON 0 Elution 3
31  Waschpuffer ein (W4) 65 180 ON 0 Wasch 4
36 Waschpuffer ein (W5) 65 180 ON 0 Wasch 5

7.6 Messung der Flieleigenschaften

Die Viskositit von Serum und grob gereinigtem Serum wurde mit Hilfe eines Rheometers (Anton

Paar, Graz, Osterreich) bei einer Temperatur von 20 °C bestimmt (Tabelle 7.6).

Tabelle 7.6: Bestimmung der Viskositit der eingesetzten Medien

Probe Viskositit [mPa s]
Wasser 1,05
Ultra-/Diafiltrat 1,2
Serum 1,75

Bei steigender Temperatur (0-35 °C) konnte eine Abnahme der Viskositéit des Serums bis auf 1,65

mPa s verzeichnet werden.
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7.7 Optimierung der Waschschritte im automatisierten HGMF-Prozess

Tabelle 7.7: Optimierung der Waschschritte im HGMF-Prozess mit Leerserum (1) bzw. Leerserum welches

mit Waschpuffer auf die Proteinkonzentration von UF/DF (0,5 mg mL™") eingestellt wurde (2)

je 3200 mL Waschpuffer je 2700 mL je 2200 mL
Waschpuffer Waschpuffer
Wasch- Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration
schritt  im Ablauf (1) [mg/mL] im Ablauf(2) [mg/mL] | im Ablauf (2) [mg/mL] ! im Ablauf (2) [mg/mL]
1 10,5 0,21 0,25 0,35
2 5,8 0,04 0,03 0,07
3 1,45 0,02 0,04 0,02
4 0,16 0,01 0 0
5 0,05 0 0,04 0
6 0,01 0 0,02 0,01
7 0,01 0,01 0 0
8 0,02 0,01 0 0
9 0,01 0 0 0
10 0,01 0 0 0

Bei dem Ausspiilen der Partikel nach Beendigung des 10-ten Waschschrittes des Versuches mit
Leerserum (1) konnte eine Schaumentwicklung beobachtet werden, was auf den Verbleib von

Proteinen im Separator auch nach dem 10-ten Waschschritt hinweist.

7.8 Ligandenscreening

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie unter 3.5.3 beschrieben (experimenteller Teil). Unter der
Verwendung des Q FF-Materials konnte die hochste Gesamtausbeute (31,3 % (= 1,7 %)) sowie
der hochste Aufreinigungsfaktor (841 + 38) erreicht werden (Tabelle 7.8). Aufgrund der
vorgenommenen Filtration und dem daraus resultierenden Stufenverlust von 17 %, vor der
Injektion der Probe auf die Sdule lag die absolute Beladung bei 833 IUgpisa. Die ermittelten
spezifischen Aktivititen betrugen im Fall des verwendeten Q FF-Materials 430 U sa mg'1 (+
17,1 TUgpisA mg'l), unter dem FEinsatz des DEAE-Materials 318 IUgrsa mg'1 (£ 42,6 TUgsA
mg’l), bzw. 351 IUg 154 mg'1 (39,9 IUgLisA mg'l) im Fall des Q XL-Materials.
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Tabelle 7.8: Zusammenfassung der Reinigung von eCG an konventionellen Chromatographiematerialien

nach vereinfachter Vorreinigung (Kapitel 3.5.1.2)

Reinigungs- Protein eCG Volumen Ausbeute Aufreinigungs- Konzentrierungs-
schritt [mg/mL]  [[Ugpsa/mL] [mL] [%] faktor faktor
Serum 64 43,8 30,2 100 1 1

HPO; ppt 7,24 31,2 36,2 85,4 6,29 0,71
UF/DF 0,49 186 5,3 74,45 556 4,25
Filtrat 0,46 185 4,5 62,94 588 4,22

Eluat (Q FF) 0,24+0,01 138+7,6 3+0 31,3+1,7 841+38 3,2+0,17
Eluat (DEAE) 0,35+0,02 160+10,8 240 24,2+1,6 674+16,3 3,7+0,25
Eluat (Q XL)  0,24+0,01 131+2,3 3+0 29,8+0,5 800+26,5 3+0,05

Abbildung 7.4 zeigt exemplarisch das Elutionsdiagramm an Q FF des Proteins eCG.
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Abbildung 7.4: Elutionsdiagramm an Q FF des Proteins eCG bei einer absoluten Beladung von 833 [Ugga4.
Linearer Gradient: 0-1 M NaCl iiber 20 Siulenvolumen; Fluss: 1 mL min’. Aquilibrierungs- und
Probenaufnahmepuffer: 0,02 M Ammoniumacetat, pH 4,5; Elutionspuffer (Puffer B): 0,02 M
Ammoniumacetat, 1 M NaCl, pH 4,5. UV Detektion bei 280 nm

