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Abstract X

Abstract

Adsorption of therapeutic proteins on chromatographic materials is an attractive area of
research which combines high academic challenges with the merits of working in an
economically important and rapidly developing field. Downstream recovery of those high
priced proteins is an important step in their production and high requirements on purity and
aggregate content are imposed by health authorities. Protein adsorption on ion exchange
(IEC) and hydrophobic interaction chromatographic (HIC) materials is extremely complex.
The design of both separation methods is still based on trial and error by which the large
number of process parameters like pH-value, type and quantity of salts have to be determined.
Only a thorough understanding of the underlying physics and thermodynamics will allow a
rational design of the technical process with its many interacting parameters.

An interesting group of those therapeutic proteins are human moneclonal antibedies (hmAbs).
Their importance in modern medicine is rapidly growing, because of their great potential to
treat many different indications like autoimmune diseases or even cancer. For a successful
design of a chromatographic protein separation with high yield and purities both the
behaviour of the protein solution and the adsorption/desorption process have to be thoroughly
understood. For this, the thermodynamic behaviour of the proteins under different buffer
conditions is fundamental. The choice of suboptimal solution conditions can lead to less

product yield, less protein solubility or even aggregates.

This work extends the knowledge on thermodynamics of the adsorption of human monoclonal
antibodies on cation exchange chromatographic (CEC) and HIC materials as well as the
thermodynamic properties in solutions of monoclonal antibodies. The adsorption of two
human monoclonal antibodies, which were supplied by an industrial partner, was studied with
isothermal titration calorimetry (ITC) and by measuring equilibrium adsorption isotherms.
Furthermore, solutions of the two hmAbs and of one mouse monoclonal antibody were
studied with static laser light scattering (SLS). All relevant process parameters were

systematically varied in the experiments.

For the adsorption experiments with three different strong cation exchange resins and one
hydrophobic resin the pH-value was varied between 4.5 and 7.0, using different buffer
systems with different salt concentrations at 25°C. The equilibrium data were modelled using
adsorption models from literature, like for example the Langmuir-model. Particular attention
was paid to the modelling of the salt concentration which is a very important parameter for
CEC. Therefore the steric mass-action (SMA) and the available area (AA) models were used
and compared. Both models are suitable to describe the salt dependency of CEC.
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Calorimetric techniques are useful for acquiring thermodynamic information on biological
systems. ITC is the most important technique in that field. The advantage of ITC in the
present application is its ability to directly monitor the adsorption process by detecting the
heat released or taken up upon binding. The ITC data and the equilibrium adsorption
isotherms allow determining the specific enthalpy of adsorption of the antibody Ah,,"’i‘ :

At pH-values near 7.0, where the antibodies are only weakly charged, the adsorption is
exothermal. At small loadings the absolute number of Nz;,‘dr is large and almost constant but it
significantly decreases at higher loadings. This shows that the arrangement of antibody
molecules on the absorber material depends on the loading and is less favourable at higher
loadings. Despite the high positive charge of the antibody at pH-values of about 5.0 the value
of Ah;"{' is almost zero along the entire isotherm. Furthermore at pH 4.5 even endothermal
effects were observed, although high binding capacities were found. At these conditions the
adsorption process seems to be strongly influenced by the ions bound to the antibody. Their
release upon adsorption explains the endothermal caloric effect. The adsorption equilibrium
constant K, was calculated from the isotherms and the change of the Gibbs energy Ag;“’ and
entropy As;“‘ of the protein were determined for the different studied conditions.

For the static laser light scattering (SLS) experiments the pH-value was varied between 4.5
and 10, as well as salt concentration of two different types of salt, namely sodium chloride
and ammonium phosphate. From the results the second osmotic virial coefficient 4> and the
mass-average molecular mass M, were determined. Analysis of protein aggregates was
performed with size-exclusion chromatography (SEC). For SLS two methods for measuring
the 4, were used: The offline SLS-batch-mode with a stand alone laser detector and an online
mode with a laser detector integrated into a HPLC system including SEC columns (online
SLS-SEC-mode). For both methods the 4, value was determined with the Debye plot and
good agreement between the results of both methods was observed. At small pH-values and
also small salt concentrations the 4, value is positive due to the positively charged antibodies
and the resulting repulsive interactions. With increasing pH-values up to the isoelectric point
a decreasing 4, was observed because of decreasing protein charge. At the isoelectric point
there are attractive interactions which results in a poor solubility of the antibodies. Higher salt
concentrations show similar effects because of the starting salting out and the strong attractive
interactions 4 decreases and even becomes negative. At the same time M,, is decreasing due

to the formation of aggregates.
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1 Einleitung

Die Chromatographie ist das wichtigste Trennverfahren im Downstream-Processing von
Proteinen. Die Untersuchung der Proteinadsorption an chromatographischen Trennmaterialien
ist daher ein wichtiges Forschungs- und Entwicklungsgebiet. Bei der industriellen Produktion
diagnostischer und pharmazeutischer Proteine ist die Chromatographie oft der entscheidende
und kostenintensivste Schritt [16, 91]. Von Gesundheitsbehorden, wie der FDA (Food and
Drug Administration), werden immer héhere Anforderungen an Reinheit und Aggregatgehalt
gestellt [4, 94]. Um Proteine mit sehr hoher Reinheit zu erhalten, sind meist mehrere
verschiedene Aufreinigungsschritte notwendig. Die wichtigsten chromatographischen
Reinigungsverfahren sind die hydrophobe Interaktions-Chromatographie (HIC), die
Tonenaustausch-Chromatographie (IEC), die GroBenausschluss-Chromatographie (SEC) und
die Affinitits-Chromatographie. Die HIC und die IEC werden in der vorliegenden Arbeit
niher betrachtet. Fiir diese Verfahren ist es oft schwer, geeignete Prozessparameter zu
bestimmen, da die Trennung von einer Vielzahl von Einflussgréfien, wie zum Beispiel pH-
Wert, Temperatur, Salzart und Salzkonzentration bestimmt wird. Die Wahl der
Prozessparameter wird meist durch zeit- und kostenintensive Screenings durchgefiihrt und
findet empirisch nach dem Trial-and-Error-Verfahren statt [40, 58, 63]. Gerade bei der IEC
und der HIC sind die Vorgénge der Proteinadsorption aufgrund zahlreicher Prozessparameter
duferst komplex. Trotz Anstrengungen in vorangegangenen Arbeiten wie z.B. [30, 59, 79,
80], ist es bis heute noch nicht gelungen, ein klares Verstindnis der physikalisch-chemischen
Vorginge bei der TEC und der HIC zu erlangen. Dies wire jedoch Vorraussetzung fiir ein

rationales Design der technischen Prozesse.

Eine wichtige Gruppe therapeutischer Proteine mit groflem Potential in der modernen
Medizin sind monoklonale Antikérper [19, 38]. Antikorper stellen eine Proteinfamilie mit
physiologischen Funktionen in der Immunabwehr dar. Sie besitzen die Eigenschafi, iber
Bindestellen an bestimmte kérperfremde Stoffe, den so genannten Antigenen, spezifisch zu
binden [102]. Dadurch ergeben sich in der Medizin und Analytik viele
Anwendungsmoglichkeiten. Bekannte Beispiele fiir analytische Methoden sind
Nachweisverfahren wie zum Beispiel ELISA oder Western Blot, um bestimmte Molekiile
bzw. Antigene zu detektieren. In der Medizin kommen Antikérper als passive Impfstoffe zum
Einsatz, aber auch in der Therapeutik werden vermehrt monoklonale Antikérper eingesetzt.
Anwendung finden sie hauptsdchlich im Einsatz gegen Autoimmunkrankheiten, gegen
rheumatische Arthritis sowie gegen Krebs [4, 19, 29]. Beispielsweise kénnen Antikdrper an
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Proteine, die sich auf der Oberfliche von Tumorzellen befinden, spezifisch binden und so

diese Tumorzellen fiir korpereigene Fresszellen markieren.

Aktuell sind einundzwanzig Antikdrper oder Antikorper-dghnliche Molekiile zur Therapie
solcher Krankheiten zugelassen [35]. Viele befinden sich in klinischen Untersuchungen oder
der Entwicklung. Antikérper zur gezielten Therapie von Krebs oder chronischen
Entziindungskrankheiten werden heute als monoklonale rekombinante Proteine
biotechnologisch hergestellt. Sie werden mittels Saugetierzellen produziert und miissen
danach aufwindig von produktionsbedingten Verunreinigungen getrennt werden. Die
Affinitats-Chromatographie mit Protein A ist heutzutage der dominierende Capture-Schritt
bei der Aufreinigung monoklonaler Antikérper. Die Methode ermdglicht hohe Ausbeuten,
Kapazititen und Reinheiten in nur einem Prozessschritt [57]. Dieses Verfahren hat jedoch
auch Nachteile wie etwa hohe Kosten, da Protein A-Trennmaterialien im Vergleich zu
anderen Trennmaterialien sehr teuer sind. Die Elution findet bei niedrigen pH-Werten statt,
was teilweise zum Verlust von Produktaktivitit und Aggregation fiihrt [64, 83, 86]. Aggregate
stellen ein groBes Problem bei der weiteren Aufarbeitung dar und kénnen zu ungewollten
Immunreaktionen bei Patienten fithren [3, 97]. Des Weiteren kommt es zum so genannten
bleeding™ oder ,,leaching” von Protein A welches im laufenden Prozess von der Saule
gewaschen wird. Dies fiihrt zum einen zu einer weiteren Verunreinigung, zum anderen ist
deshalb die Verwendbarkeit der teuren Trennmaterialien zeitlich sehr begrenzt. In letzter Zeit
wurden erhebliche Anstrengungen unternommen, um den Capture-Schritt mit Protein A durch
Alternativen zu ersetzten [43, 56]. Viel versprechend ist hierbei eine Kombination aus CEC
und HIC. Diese beiden Verfahren sind konomisch interessant und kommen schon in
zahlreichen anderen industriellen Proteinreinigungen zum Einsatz [65, 118]. Fiir die
Aufreinigung von Antikérpern wird hauptsiichlich die CEC bei pH-Werten eingesetzt, die
kleiner sind als der isoclektrische Punkt des Proteins. Bei diesen Bedingungen sind die
Antikorper positiv geladen und adsorbieren an die CEC-Trennmaterialien. Diese Methode
bietet hohe Kapazititen und Reinheiten bei vergleichsweise milden Prozessbedingungen [37].

Um optimale Aufreinigungsbedingungen fiir ein Protein zu finden und ungewollte
Wechselwirkungen in der Proteinlosung bei der Aufreinigung ausschlieBen zu kénnen, ist
nicht nur ein detailliertes Verstindnis des Adsorptionsprozesses notwendig, sondern auch
Kenntnisse tiber das Verhalten der Proteine in Losung. Schlecht gewihlte Prozessparameter
fihren zu verringerten Ausbeuten und Loslichkeiten sowie zu einer nicht gewiinschten
Denaturierung des Proteins oder Aggregatbildung. Trreversible Proteinaggregation ist ein
kritischer Punkt innerhalb eines jeden Produktionsschrittes [9, 20].

Ohne ein Verstandnis der thermodynamischen Grundlagen und der Zusammenhinge
zwischen den Prozessparametern, den Vorgingen in der Proteinlésung und dem
Adsorptionsvorgang, ist eine kostenoptimierte Produktion von Proteinen, mit hohen
Anforderungen an Reinheit, Ausbeute und Funktionalitiit, kaum méglich.
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Im Rahmen dieser Arbeit soll durch thermodynamische Studien ein Beitrag zum besseren
Verstdndnis des Adsorptionsprozesses monoklonaler Antikérper an chromatographische
Trennmaterialien geliefert werden. Dies schlieBt thermodynamische Untersuchungen zur
Stabilitiit, zur Léslichkeit und zum Aggregationsverhalten der Antikorper in Losung ein. Die
experimentelle Arbeit gliedert sich grob in drei Teile: Die Aufnahme und Modellierung von
Adsorptionsisothermen, mikrokalorimetrische Messungen der Adsorption mit einem
isothermen Titrationskalorimeter und statische Laserlichtstreuung zur Untersuchung der
Wechselwirkungen der geldsten Antikorper.

Fir die thermodynamischen Untersuchungen der Adsorption kommen sowohl systematische
mikrokalorimetrische Studien, als auch Messungen der Gleichgewichts-Adsorptions-
isothermen, welche mit verschiedenen Modellen beschrieben werden, zum Einsatz. In der
Vergangenheit wurde die Adsorption bei der IEC hauptsiichlich als Prozess verstanden, der
auf ionischen Wechselwirkungen zwischen dem geladenen Protein und dem entgegengesetzt
geladenem Adsorber basiert. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass dieses Bild fiir einige
technisch interessanten Bereiche sehr weit von der Realitét entfernt ist. Die Proteinadsorption
ist auf molekularer Ebene ein sehr komplexer Prozess, welcher von vielen Effekten
beeinflusst wird:  Proteinstruktur, Proteingesamtladung, Proteinoberflichenladung,
Proteinladungsverteilung, Hydrophobizitit, umgebende Ionenwolke, Oberflichenchemie und
Topologie der Adsorbermaterialien sowie deren Ladungen und Verteilungen der Gegenionen
[17]. Das Verstindnis dieser molekularen Parameter und ihrer Zusammenhinge mit den
externen Prozessparametern wie Salzart, Konzentration oder pH-Wert ist die Voraussetzung
eines rationalen Designs des Adsorptionsprozesses der Antikorper. Sowohl die
makroskopische als auch die molekulare Thermodynamik spielen eine Schliisselrolle in dieser
Entwicklung. Diese Zusammenhiinge gilt es zu charakterisieren und thermodynamisch zu
modellieren, und so ein grundlegendes Verstindnis der Adsorption monoklonaler Antikorper

an verschiedene Adsorbermaterialien zu entwickeln.

In der vorliegenden Arbeit werden hierzu Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von zwei
unterschiedlichen ~ humanen  monoklonalen  Antikorpern  an  unterschiedlichen
chromatographischen Trennmaterialien (CEC, HIC) in einer Reihe von Puffersystemen mit
unterschiedlichen Ionenstirken, Puffersubstanzen und pH-Werten vermessen. Diese vor allem
in der Probenvorbereitung sehr aufwindigen Versuche sind notwendig, um einen Grundstock
an Daten zu erhalten anhand derer es moglich ist, den Einfluss verschiedener
Prozessparameter zu bewerten. Die so ermittelten Daten werden mittels unterschiedlicher
Adsorptionsmodelle korreliert und die Modelle beziiglich ihrer Vor- und Nachteile bewertet.
In der Literatur gibt es eine Vielzahl von Modellen zur Beschreibung des Gleichgewichts bei
Adsorptionsvorgingen. Die meisten, wie auch das immer noch hiufig eingesetzte Modell von
Langmuir [12, 70], wurden fiir wesentlich einfacher zu beschreibende Vorgange wie die
Adsorption von Gasen an Oberflichen entwickelt. In der Vergangenheit wurden jedoch auch
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Modelle entwickelt, die versuchen, die Proteinadsorption direkt zu beschreiben [40, 74, 92,
99, 107].

Bei den Ionentauschern liegt das Hauptaugenmerk hierbei auf der Beschreibung der
Abhiéngigkeit der Adsorption von der Salzkonzentration im Lésungsmittel. In dieser Arbeit
werden das steric mass-action [18] und das available area Modell [15] verglichen, welche
beide in der Lage sind, diese Abhingigkeit zu beschreiben. Diese Modelle gehen von einer
sterischen Hinderung bei der Adsorption der Proteine auf der Oberfliche aus und
beriicksichtigen somit die im Vergleich zu den Salzionen enorme Grofie der Proteinmolekiile.
Es besteht die Moglichkeit, die Parameter durch Anpassung an Adsorptionsisothermen oder
direkt aus Chromatographieldufen zu bestimmen. Die unterschiedlichen Methoden zur
Bestimmung der Modellparameter werden hier vorgestellt und beztiglich ihrer Anwendbarkeit
auf die Adsorption monoklonaler Antikérper untersucht.

Kalorimetrische Techniken werden hiufig eingesetzt, um thermodynamische Daten und
Informationen tiber biologische Systeme zu erhalten [39]. Die isotherme
Titrationskalorimetrie (ITC) ist eine der wichtigsten Techniken auf diesem Gebiet. Die ITC
hat einen grofien Anwendungsbereich und fiir die Untersuchung der Proteinadsorption den
Vorteil, direkt die Enthalpiednderung wihrend der Bindung des Proteins an den Adsorber zu
detektieren. Dabei wird durch Titration eine konzentrierte Proteinlésung in eine Messzelle mit
Pufferlésung und Adsorbermaterial injiziert. Die gemessene Adsorptionsenthalpie liefert
Beitrige zum Verstdndnis des Mechanismus [42, 54, 72, 73].

In der vorliegenden Arbeit werden mikrokalorimetrische Untersuchungen mit einem ITC
durchgefiihrt, welche die Adsorption der Antikdrper an unterschiedliche Trennmaterialien bei
verschiedensten Bedingungen charakterisieren. Die Daten werden mit denen aus den
Gleichgewichtsisothermen kombiniert. Dadurch wird die Basis dafiir geschaffen, dic
thermodynamischen Eigenschaften der Proteinadsorption an Ionentauschern und der
hydrophoben Interaktions-Chromatographie grundlegend zu verstehen und gezielt zu

modellieren.

Zusitzlich werden iiber statische Laserlichtstreumessungen (SLS) die Wechselwirkungen der
gelosten Antikorper untersucht. In der Vergangenheit wurden zahlreiche Arbeiten
durchgefiihrt, um die Protein-Protein Wechselwirkungen bei unterschiedlichen
Pufferbedingungen zu untersuchen. Diese Wechselwirkungen sind unter anderem wichtig fiir
die Kristallisation [41], Aggregation [3, 47] oder auch die Proteinloslichkeit [48, 95].

Proteine in Losung unterliegen Wechselwirkungen unterschiedlicher Natur. Diese reichen von
dispersiven Wechselwirkungen iiber polare Wechselwirkungen und H-Briicken bis hin zu
elektrostatischen Wechselwirkungen. Letztere werden auch durch die Ionenwolke, die die
Proteine umgibt, beeinflusst. [14, 82].
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Generell spielt die Zugabe von Salzen oder so genannten Additiven wie beispiclsweise
Polyethylenglykol (PEG) zum Losungsmittel (Wasser) eine wichtige Rolle.

So sind die Loslichkeit der Proteine und deren Stabilitit stark abhingig von den
Losungsmittelbedingungen. Das Verstdndnis der Einfliisse von Salz und pH-Wert auf
Proteine in wissrigen Losungen ist eine Herausforderung. Hierbei sind z.B. die schlechtere
Loslichkeit in der Nihe des isoelektrischen Punktes zu nennen, wo das Protein annihernd
neutral ist, oder die Tatsache, dass die Zugabe bestimmter Salze die Léslichkeit verbessert,
wihrend bei hoheren Salzkonzentrationen ein so genannter ,.salting out* Effekt eintritt und
die Loslichkeit schlechter wird. Dies ist z.B. bei den hdufig zum Fillen bzw. Kristallisieren
von Proteinen verwendeten Salze (NH;);SO,4 und Na,;SOy der Fall [7].

Um diese Phidnomene zu untersuchen und das thermodynamische Verhalten der Protein-
Protein Wechselwirkungen zu studieren, ist die statische Laserlichtstreuung (SLS) die
Methode der Wahl. Die Hauptanwendung der SLS ist die Bestimmung der massengemittelten
Molmasse M, und des zweiten osmotischen Virialkoeffizienten 4> [28, 120]. Bei der SLS
wird die Intensitit des gestreuten Lichtstrahls an verschiedenen Winkeln gemessen. Der Grad
der Streuung wiederum hingt von vielen Faktoren ab wie etwa der Konzentration, der Form
und der GréBe des streuenden Molekiils.