Bei einer Retentionszeit von 2,13 min konnte ein Durchflusspeak von 49,4 mAU detektiert
werden. Das Protein eCG wurde nach 10,8 min von der Sdule eluiert, was einer korrigierten

Retentionszeit von 6,3 min entspricht. Die Hohe des eCG-Elutionspeaks betrug 181 mAU. Im
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zweiten Elutionspeak bei einer Retentionszeit von 12,8 min konnte kaum eCG nachgewiesen

werden (korrigierten Retentionszeit: 8,2 min).

Im Gegensatz zu dem dargestellten Q FF-Material zeigten die Materialien DEAE und Q XL eine
schlechtere Trennleistung mit lediglich einem eCG-Elutionspeak bei einer Retentionszeit von 15,4
min bzw. 15,6 min, was einer korrigierten Retentionszeit von 6,3 min bzw. 6,5 min entspricht

(Daten nicht gezeigt).

7.9 Formelzeichen und Symbole

Lateinische Symbole

Agep Separatorquerschnittsfliche m

A Aufreinigungsfaktor -

B magnetische Flussdichte T

c Konzentration mol L™
D Demagnetisierungsfaktor -

F Kraft N

Fum Magnetkraft N

H magnetische Feldstarke Am’

I Stromstarke A

J magnetische Polarisation T

Ir Remanenzpolarisation T

Js Sattigungspolarisation T

Ky Gleichgewichtsskonstante nach Langmuir mol L
L Lange m

m Masse kg

m Massenstrom kg s
M Magnetisierung Am’kg” bzw. A m™
Mp Partikelmagnetisierung Am’

Mg Remanenzmagnetisierung Am’
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Ms
Mprot

Mzyklus

s
Qs
Qunax
Qzp
QV
t

tZyklus

v
1%
Vsep
Vp

Y

Sattigungsmagnetisierung

Proteinmasse

Partikelmasse, die vom Filter in einem Zyklus

aufgenommen werden kann
Windungszahl
Produktivitit
Verteilungsdichte
Verteilungssumme
Maximalbeladung
Gleichgewichtbeladung an Zielprotein
Kapazititsverhéltnis

Zeit

Zyklusdauer

Volumen

Volumenstrom
Filtervolumen
Partikelvolumen

Ausbeute

Griechische Symbole

K

Mo

He

(9

Volumensuszeptibilitat

Magnetische Feldkonstante (Vakuumpermeabilitét)

Permeabilititszahl

Filterkapazitit

7.10 Verwendete Abkiirzungen

ATPS

AGM

Aqueous Two Phase Systems

Alternating Gradient Magnetometer
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AGP

BCA

BSA

bzw.

CF

CHO

DEAE

DSP

eCG

EBA

ELISA

ESEM

FSH

GFP

hCG

HGMF

HGMS

IEX

g

kDa

L

LF

LH

MALDI-ToF-MS

mAU

min

mL

saures alpha-1-Glykoprotein
Bicinchoninic Acid
Rinderserumalbumin
beziehungsweise
Konzentrationsfaktor

Chinesische Hamster Ovarzellen
Diethylaminoethyl
Downstream-Processing

equines Choriongonadotropin
Expanded Bed Adsorption
Enzyme-linked immunosorbent assay
Environmental scanning electron microscope
Follikelstimulierendes Hormon

griin fluoreszierende Protein

Stunde

humanes Choriongonadotropin

High Gradient Magnetic Fishing
High Gradient Magnetic Separation
Ionenaustauschchromatographie
international Unit (bei eCG 1 IU = 100 ng)
Kilodalton

Liter

Leitfahigkeit

luteinisierendes Hormon

Matrix-Assisted-Laser-Desorption/lonisation —Time-Of-Flight-Mass-Spectrometry

milli Absorbance Units

Minute

Milliliter
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PMF peptide mass fingerprint

PNGase F Peptid-N-Glykosidase F

ppm parts per million

ppt Prézipitation

PVA Polyvinylalkohol

PVAc Polyvinylacetat

pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
pl isoelektrischer Punkt

ROT Rattenovartest

] Sekunde

SDS-Page sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

UF/DF Ultra-/Diafiltrat

v

Ventil
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