Der A; ist ein Parameter, der direkt die Wechselwirkungen von gelosten Molekiilen
beschreibt. Ein positiver Wert von A steht fiir abstoBende Wechselwirkungen, ein negativer
A; fiir anziehende Wechselwirkungen. Ein interessanter Punkt hierbei ist, dass sich der Wert
fir 4> mit der Proteinkristallisation korrelieren ldsst. George und Wilson [41] fanden fiir
leicht negative Werte fiir 4, eine bevorzugte Kristallisation, welche schwach anziehende
Protein-Protein  Wechselwirkungen bendtigt. Die wichtigste Methode um den 4, zu
bestimmen, ist die SLS im Batch-Modus, bei der Proben unterschiedlicher
Proteinkonzentration in einen Laser-Detektor injiziert werden und die Daten iiber Zimm- oder
Debye-Plotts ausgewertet werden [68, 105]. In den letzten Jahren wurden auch Versuche
unternommen, um unter Verwendung der size exclusion chromatographie (SEC) den 4, zu
ermitteln [13,10]

Ein weiterer Vorteil der SLS ist die Mdglichkeit, bei gréBeren Polymeren Aussagen iiber die
Form und GroBe der Molekiile zu erhalten. Die Messungen erfolgen ohne Zerstérung des
Proteins. Dies ist ein wichtiger Vorteil wenn das Protein teuer ist oder nur in kleinen Mengen
zur Verfiigung steht. Uber die gemessene massengemittelte Molmasse und die Grofe des
Molekiils lassen sich Riickschliisse auf den Aggregationszustand der Probe ziehen. Die
Standard-Methode um Aggregate zu trennen und zu analysieren, ist die SEC in Kombination
mit einem UV-Detektor. Fiir geringe Aggregatgehalte erreicht diese Methode jedoch die
Detektionsgrenze. Eine weitaus empfindlichere Messmethode um Proteinaggregate zu
detektieren, ist die Kombination der SEC mit einem SLS-Detektor [4]. Gerade bei der
Bestimmung von M, konnen durch diese Kombination zahlreiche Nachteile umgangen
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werden, da die Methode eine direkte Bestimmung der Molmasse erlaubt und keine

Molmassenstandards eingesetzt werden miissen [103, 117].

In dieser Arbeit werden die Werte von A> und M, von zwei humanen monoklonalen
Antikérpern (hmAb) und einem monoklonalen Mausantikérper (mmAb) iiber SLS bei
unterschiedlichen Pufferbedingungen bestimmt. Hierbei kommen zwei unterschiedliche
Methoden zum Einsatz. Zum einen die statische Laserlichtstreuung im Batch-Modus (offline
SLS-Batch-Modus) und zum anderen eine online Methode bei der ein Laser-Detektor in ein
HPLC-System mit SEC-Séulen integriert ist (online SLS-SEC-Modus).
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2 Grundlagen

2.1 Antikorper

Antikorper oder auch Immunglobuline genannt, sind Proteine aus der Klasse der Globuline.
Sie werden vom Immunsystem als Reaktion auf bestimmte Stoffe, den Antigenen, gebildet.
Antikérper werden hierbei von einer Klasse von weillen Blutzellen (Leukozyten), den B-
Zellen produziert und abgesondert. Sie kommen im Blut und in der extrazelluldren Fliissigkeit
der Gewebe vor. Sie ,,erkennen’ meist nicht die gesamte Struktur des Antigens, sondern nur
einen bestimmten Teil, das Epitop. Antikérper erzeugen beim Kontakt mit dem Antigen die
humorale Immunantwort.

Als Antigene wirken fast ausschlieBlich Makromolekiile oder an Partikel gebundene
Molekiile, zum Beispiel Lipopolysaccharide an der Oberfliche von Bakterien. Ein bestimmtes
Antigen induziert in der Regel die Bildung nur weniger, ganz bestimmter, dazu passender
Antikorper, die iiber spezifische, nicht kovalente Bindung zumeist nur diesen Fremdstoff
erkennen. Die spezifische Bindung von Antikérpern an die Antigene bildet einen
wesentlichen Teil der Abwehr gegen die eingedrungenen Fremdstoffe. Bei
Krankheitserregern (Pathogenen) als Fremdstoffe kann die Bildung und Bindung von
Antikérpern zur Immunitdt filhren. Antikorper sind also zentrale Bestandteile des

Immunsystems hoherer Wirbeltiere.

Jeder Antikorper besteht aus zwei identischen, schweren Ketten (heavy chains, H) und zwei
identischen leichten Ketten (light chains, L), die durch kovalente Disulfidbriicken zu einer
Ypsilon-férmigen Struktur miteinander verkniipft sind (Abbildung 1). Die leichten Ketten
bestehen aus jeweils einer variablen und einer konstanten Doméne. Bezeichnet werden diese
als VL und CL. Die schweren Ketten hingegen haben jeweils eine variable und drei (IgG,
IgA) bzw. vier (IgM, IgE) konstante Doménen. Die variablen Dominen einer leichten und
einer schweren Kette bilden die Antigenbindestelle [102].
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Abbildung 1: Struktur eines IgG Antikérpers. CH (Chain Heavy), CL (Chain Light),
VH (Variable Heavy), VL (Variable Light).

Durch die spezifische Bindung der Antikorper an ein Epitop ergeben sich viele Anwendungen
in Diagnostik und Analytik. Besonders im Bereich der Onkologie ergeben sich hier neue
Méglichkeiten. Zudem eignen sich Antikérper durch ihre spezifische Bindung dazu, einen
Wirkstoff ganz gezielt an den Wirkort zu transportieren (,Drug-Targeting"). Die
Anwendungsmoglichkeiten fiir therapeutische Antikorper sind sehr weit gefichert. Allerdings
haben sich  inzwischen  Krebs- und  immunologische  Erkrankungen  als
Hauptanwendungsgebiet herauskristallisiert.

Das wohl bekannteste Beispiel fiir den Einsatz von monoklonalen Antikérper als Diagnostika
sind die apothekeniiblichen Schwangerschaftstests bei denen das schwangerschaftserhaltende
Hormon HCG an einen HCG-Antikrper bindet. Im Labor gibt es mittlerweile zahlreiche
Anwendungen fiir Antikérper wie zum Beispiel den Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) oder den Radioimmunoassay (RIA), welche beide zum Nachweis von Analyten
dienen.

Bei der Produktion von Antikdrpern wird zwischen polyklonalen und monoklonalen
Antikorpern unterschieden. Bei einer natiirlichen Immunreaktion werden gegen ein Antigen
mehrere Antikérper produziert, die an verschiedene Epitope des Antigens binden. Dieses
Gemisch aus verschiedenen Antikérpern wird als polyklonale Antikdrper bezeichnet. In der
therapeutischen und analytischen Anwendung ist meist die Bindung an ein spezifisches
Epitop gewtinscht. Dies ist nur mit monoklonalen Antikérpern zu erreichen.

Monoklonale Antikérper werden nach dem Verfahren von Kéhler und Milstein [66]
produziert. Mit dieser Methode ist es moglich, einen ganz bestimmten Antikérper, der nur an
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ein Epitop bindet, in nahezu beliebiger Menge zu produzieren. Durch die Fusion einer
Antikorper produzierenden B-Zelle mit einer immortalen Myelomzelle entsteht eine so
genannte Hybridomazelle, die dauerhaft die gleichen Antikérper ausscheidet. Uber Selektion
konnen so monoklonale Antikérper produzierende Zelllinien erhalten werden. Mit der
rekombinanten DNA-Technologie kdnnen mAbs spezifisch modifiziert werden, sodass
beispielsweise ihr Backbone humanisiert wird und die jeweilige codierende DNA-Sequenz in
produzierende Systeme wie etwa CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary) tiberfiihrt wird fiir
die industrielle Produktion groBer Mengen. Die Méglichkeit einen monoklonalen Antikérper
zu humanisieren erlaubt es, ihn als therapeutisches Mittel gegen menschliche Krankheiten
einzusetzen, da so die unerwiinschte Immunantwort gegen den eingesetzten Antikérper im
Patienten ausbleibt [61]. 2003 wurde der erste humane monoklonale Antikarper als Mittel
gegen rheumatische Arthritis auf den Markt gebracht. Heute werden mAbs gegen zahlreiche
Krankheiten wie etwa Asthma, Arthritis, Krebs, Leukimie und Autoimmunkrankheiten
eingesetzt. Der Markt fiir monoklonale Antikérper wichst und fiir 2010 wird sich der Umsatz
auf iiber 16 Mrd. US$ verdoppelt haben [23]. Jedes Jahr werden groBe Mengen monoklonaler
Antikorper produziert. Aufgrund der hohen Titer bei den Fermentationen wird die
Aufarbeitung, das so genannte Downstream Processing, zum Bottleneck innerhalb der
Produktion [71]. Verbesserungen innerhalb der Aufreinigungsprozesse sind daher

unumgénglich.

Dic Aufarbeitung erfolgt in mehreren Schritten. Die Abtrennung des Produktes vom
Kulturmedium wird meist durch Filtration und Zentrifugation realisiert. Bei der Feinreinigung
spiclen chromatographische Verfahren wie Affinitits-Chromatographic mit Protein A,
lonenaustausch-Chromatographie, Hydrophobe Interaktions-Chromatographie, Ultrafiltration
und Dialyse eine grofie Rolle.

2.2 Chromatographie

Die Fliissigchromatographie ist eine physikalische Trennmethode mit einer Fiussigkeit als
mobilen Phase und einem Feststoff als stationdrer Phase. Tswett [109] leistete auf diesem
Gebiet Pionierarbeit und verdffentlichte 1906 als erster eine Arbeit zur Chromatographie von
Chlorophyllen. Die ersten kommerziell erhiltlichen Geréte kamen 1969 auf dem Markt. In der
chemischen und pharmazeutischen Analytik ist die High Performance Liquid
Chromatographie (HPLC) eine der wichtigsten Messmethoden [34].

Proteine werden tiber chromatographische Trennverfahren aufgereinigt, indem man sich ihre
verschiedenen spezifischen Eigenschaften zunutze macht. In der Aufreinigung therapeutischer
Proteine spielt die Chromatographie neben Zentrifugation und Filtration eine dominierende
Rolle.

Die drei in dieser Arbeit verwendeten chromatographischen Methoden IEC, HIC und SEC
werden im Folgenden detaillierter dargestellt.
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2.2.1 lonenaustausch-Chromatographie

Die Tonenaustausch-Chromatographie (TEC) trennt Molekiile nach ihren unterschiedlichen
Nettoladungen. Seit 1960 wird die Ionenaustausch-Chromatographie auch fiir die Trennung
von Biomolekiilen genutzt und bekommt eine immer groBere Bedeutung bei der Aufarbeitung
von Proteinen. Heute ist die IEC die meistgenutzte Technik zur Aufreinigung von Proteinen,
Peptiden, Nukleinsduren und anderen geladenen Biomolekiilen [62]. Sie bietet neben einer
hohen Auflosung auch hohe Beladungskapazititen [37]. Dieses Verfahren macht eine
Trennung von Molekillen, welche selbst nur geringe Unterschiede in ihren
Ladungseigenschaften aufweisen noch méglich, z.B. zwei Proteine, die sich nur in einer
einzigen geladenen Aminoséure unterscheiden. Dies macht die TEC geeignet fiir alle Schritte
innerhalb eines Aufreinigungsprotokolls, also sowohl Capture und Intermediate Purification,
als auch Polishing vom MikromaBstab bis zur Aufreinigung von grofien Mengen Produkt [1].

Proteine unterscheiden sich in ihren Ladungseigenschaften beziiglich ihrer Gesamtladung,
Ladungsdichte =~ und  Oberflichenladungsverteilung und  zeigen  unterschiedliche
Wechselwirkungen mit geladenen Chromatographie-Materialien. Die geladenen Gruppen
eines Proteins zeigen verschiedene pKa-Werte in Abhingigkeit ihrer Struktur und der
chemischen Mikroumgebung.

Da alle Molekiile mit sauren bzw. basischen Gruppen titriert werden kdnnen, ist ihre Ladung
dullerst pH-Wert abhingig. Proteine, welche aus vielen verschiedenen Aminosiuren mit
schwach sauren und basischen Gruppen aufgebaut sind, dndern ihre Nettoladung, wenn der
pH-Wert der Umgebung sich 4ndert. Jedes Protein besitzt seine eigene spezielle Abhingigkeit
der Nettoladung vom pH-Wert. Derjenige pH-Wert, bei dem ein Protein in Wasser keine
Nettoladung mehr trédgt, wird isoelektrischer Punkt (pI) genannt und kann in einer
Titrationskurve bestimmt werden. Ein Beispiel ciner solchen Kurve fiir einen hmAb zeigt die
Abbildung 2.
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Abbildung 2: Titratitionskurve eines humanen, monoklonalen Antikorpers (mAb2) bei 25°C
[116]. Der isoelektrische Punkt liegt bei pH 8,8.

Bei einer IEC-Trennung finden reversible Wechselwirkungen zwischen geladenen Proteinen
und entgegengesetzt geladenen TEC-Trennmaterialien statt, wobei entweder die Adsorption
oder die Desorption bevorzugt wird um die Trennung zu gewihrleisten. Ein Protein, welches
am pl keine Nettoladung trigt, wird mit dem Trennmaterial nur sehr geringe

Wechselwirkungen aufweisen.

Antikérper werden bei einem pH-Wert kleiner ihrem pI mit Kationentauschem abgetrennt, da
hier die positiv geladenen Proteine an die negativ geladenen Kationentauscher binden.
Ionentauscher-Materialien bestehen haufig aus sphérischen Partikeln, die mit geladenen
Gruppen funktionalisiert sind. Bei Kationentauschern sind diese Gruppen beispiclsweise
negativ geladene Sulfogruppen (SO] ). Das Trennmaterial ist meistens pords, um eine grofie
Oberfliche zu gewihrleisten. Fiir die Sa@ulenchromatographie sind die Trennmaterialien in
Siulen in einem festen Bett gepackt. Das Bett wird fiir die Aufreinigung mit einem
geeigneten Puffer equilibriert, sodass bei der Auftragung der Probe auf die Saule das
Zielprotein bindet und méglichst viele Verunreinigungen nicht binden. Gebundenes Protein
kann durch Verinderung des pH-Wertes, Zugabe von konkurrierenden fonen oder so
genannten ,,molecule displacers® eluiert werden, welche die Proteine verdréingen und an ihrer

Stelle an die Trennmaterialien binden [93, 110].
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2.2.2 Hydrophobe Interaktions-Chromatographie

Bei der Hydrophoben Interaktions-Chromatographie (HIC) werden Trennmaterialen mit
hydrophoben Gruppen eingesetzt. Diese reichen von schwach hydrophoben Liganden wie
etwa Ether oder Propylenglycol bis hin zu stark hydrophoben Liganden wie Butyl- oder
Oktylgruppen. Die vielen Theorien, welche fiir die HIC diskutiert werden, basieren
hauptsichlich auf der Annahme, dass die Wechselwirkungen von hydrophoben, geldsten
Stoffen und Wasser entscheidend sind fiir die Adsorption [24, 104].

Was alle Theorien gemeinsam haben, ist die zentrale Rolle von so genannten
strukturformenden Salzen und dem Effekt, den sie auf Losungsmittel, Adsorber und Protein
ausiiben, um eine Bindung von Protein und Trennmaterialien zu realisieren. Porath [88]
untersuchte in diesem Zusammenhang die Adsorption in der Anwesenheit von hohen
Salzkonzentrationen und fand hierbei hthere Adsorberbeladungen.

Hohe Salzkonzentrationen im Losungsmittel filhren dazu, dass Salzionen um die
Wassermolekiile aus der Hydrathiille der Proteine konkurrieren. Durch die Umstrukturierung
der Wassermolekiile erhéht sich die Unordnung bzw. die Entropie des Systems und die
Adsorption wird thermodynamisch durch diesen Entropiegewinn begiinstigt. Diese
entropiegetriebene Interaktion zweier hydrophober Gruppen (sowohl Protein-Ligand, als auch
Protein-Protein) wird im Folgenden ,hydrophobe Wechselwirkung® genannt. Dabei ist zu
beachten, dass sich die Proteinstruktur in Abhéingigkeit vom Lésungsmittel dndern kann, z.B.
kénnen hydrophobe Gruppen, die urspriinglich im Inneren des Proteins lagen, nun fiir das

Lsungsmittel zuganglich werden.

Hofstee [53] und spiter auch Shaltiel [98] verglichen die hydrophobe Interaktion-
Chromatographie mit der Zusammenlagerung von kleinen, aliphatischen, organischen
Molekiilen in Wasser. Porath et al. [89] vermutete hinter der hydrophoben Adsorption den so
genannten ,,salting-out Effekt. Hjerten [51] interpretierte dies 1977 thermodynamisch iiber
die Anderung der Gibbschen Energie AG. Nach ihm fiihrt die Entfernung und
Umstrukturierung der geordneten Wassermolekiile, welche die hydrophoben Liganden und
die Proteine umgeben, zu einem Entropiegewinn AS , wodurch sich ein negativer Wert fiir die
Anderung der Gibbschen Energie des Systems ergibt. Daraus resultiert, dass die
Wechselwirkung von hydrophoben Ligand und Protein thermodynamisch begiinstigt ist und
somit die Adsorption méglich wird. Ebenfalls weit verbreitet ist die Theorie von Melander
und Horvath [78], welche die hydrophobe Wechselwirkung auf die Zunahme der
Oberflichenspannung von Wasser zuriickfiihrt, welche durch geldste strukturformende Salze

verursacht wird.
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2.2.3 GroBRenauschluss-Chromatographie

Die GrofBenausschluss-Chromatographie (SEC) oder auch Gelpermeations-Chromatographie
(GPC) genannt, basiert im Gegensatz zu anderen chromatographischen Verfahren auf einer
Trennung nach Molekiilgréfe. Die Saulen sind bei der GPC entweder mit pordsem Gel oder
mit porosen Partikeln gepackt. Entscheidend ist eine definierte Porengréfie der Packung.
GroBe Molekiile, die nicht in die Poren der stationéiren Phase eindringen konnen, besitzen ein
kleines Elutionsvolumen und eluieren daher frither von der Siule. Molekiile, die kleiner als
die Porengrofe sind, konnen in die Poren des S#ulenmaterials diffundieren und eluieren
dadurch spiter als groe Molekiile. Durch die unterschiedlichen Elutionsvolumina lassen sich
so Proteine nicht nur aufirennen, sondern auch ihre Molmassen bestimmen.

Da es zu keiner Bindung auf der Siule kommt, haben verschiedene Puffer-
zusammensetzungen und pH-Werte nur geringen Einfluss auf das Retentionsverhalten der
Proteine bei der SEC. Daher hat dieses Trennverfahren den grofien Vorteil, dass es beziiglich
Anderungen der Prozessparameter unempfindlich ist, die z.B. fiir anschlieBende
Chromatographieschritte nétig sind. Ein weiterer Vorteil der SEC ist, dass das Protein keinen
direkten Interaktionen ausgesetzt ist, durch dic es zu Einschrinkungen der
Proteinfunktionalitit kommen kann [1].

2.3 Thermodynamik der Adsorption

2.3.1 Thermodynamische Gleichgewichtskonstante

Die Adsorption ist bei vielen chromatographischen Verfahren das physikalische Trennprinzip.
Im Folgenden werden die thermodynamischen Grundlagen der Adsorption einer geldsten
Komponente aus der Fliissigphase an die feste Phase beschrieben.

Im thermodynamischen Gleichgewicht ist das chemische Potential der Komponente 7 in der
Fliissigphase (Index c) und der adsorbierten Phase (Index g) gleich.

= ()

Die chemischen Potentiale werden nach Art des Henryschen Gesetzes normiert.

(n)

K= W7+ RTIn "+ RT In ¢ @)
cﬂ
ai")
e rer o i g
., ‘?+RTlnam +RTIny; 3)
0

Hier ist cf"’ die Molaritit der Komponente i (Stoffmenge Komponente i pro Volumen Probe),
c,‘}"} die Referenzmolaritat 1 mol I, af"' die Beladung des Adsorbers mit der Komponente i
(Stoffmenge Komponente i pro Volumen Adsorber) und Eéﬂ) die Referenzbeladung 1 mol [,

Fiir die Aktivititskoeffizienten gilt fiir unendliche Verdiinnung:
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im = 4
3}2}] Fe=il 4
lim y? =1 &)
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Somit ist der Referenzzustand der chemischen Potentiale rein hypothetisch und kann nie
£ o n n n ~(n) ~(n) ~(n)
erreicht werden, da gleichzeitig c,( ) =0 und cf ):c((,) (bzw. g, =0 undgq, =gq, ) gelten

miisste. Einsetzen der Gleichung (2) und (3) in die Gleichgewichtsbedingung (1) liefert

~(n) (%)
a7t = RTn L RT =+ RTInyf + RTIny; (6)
9 %
bzw.
e L
- —=In ’—} Al (7)
RT c 7.
und somit
refc refq ~{") q
- —H 9 %
e i i = i 8
Xp{ RT } c‘_(") ]/f ( )

Der Term auf der linken Seite ist die thermodynamische Gleichgewichtskonstante K,

refc refq
wLinsl
K _=expl /————
o p|: RT :|

9)
Aus (9) ergibt sich die allgemeine Form der Gleichgewichtsisotherme. Sie hingt ab von
Temperatur und Druck, der Zusammensetzung des Lsungsmittels und den
Adsorbermaterialien, nicht aber von der Konzentration des adsorbierenden Stoffes i. Es gilt:

~(a)

-2l (10)

eq C}n] },r

In unendlicher Verdiinnung wird der Quotient der Aktivitdskoeffizienten der beiden Phasen
gleich 1. Damit folgt fir K, :
~(n)

Eouin % an
Das bedeutet, dass die thermodynamische Gleichgewichtskonstante gleich der
Anfangssteigung der Adsorptionsisothermen ist. Nach Anpassung eines Modells an
experimentell  ermittelte ~ Adsorptionsisothermen  kann  die  thermodynamische
Gleichgewichtskonstante durch einen Grenziibergang auf unendliche Verdiinnung ermittelt
werden.
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2.3.2 Hypothetische Referenzzustinde

Aus der Definition der Normierung nach Gleichung (4) und (5) ergibt sich fiir unendliche
Verdiinnung (}g“ = 1) aus (2) und (3):

e refe ()
A ey i
T e i
- (o)
o AT (13)
#lss RT 7 ‘}("’
0

Die Ausdriicke auf der rechten Seite der Gleichungen (12) und (13) sind nicht von der
Temperatur abhingig. Mit

lim g = (14)
bzw.

lim pf =™ k2

770

folgt daher durch Differenzierung nach der Temperatur

i ‘u'_m _‘urefc
dar RT

d ‘u_qw_‘urdq
dr|  RT

Mit der Gibbs-Helmholtz Beziehung [46]
i[i] Sy a18)

0 (16)

0 (17)

ATV RT| . RT?
folgt aus (16) und (17)
WS (19)
e =h (20)

Die partiellen molaren Enthalpien im hypothetischen Referenzzustand und in der realen
unendlichen Verdiinnung sind gleich. Die Differenz der Enthalpien in der adsorbierten Phase
und der Fliissigphase ist die Adsorptionsenthalpie.

AR = B - @)

Es gilt offenbar
Ah;:dmf =Ahadm (22)

Die Adsorptionsenthalpie bei unendlicher Verdiinnung kann experimentell mittels isothermer
Titrationskalorimetrie ermittelt werden. Somit ergibt sich ein Zugang zur Differenz der Werte
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der Adsorptionsenthalpie in den hypothetischen Referenzzustinden. Aus der Definition der
thermodynamischen Gleichgewichtskonstanten, Gleichung (9), kann die Anderung der
partiellen molaren Gibbschen Energie beim Ubergang zwischen den Referenzzustinden
(Adsorption im Referenzzustand) berechnet werden.

Agl*™ = Apf™™ = p* — y®° = RThh K, (23)

Da K, aus Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen bestimmt werden kann, ldsst sich auch
die Adsorptionsentropie im Referenzzustand berechnen:

A5t = ppeEed ppomknd (24)

i

Fiir die Entropieinderung im Referenzzustand bei der Proteinadsorption gilt also

TAST™ = RT K, + A" (25)

Die hierfiir benétigten Werte fiir Ah;"{” beziehen sich ebenfalls auf den Referenzzustand und
konnen aus kalorimetrischen Messungen der spezifischen Adsorptionsenthalpie Ah;‘i‘ fiir
unendlich kleine molare Proteinkonzentrationen cf,”' bzw. unendlich kleine, molare

Adsorberbeladungen qi"’ ermittelt werden.

2.4 Adsorptionsmodelle

In den letzten Jahren wurden viele Versuche unternommen, die Proteinadsorption mit
einfachen Modellen zu beschreiben. Alle hier vorgestellten Modelle beruhen auf der
Annahme, dass sich thermodynamisches Gleichgewicht zwischen freier und gebundener
Phase einstellt. Dies bedeutet, dass die chemischen Potentiale aller adsorbierenden
Komponenten 7 in beiden Phasen identisch sind (Gleichung 1). Kinetische Vorgénge werden
hierbei nicht berticksichtigt.

Ziel dieser Modelle ist es, einen Zusammenhang zwischen der Konzentration der jeweiligen
Komponente 7 in der fliissigen Phase und der adsorbierten Phase herzustellen. Dies geschieht
teilweise aus physikalischen Uberlegungen heraus, haufig aber auch rein empirisch.

Einige der am hé&ufigsten zur Modellierung der Proteinadsorption eingesetzten Modelle

werden im Folgenden vorgestellt.

2.41 Langmuir

Das einfachste und dennoch immer noch am hiufigsten zur Beschreibung der
Proteinadsorption verwendete Modell wurde 1918 von Langmuir entwickelt [70]. Das Modell
wurde urspriinglich von einer einfachen kinetischen Betrachtung der Adsorption kleiner
Gasmolekiile an einer Oberfliche abgeleitet.

Das Modell beruht auf folgenden Grundannahmen: Die Molekiile adsorbieren an einer festen
Anzahl definierter Stellen und an jede dieser Stellen adsorbiert nur ein einziges Molekiil. Alle
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diese Bindungsstellen sind dquivalent. Des Weiteren bildet sich nur eine adsorbierte Schicht
aus und bei den adsorbierten Molekiilen kommt es zu keiner Interaktion. Unter diesen
Annahmen kann die Langmuir-Isotherme hergeleitet werden [12, 63, 70].

Die Adsorption wird dabei konzeptionell wie eine chemische Reaktion von Proteinen P und
Adsorbern A behandelt, mit der Geschwindigkeit der Adsorption ks und der der
Desorption ks

P+ A—t= P4 (26)
und
PA—f= P+ 4 @27

Die Gleichgewichtskonstante der Adsorption ist definiert als:

K = —ad 28
3 kdes ( )
Fiir die Geschwindigkeitskonstanten wird angesetzt:
q(m)

A (29)

95

()

q

T (30)

=
Hierbei ist cL”}die Proteinkonzentration (Masse Protein pro Volumen Probe), qL’"’ die
Proteinbeladung des Adsorbers (Masse Protein pro Masse Adsorber) und qi’")""’"dic

maximale Adsorberbeladung.

Die Geschwindigkeiten der Adsorption und der Desorption sind im Gleichgewicht identisch.
Die Adsorptionsgeschwindigkeit ist proportional zur Proteinkonzentration in der Flissigphase
und die Desorption ist proportional zur Proteinbeladung des Adsorbers.

Es gilt:
(m) (m)
(m) 9y % 9,
kmc_ﬂ [1_ (m) max }_ kdﬂ (72) max (31)
9» 9,

Aus Gleichung (31) ergibt sich die Langmuir Isotherme:

(m) max (m)
o) == (32)

»
e )
X +CF

a

Dieser einfache Ansatz beschreibt hdufig experimentell ermittelte Werte sehr gut.
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2.4.2 Langmuir-Freundlich

Das Langmuir-Freundlich-Modell [12], h#ufig auch als erweitertes Langmuir-Modell
bezeichnet, erginzt das Langmuir-Modell um einen weiteren Parameter a als Exponent der
Fliissigphasenkonzentration. Dieser rein empirische Parameter verbessert hédufig die
Anpassbarkeit an Messwerte, fiihrt jedoch fiir a # 0 dazu, dass die Steigung der Isotherme fiir
cfp"') — 0 gegen Null geht, was zu unphysikalischen Ergebnissen bei der Ermittlung der
thermodynamischen Gleichgewichtskonstanten fiihrt.

Die Langmuir-Freundlich Isotherme ist wie folgt definiert:

l-a
(m)
o [

q}) ‘ [f’n]]
() - 33)
v (

Bt i B

K,_-,Cém c‘gml

Die Fliissigphasenkonzentration wird hier auf eine definierte Standardkonzentration (cf)””)

bezogen (c,[)'") =1gTh.

2.4.3 Steric Mass-Action

Das von Brooks und Cramer [18] verdffentlichte steric mass-action Modell (SMA) ist ein
dreiparametriges Modell zur Beschreibung der Adsorptionsvorgénge bei Ionentauschern.
Dieses Modell beachtet die sterische Hinderung von Salzgegenionen durch adsorbierte
Proteine. Durch ihre Grofle verdecken die Proteine wesentlich mehr Gegenionen als es allein
aufgrund ihrer Ladung der Fall wire. Folgende Annahmen werden getroffen:

Beide Phasen sind thermodynamisch ideal, es wird mit Konzentrationen an Stelle von
Aktivititen gerechnet. Die sterisch gehinderten Salzgegenionen sind fiir den
Ionenaustauschvorgang nicht verfiigbar. Die Adsorption kann durch ein Massenwirkungs-
Gleichgewicht beschrieben werden. In der station#iren Phase wird Elektroneutralitit gewahrt.
Der Einfluss von Co-Ionen (beispielsweise Chloridionen in einer Natriumchloridldsung bei
Kationenaustauschern) ist vernachlissigbar. Die Gleichgewichtsparameter im SMA-Modell
sind konstant und unabhiingig von der Protein- und Salzkonzentration. Dadurch werden
Nichtidealititen wie Aggregation oder Umfaltung der Proteine nicht beriicksichtigt. Das
Protein mit der charakteristischen Ladung v (Anzahl der vom Protein verdringten
Gegenionen) wird an der Oberfliche an Bindungsstellen adsorbiert. Hierbei verdriingt es
dieselbe Anzahl an Salzgegenionen. Der Einfachheit halber wird hier von einem einfach
geladenen Salzion ausgegangen. Wie in Abbildung 3 skizziert, werden weitere
Salzgegenionen sterisch gehindert und konnen nicht mehr am Austausch teilnehmen.
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Abbildung 3: Idealisierte Proteinadsorption an einen Kationentauscher nach dem
SMA-Modell. § : Sterisch gehinderte Salz-Gegenionen;
S : Sterisch ungehinderte Salz-Gegenionen.

Der stochiometrische Austausch von Proteinen P und verfiigbaren Gegenionen S wird durch

folgendes Reaktionsschema beschrieben:
P+v-§ o Pitv-5° (34)

wobei &er Uberstrich  die gebundenen Salzionen beschreibt, die fiir den Austausch
verfiigbar, das heiit nicht sterisch gehindert sind. Die hochgestellten Indices ¢ und q stehen
fir die Fliissigphase bzw. adsorbierte Phase. Die Gleichgewichtskonstante fiir dieses
Reaktionsschema K4 wird nach dem Massenwirkungsgesetz definiert.

g(:i e
Kou =\ 7 || =00 (32)
P

5

Die zugehorigen Konzentrationen sind cf,") bzw. c}? fiir das geldste bzw. adsorbierte Protein
P und " bzw. Ein)entsprechend fiir das Salzion S. Die Konzentration der sterisch
gehinderten Salzionen c}in) , die fiir den Ionenaustausch nicht verfiigbar sind, ist definiert als

A~
q =0q’ (36)

s B
wobei o der sterische Faktor des Proteins ist. Dieser Faktor ist abhingig von der Grofle und
Orientierung des Proteins auf der Oberfliche des Adsorbers. Die Gesamtbeladung der
stationdren Phase mit Ionen ist gegeben durch:

e n)  Aln)  —(n) ~(n)
g =q"+a"=4" +0o4q, 37
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Auf der Adsorberoberfliche ist die Elektroneutralitit gewahrt. Die Elektroneutralitits-
bedingung fiir einen Adsorber mit der Ionenkapazitit A (maximale [onenbeladung) lautet:

A=g" +(v+a)q. (38)

2 : ; 3 s ()
Durch Einsetzen von Gleichung (38) in Gleichung (35) wird nach Umstellung die in ¢,
implizite Gleichung fiir die SMA-Adsorptionsisotherme erhalten:

é[n) c("] e
C(n) = 2

3 Ko A-—(V+O')‘¢}‘(:)

(39

¢ : v ~(n)
Die Anfangssteigung der Isotherme im linearen Bereich fiir ci)—)O und qi — 0 kann

analytisch bestimmt werden und ist

~(x) v
gl A

Damit nimmt die Anfangssteigung der Isotherme wie erwartet mit steigender
Salzkonzentration in der Flussigphase ab. Die maximale Beladung c}l;ﬁm, also die Beladung
die fiir cL") — oo erreicht wird, ist unabhiingig von der Salzkonzentration der mobilen Phase.
Rein mathematisch ergibt sich aus Gleichung (39)

i A (= (m)
dilies g, =) (a1)
Diese maximale Beladung wird jedoch im Experiment nur fiir hinreichend geringe

Salzkonzentrationen tatsichlich erreicht.

Um die Gleichgewichtsisotherme zu beschreiben, ist es notwendig die drei unabhingigen
Parameterv, ¢ und K, zubestimmen. Dies kann neben der Anpassung an mindestens drei
gemessene Gleichgewichtsisothermen bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen auch aus
Saulenchromatographieldufen geschehen. Tm Folgenden werden die Grundlagen hierzu
erlautert.

Unter linearen Gleichgewichtsbedingungen (geringe Proteinkonzentrationen) kénnen aus der
Literatur bekannte Beziehungen zum Protein-lonenaustausch zur Bestimmung  der
Gleichgewichtskonstante K, und der charakteristischen Ladung v mittels isokratischer
Elution aus Chromatographieldufen herangezogen werden [18, 67, 111]. Hierbei werden
Protein-Pulsexperimente bei verschiedenen Salzkonzentrationen durchgefiihrt und die
Retentionszeiten auf der Séule bestimmt.

Unter linearen Bedingungen ist der Kapazititsfaktor &' definiert als [115]:

~(n)

go i =t
[V

c, 1,

kK'=pB (42)
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Das Phasenverhiltnis £ der Siule ist

= (43)

mit der totalen, das bedeutet inter- und intrapartikuléren, Porositite, . Die Retentionszeit des
Proteins #z und die Retentionszeit einer nicht wechselwirkenden Komponente #, kénnen
experimentell bestimmt werden. Einsetzen von Gleichung (40) in Gleichung (42) ergibt fiir
den Kapazititsfaktor

i £
k= BKgy {c(_")] (44)

Wird die Salzkonzentration und die Ionenkapazitit auf eine Standardkonzentration bzw.
Standardkapazitit bezogen und beidseitig der Logarithmus genommen, ergibt sich

Ao )
logh' =log| BKgy, | — | (—V log { (45)
A cn")
Dabei sind A,=1 mol 1" und cé”] =1 molml’. Eine logarithmische Auftragung des
Kapazititsfaktors iiber der Salzkonzentration der mobilen Phase wird Kopaciewicz Plott
genannt [67] und ergibt demnach eine Gerade mit der Steigung —v und dem Achsenabschnitt
log (FK,,. (A/An)v). Das bedeutet, dass die charakteristische Ladung v und die
Gleichgewichtskonstante K, aus linearen Elutionsversuchen bei verschiedenen

Salzkonzentrationen bestimmt werden kénnen.

Der sterische Faktor o liefert Informationen {iiber den nichtlinearen Teil der
Adsorptionsisotherme und kann unabhéngig durch ein so genanntes Frontexperiment unter
nicht linearen Bedingungen mittels Sdulenchromatographic bestimmt werden [18]. Das
Durchbruchsvolumen ¥z einer Proteinfront kann durch folgenden Ausdruck mit den
Konzentrationen des Proteins in der mobilen und stationdren Phase in Beziehung gesetzt
werden [115].

~(n)

v,=V,|1+ ﬁ%{’ﬁg (46)

P
Hierbei ist ¥y das Durchbruchsvolumen eines Inertstoffes, gleichzusetzen mit dem
Totvolumen der Séule, und ¢!”** die Feedkonzentration der Proteinlosung. Nach Einsetzen
von Gleichung (46) in Gleichung (39) mit ¢! =c"* und Umstellung erhalt man fiir den

sterischen Faktor o den Ausdruck

1

Bl i
o~ | (i)
c II ﬁKSMA
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H=[K"—— J (48)

0

Somit ist es mdglich, den sterischen Faktor o {iiber obige Gleichung direkt aus dem
Durchbruchsvolumen des Proteins zu bestimmen. Die Werte der charakteristischen Ladung
und der Gleichgewichtskonstanten miissen unabhingig davon aus den zuvor beschriebenen

linearen Elutionsversuchen bestimmt werden.

Sind die drei Gleichgewichtsparameter entweder iiber Anpassung an gemessene Isothermen
aus Batch Experimenten oder iiber den soeben dargelegten Weg bestimmt, kann die SMA-
Isotherme bei jeder beliebigen Salzkonzentration bestimmt werden. Dies ist ein Vorteil im
Vergleich zur Langmuir Isotherme, bei der die Parameter fiir jede Salzkonzentration bestimmt

werden miissen.

2.4.4 Available Area

Das available area Modell wurde 2004 von Bosma und Wesselingh [15] entwickelt und ist im
Gegensatz zum SMA-Modell nicht auf lonenaustauschprozesse beschrinkt, sondern auch in
der Lage, andere Adsorptionsprozesse wie beispiclsweise hydrophobe Interaktions-
Chromatographie (HIC) zu beschreiben.

Fiir die Modellierung werden die Proteine als Scheiben mit einem charakteristischen Radius
betrachtet. Die Adsorptionsoberfliche ist flach und hat ecine homogen verteilte
Bindungsstirke. Die Scheiben sind zufillig auf der Oberfliche verteilt und diirfen nicht
tiberlappen. Das bedeutet, dass die Mittelpunkte der Scheiben mindestens den doppelten
Radius voneinander entfernt sein miissen. Dies fithrt zu drei unterschiedlichen Anteilen der
Oberfliche. Die mit Protein beladene Oberflachenbeladung (coverage) y ist von den
Scheiben belegt. Der Anteil der Fliche, in dem durch das Ausschlusskriterium kein weiterer
Mittelpunkt liegen darf, ist die nicht verfiigbare Fliche (excluded area) @. Der restliche
Anteil der Oberfliche ist die freie, also verfiigbare Fliche (available area) o. Die
Flachenanteile sind schematisch in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Available Area Modell: Anteile auf der Adsorberoberfliche.

Der Ansatz zur Herleitung des Modells ist #hnlich wie bei Langmuir (siche Abschnitt 2.4.1).
Im Gleichgewicht sind die Adsorptions- und die Desorptionsrate identisch. Wie bei Langmuir
ist die Desorptionsrate proportional zur Oberflichenbeladung. Die Adsorptionsrate ist
proportional zur Fliussigphasenkonzentration und, im Gegensatz zu Langmuir, zur
verfligbaren Fliche. Daraus folgt

ko a=ky, x (49) |
und somit ‘
= KIM f (50)
mit
K= ’,Z"‘* (51)

des

Um die Isotherme zu vervollstindigen, wird noch die Herleitung eines Zusammenhangs
zwischen der verfligharen Fliche und der Oberflichenbeladung benétigt. Fiir geringe
Beladungen kann ein exakter Ausdruck analytisch angegeben werden.

a=(1-z)’ (52)

Bei hoherer Beladung kann durch numerische Simulationen folgender Ausdruck hergeleitet
werden [15]

!G+5,iz]}z’m
a:[lf fgﬂJ (53)
v
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Der Wert der maximalen Beladung ™ kann ebenfalls numerisch berechnet werden und
betrigt 0,5470. Wird dieser Ausdruck in die Isotherme eingesetzt und y/ 7™ ersetzt durch

~i") / T'm so erhilt man nach Umstellung
s %l:l 32
o ) Y2208 ;;“_J
i el o s g : (54)
P K ~(n) max ~(n) max J
44, q,

Der komplizierte Ausdruck im Exponent kann durch seinen Durchschnittswert von -2.7

approximiert werden.
2.7

) ~(n) 5(“]
Peeeopto et (59)
44 4, 9,

Dies ist die Adsorptionsisotherme fiir einen allgemeinen Adsorptionsprozess. Im Falle eines
Ionenaustausches fiihrt Bosma ein lokales Mass-Action Modell ein, um die Salzabhingigkeit
des Prozesses zu erfassen [15]. Damit ergibt sich folgender Ausdruck fiir die Isotherme bei

Tonenaustauschern:
24
~(n) ~(n) 7
(n)
c{") = 1 s qP iz qi’ (56)
P K A ~(n) max ~ () max
Ad g, q,

Diese Isotherme ist dquivalent zur SMA-Isotherme (siche Abschnitt 2.4.3) jedoch steht im
AA-Modell der Exponent 2,7 anstatt v beim SMA-Modell.

2.5 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die Kalorimetrie ist ein Messverfahren, weiches es ermdglicht, Wirme, die bei Prozessen
aufgenommen oder abgegeben wird, zu bestimmen. Kalorimetrische Methoden werden oft
eingesetzt um thermodynamische Daten von biologischen Systemen zu ermitteln [39]. Die
isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) ist eine der wichtigsten Techniken auf diesem Gebiet.
Der Anwendungsbereich der ITC bei biologischen Fragestellungen reicht von der
Untersuchung der Protein-Liganden Wechselwirkung beispielsweise beim Drug Design von
Wirkstoffen bis hin zu kinetischen Messungen [21]. Der Vorteil der ITC fiir die vorliegende
Arbeit ist die Mdglichkeit, die Proteinadsorption direkt {iber die Messung der Wirme, die
beim Adsorptionsprozess frei oder aufgenommen wird, zu detektieren. Es handelt sich um
eine schnelle und sehr sensitive Methode um die Enthalpieinderung bei der Adsorption zu
ermitteln, ohne den indirekten Weg iiber van't Hoff Analysen gehen zu miissen [54]. Obwohl
die ITC heutzutage in vielen Labors und Anwendungen eingesetzt wird, stellen nach wie vor
sowohl die experimentelle Durchfithrung, als auch die Interpretation der Daten eine grofle
Herausforderung dar.
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Es gibt drei unterschiedliche Messprinzipien bei der ITC: Zum einen wird die
Temperaturdnderung in ecinem adiabatischen System mit bekannter Wirmekapazitit
gemessen. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Messung der Anderung der Kihl- oder
Heizleistung welche nétig ist, um ein System auf konstanter Temperatur zu halten. Das dritte
Messprinzip basiert auf der direkten Messung des Wirmeflusses zwischen dem System und
einer grofen Wiarmesenke oder -quelle bei konstanter Temperatur. Dabei werden in der Regel
zwel Zellen verwendet, eine Referenz- und eine Probenzelle, die in einem Wasserbad
hochgenau temperiert werden kénnen.

Das in dieser Arbeit verwendete Kalorimeter vom Typ ITC 4200 der Firma CSC Calorimetric
Sciences Corp. (Lindon, USA) arbeitet nach der dritten Methode und misst also direkt den
Wirmefluss. In der Messzelle wird einer der Bindungspartner, beispielsweise ein Adsorber in
Pufferlosung, vorgelegt. Uber eine Mikroliterspritze wird unter Riihren schrittweise der
zweite Bindungspartner (z.B. Protein) zugegeben und die freiwerdende Warme bei der
Adsorption gemessen [54, 69, 90]. Da die Injektion bei konstantem Druck stattfindet, folgt
aus dem ersten Hauptsatz der Thermodynamik, dass die gemessene Wirme gleich der
Enthalpieinderung AH®" ist. Das Ausgangssignal des Kalorimeters ist der Wirmefluss 0%
iiber der Zeit. Um die freiwerdende Wirme bzw. die Enthalpiednderung AH®® des
Experimentes zu ermitteln, muss das Signal iiber der Zeit integriert werden:

AH™ = jQ"‘P(t)dt (57)

Die Enthalpiednderung AH“® muss anschlieBend gegebenenfalls noch korrigiert werden
(siehe Kapitel 3.5).

Weiterfiihrende Informationen zur isothermen Titrationskalorimetrie sind in verschiedenen
Reviews zu finden [5, 21, 39].

2.6 Statische Laserlichtstreuung

Lichtstreuung beruht auf der Wechselwitkung von elektromagnetischer Strahlung mit
Materie. Einfallendes Licht wird dann gestreut, wenn die Streupartikel grofer sind als
etwa | nm [3]. Trifft eine elektromagnetische Welle auf ein Teilchen, werden die #ulleren
Elektronen der Elektronenhiille zum Schwingen angeregt. Liegt die Anregungsfrequenz
deutlich iiber oder unter der Resonanzfrequenz des Teilchens, wird in dem Teilchen ein
schwingender Dipol mit der Frequenz des eingestrahlten Lichtes induziert. Durch diesen
schwingenden Dipol sendet das Teilchen selbst Strahlung aus. Die Frequenz der vom
Teilchen ausgesendeten Strahlung ist mit der Anregungsfrequenz identisch. Die Intensitét der
Streustrahlung wird durch die zeitliche Anderung des Dipolmoments bestimmt. Dieses ergibt
sich aus der Polarisierbarkeit und der elektrischen Feldstirke des eingestrahlten Lichts. Ein
detaillierter Einblick in die physikalischen Grundlagen der Lichtstreuung ist bei Huglin [55]
sowie Kratochvil [68] zu finden.
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Ist der Durchmesser des streuenden Teilchens kleiner als etwa 4/20 wird von Rayleigh-
Streuung gesprochen. Das Teilchen kann als Punkt angesehen werden, es besitzt nur ein
Streuzentrum. Das Licht wird in alle Richtungen gleichmiBig gestreut, es ist unabhingig von
der Struktur des Streuzentrums.

Bei klassischen (statischen) Laserlichtstreumessungen wird die zeitlich gemittelte, reduzierte
Streuintensitit bei einem Winkel & gemessen. Die reduzierte Streuintensitit wird als
Rayleigh-Ratio R* bezeichnet und ist durch Gleichung (58) definiert.

8 2
R9 = [ub: > (58)
Lv
I, ist die Intensitit der einfallenden Strahlung, [ die am Detekior gemessene absolute
Intensitéit des Streulichts bei einem Beobachtungswinkel &, r,, die Distanz vom Streuzentrum
zum Detektor und ¥ das Streuvolumen der Probe. Bei bekannter Messzellengeometrie und
Intensitét des einfallenden Lichts sowie der gemessenen absoluten Streuintensitit kann das

Rayleigh-Ratio berechnet werden.

In der Praxis ist es schwierig, eine absolute Intensitit zu messen. Daher wird zunichst die
reduzierte Intensitéit eines Rayleigh-Streuers mit bekanntem Rayleigh-Ratio gemessen [120].
Mit dieser Messung kann eine Kalibrierkonstante k”, bestimmt werden, die die
Messzellengeometrie und konstante Verluste des Streulichts berticksichtigt. Fiir diese
Kalibrierung wird in der Regel Toluol oder Benzol verwendet, da die Rayleigh-Ratios dieser
Stoffe sehr gut dokumentiert und die Chemikalien in hoher Reinheit leicht zugéinglich sind.
Die Kalibrierkonstante wird bei dem Winkel & = 90° ermittelt. Mit der Kalibrierkonstanten
kann dann das Rayleigh-Ratio einer interessierenden Probe i mittels Gleichung (59) bei einer
Messung der Streuintensitit 7° bestimmt werden.

R r (59)

i cal i

Koénnen mit dem verwendeten Messgerdt mehrere verschiedene Winkel gemessen werden, ist
es notwendig, diese durch Normalisierungsfaktoren aufeinander abzustimmen. Diese
Normalisierungsfaktoren gleichen unter anderem Sensitivititsabweichungen zwischen den
einzelnen Detektoren an den verschiedenen Winkeln aus. Die Normalisierungsfaktoren
werden mittels Gleichung (60) bestimmt, indem zuerst ein Rayleigh-Streuer und dann das
Losungsmittel gemessen wird. Bei einem Rayleigh-Streuer RS sollte die Messung
winkelunabhéngig sein. Die Normalisierungsfaktoren werden auf den Winkel & =90°
bezogen.

90° 90°
N Ias B ILM

RS Tig 7
]RS =1y

(60)

Der Winkel & = 90° hat folglich immer einen Normalisierungskoeffizienten von N* =1. Die
gemessene Intensitit des Streulichts der Komponente i kann durch die Normalisierung
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(Gleichung 60) und die Kalibrierung (Gleichung 59) in das Rayleigh-Ratio durch Gleichung
(61) umgerechnet werden.

RE=N.k_-I' (61)

cal i
Mit der Laserlichtstreuung sollen hier Figenschaften der geldsten Proteine untersucht werden.

Hierzu muss der Betrag des reinen Ldsungsmittels zum Streulicht vor der Auswertung
eliminiert werden. Dies wird durch die Einfiihrung des Exzess-Rayleigh-Ratios RSE erreicht

RO =R R (62)
Firr eine verdiinnte Losung kann R;® nach Zimm [120] durch Gleichung (63) ausgedriickt
werden.
K™ 1 k2
—r - 12434 () +... (63)
dE 2 p
RP M“:Pa’ﬂ - ( : )

(m)
5
osmotische Virialkoeffizient und M, ist die massengemittelte Molmasse (Gleichung 64) des

Proteins. Pf ist der so genannte Strukturfaktor. Dieser beschreibt die Winkelabhangigkeit des
Streulichts. Der Strukturfaktor ist vom mittleren Trdgheitsradius des Molekiils abhangig, mit
ihm kann auf die GroBe und Struktur des Molekiils geschlossen werden. Bei Proteinen,
welche zu den Rayleigh-Streuern gehéren, ist das Streulicht winkelunabhéngig und Pf als 1

Hierbei ist ¢! die Proteinkonzentration in der Lésung. 4; und 4; sind der zweite bzw. dritte

definiert.

NA(,)

M“‘ % ‘Z Nf 'Mwap

(64)

K ist die optische Konstante und ist fiir vertikal polarisiertes Licht durch Gleichung (65)
beschrieben.
47z°n} (dn/dc)’
e d/ ) (65)
N
N, ist die Avogadro-Zahl, A, ist die Wellenlinge des eingestrahlten Lichts, n, ist der
Brechungsindex des Losungsmittels und dn/dc ist das spezifische Brechungsindexinkrement

der Proteinlésung.

Das spezifische Brechungsindexinkrement beschreibt wie sich der Brechungsindex der
Proteinlésung dndert, wenn sich die Konzentration des geldsten Proteins dndert [55]. Da
dieser Parameter in Gleichung (65) und damit in die =zentrale Gleichung der
Lichtstreumessung (Gleichung 63) quadratisch eingeht, hat er einen sehr groBen Einfluss auf
dic Ergebnisse von Laserlichtstreumessungen. Das spezifische Brechungsindexinkrement ist

durch folgende Gleichung definiert:
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dnfdc = lim [-"(;)"] (66)
cp =0 cé, S

Nach Kratochvil [68] ist dieser Wert bei kleinen Konzentrationen (kleiner als ungefihr 10 g/l)

normalerweise konstant.

Im Lésungsmittel zusitzlich zum Protein geloste Salze haben einen groBen Einfluss auf das
dn/dc [60]. Weitere Einfliisse auf das spezifische Brechungsindexinkrement sind die
Temperatur [100], der Druck [55] sowie die fiir dic Messung verwendete Wellenldnge [32].

Das spezifische Brechungsindexinkrement ist abhiingig vom verwendeten Losungsmittel [11].
Fiir kleine cf;"! gilt die Naherung:
n, =n, +(dnfdc)ci™ (67)

wobei np der Brechungsindex des Losungsmittels ist und dn/de das Brechungs-
indexinkrement der Proteinlésung. Der Brechungsindex #, einer Proteinldsung ist
proportional zur Proteinkonzentration cf,’"}. Prinzipiell lisst sich das dn/de mit einem
Refraktometer bestimmen, indem der Brechungsindex des LoOsungsmittels sowie die
Brechungsindizes einer Verdiinnungsreihe der Probe in dem Losungsmittel gemessen werden.
Ublicherweise wird das spezifische Brechungsindexinkrement mit einem Differential-

Refraktometer bestimmt (siehe Kapitel 3.6).

Gleichung (63) ist die =zentrale Gleichung zur Auswertung von statischen
Lichtstreuexperimenten [120]. Fir die Auswertung von Lichtstreuexperimenten sind
Diagramme wichtige Hilfsmittel. Fiir Rayleigh-Streuer (keine Winkelabhingigkeit des
Streulichts, P° =1) kann die Auftragung nach Debye [28] verwendet werden (siche Kapitel
3.6).

Laserlichtstreudetektoren lassen sich auf verschiedene Art und Weise betreiben. Die zwei
héufigsten Messmethoden werden hier kurz dargestellt. LS-Detektoren lassen sich zum einen
als molmassensensitive Detektoren in HPLC-Anlagen verwenden. Unter Verwendung von
geeigneten SEC-Sdulen bietet sich somit die Mdglichkeit, die Molmassenverteilung und die
Struktur der Molekiille online zu bestimmen. Dabei werden die verschiedenen
Polymerfraktionen der Probe auf den Siulen aufgetrennt und kénnen somit einzeln vermessen
werden. Hierbei kénnen auch noch relativ kleine Konzentrationen erfasst werden, die von
UV-und RI-Detektoren nicht mehr detektiert werden kénnen [3]. Das ist insbesondere bei der
Detektion von Aggregaten in sehr niedrigen Konzentrationen der Fall. Diese kénnen z.B. bei
der Herstellung von therapeutischen Proteinen aufireten und zu unbeabsichtigten
Nebenwirkungen fiihren [4].

Die online Laserlichtstreumessung zur Bestimmung von Molmassen ist eine Methode, die im
Gegensatz zur GPC ohne Kalibrierstandards auskommt. Das ist insbesondere bei teuren
Proteinen oder bei nur geringen verfiigharen Mengen ein Vorteil, da eine aufwendige



2 Grundlagen 29

Kalibrierung nicht nétig ist. Laserlichtstreudetektoren arbeiten zudem ohne die Proben zu

zerstoren, die vermessenen Proteine kénnen weiterhin verwendet werden.

Bei der Laserlichtstreumessung im Batch Modus kénnen nur Mittelwerte der Probe und ihrer
Zusammensetzung gemessen werden. Problematisch kann dies sein, wenn die Probe eine
hohe Polydispersitit besitzt und beispielsweise unterschiedliche Aggregatgréfien aufweist
[45]. Durch die Kombination von SEC- und Laserlichtstreudetektoren kann dieses Problem,
wie zuvor beschrieben umgangen werden.

2.7 Osmotische Virialgleichung

Der zweite osmotische Virialkoeffizient 4, beschreibt die Abweichung eines Fluides vom
idealen Verhalten aufgrund von Wechselwirkungen zwischen zwei gelésten Molekiilen. Diese
setzen sich aus abstoBenden und anziehenden Wechselwirkungen zusammen. Gebildet wird
der Parameter bei der Virialentwicklung des osmotischen Drucks IT nach der
Massenkonzentration (Gleichung 68). Er entspricht dem zweiten Koeffizienten der
Reihenentwicklung.

II=R7™ EML+ A+ J (68)
A; ist eine experimentell zugingliche Grofe, die Aussagen iiber die Wechselwirkungen
zwischen zwei Proteinmolekiilen in einer verdiinnten Losung zuldsst [77]. In Losungen mit
vorwiegend abstoBenden Wechselwirkungen ist 4> positiv. Dies bedeutet, dass die Protein-
Losungsmittel Wechselwirkungen gegeniiber den Protein-Protein Wechselwirkungen
bevorzugt werden. Das Losungsmittel ist folglich gut geeignet, um das Protein zu losen. Ist
der Wert von 4 negativ, iiberwiegen dagegen anziehenden Wechselwirkungen zwischen den
Proteinmolekiilen. Die Proteine neigen dazu, zu aggregieren und auszufallen. Das

Lésungsmittel ist nicht geeignet, um das Protein in Losung zu halten.

Von George und Wilson [41] wurde gezeigt, dass mittels 4> Aussagen iiber das Verhalten
eines Proteins in einer Losung, insbesondere hinsichtlich der Kristallisation, getroffen werden
koénnen. Sie fanden einen Bereich den sie ..Cristallisation-Slot" nannten. Nur in diesem
Bereich (leicht negative A;-Werte) ist eine Kristallisation von Proteinen méglich. Ist 4,
positiv, stofien sich die Proteine ab und bleiben geldst, ist 4> zu stark negativ, fillt das Protein
nur in amorphen Strukturen aus, grifere Kristalle werden nicht gebildet.

Quantitativ  betrachtet ist der zweite osmotische Virialkoeffizient von der
Paarpotentialfunktion u(r) der gelosten Molekiile abhéingig [95, 114]. Fiir radialsymmetrische
Potentiale kann A; mittels Gleichung (69) berechnet werden. Die Paarpotentialfunktionen
insbesondere von komplexen Molekiilen wie Proteinen sind meist nur schwer zugénglich.

= _zﬁ% [ (exp(-utr)/aT)=1)rar (69)
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T ist die Temperatur, k die Boltzmann-Konstante und  der Abstand der Molekiile zueinander.
Die Paarpotentialfunktion u(r) beschreibt die Wechselwirkungen zwischen zwei Molekiilen.
Erkenntnisse auf dem Gebiet der Modellierung der Wechselwirkungen zwischen Proteinen in
Lasung wurden beispielsweise von Neal et al. [82] und Asthagiri et al. [8] verdffentlicht. Die
Berechnung der zwischenmolekularen Wechselwirkungen ist jedoch sehr schwierig [112], da
Proteine meist eine komplexe Struktur und eine ungleichmiBige Ladungsverteilung besitzen.
Auf experimentelle Untersuchungen kann nicht verzichtet werden.

Der zweite osmotische Virialkoeffizient ist bei Proteinlésungen vom pH-Wert der Losung
und von der Salzkonzentration im Lésungsmittel abhingig, zusitzlich besteht eine geringe
Temperatur- und Druckabhingigkeit.
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3 Experimentelle Untersuchungen

3.1 Antikérper

In dieser Arbeit wurden drei monoklonale IgG Antikdrper der Firma Boehringer Ingelheim
Pharma GmbH & Co. KG (Biberach) untersucht, zwei humanisierte Antikorper mAbl und
mAb2 und ein Mausantikdrper mAb3. Die Reinheiten lagen bei iiber 99 %. In Tabelle 1 sind
weitere physikalische Eigenschaften der Antikdrper dargestellt. Die Werte fiir die
isoelektrischen Punkte sind zum emen anhand der Aminosduresequenz mit dem Programm
ProtParam berechnet und zum anderen experimentell iiber isoelektrische Fokussierung
bestimmt [37].

Tabelle 1: Physikalische Eigenschaften der monoklonalen Antikérper.

Isoelektrischer Punkt Isoelektrischer Punkt

S
Antikipes -Muskee sodih 8 (berechnet, ProtParam)  (Isoelektr. Fokussierung)

mAbl 158 8,42 8,1-8.8
mAb2 143 8,25 78-82
mAb3 148 6,5 5.5—7»

Die Antikorper unterscheiden sich durch ihre Aminosduresequenzen, was Auswirkungen auf
ihre Molekulargewichte und isoelekirischen Punkte hat (Tabelle 1). Die Oberflichen-
ladungsverteilungen und Hydrophobizititen sind ebenfalls verschieden. Die Struktur und die
Oberflichenhydrophobizitit von mAbl ist in Abbildung 5a und die von mAb2 in Abbildung
5b dargestellt. Fir mAb3 liegt die Aminosiuresequenz nicht vor, weswegen keine
Strukturmodelle erstellt werden konnten.
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a)

b)

Abbildung 5: Computer Modelle der IgGs. Hydrophobizitit (links) und
Sekundérstruktur (rechts): a) mAbl und b) mAb2 [101],
links: dunkle Stellen hydrophob.

Die hydrophoben Regionen sind hier dunkel eingefirbt. Bei der Sekundérstruktur sind die
a-Helices und B-Faltblattstrukturen zu erkennen.

Um die Antikorper in der gewiinschten Konzentration in das jeweilige Puffersystem zu
iiberfithren, war eine aufwindige Probenvorbereitung notwendig. Die jeweiligen Schritte
waren die Herstellung von Pufferlosungen mit den gewiinschten Salzkonzentrationen und pH-
Werten, Filtration und Aufkonzentrierung der Antikérper und Dialyse in das jeweilige
Puffersystem. Hinzu kam eine stindige Wahrung der Sterilitit sowie eine exakte
Konzentrationsbestimmungen (siche Anhang A Analytik).

3.2 Probenvorbereitung

3.2.1 Herstellung der Pufferlésungen

Pufferlosungen sind Gemische einer schwachen Siure und einer schwachen Base, meist der
konjugierten Base. Sie sind in der Lage, den pH-Wert bei Zugabe einer sauren oder basischen
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Losung konstant zu halten. In dieser Arbeit wurde als Grundpuffer ein Natrium-
Phosphatpuffer verwendet.

Fiir die Grundpufferlosungen wurden Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat
(Na;HPO42H;0) und Natriumdihydrogenphosphat-dihydrat (NaH,PO4 2H;0) von der Firma
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) bezogen. Zur Einstellung der Salzkonzentration
wurde Natriumchlorid (NaCl) ebenfalls von der Firma Roth verwendet. Der gewiinschte pH-
Wert wurde tiber dass Saure-Base-Verhiltnis eingestellt (vgl. Anhang B Probenvorbereitung).

Die bendtigten Salzmengen wurden an einer Feinwaage abgewogen und in bidestilliertem
Wasser geldst. Danach wurde auf das gewiinschte Volumen aufgefiillt. Der pH-Wert wurde
mittels einer pH-Sonde vom Typ HI221 der Firma Hannah Instruments (Ann Arbor,
Michigan, USA) kontrolliert und gegebenenfalls mit Phosphorsiure bzw. Natronlauge
eingestellt. Zur Kontrolle der Salzkonzentration wurde eine Leitfihigkeitsmessung
durchgefiihrt. Es wurde eine Orion 013610MD Elektrode an einem Orion 3Star Conductivity
Benchtop der Thermo Electron Corp. (Waltham, MA, USA) verwendet.

3.2.2 Filtration

Jede zu messende Antikérperlosung wurde mit einem Membranfilter (Firma Whatman,
(Schleicher und Schiill, Dassel) mit einer PorengréBe von 0,1 pm filtriert. Hierdurch wurden
ungewollte Aggregate aus der Losung entfernt. Fir die Laserlichtstreumessungen war die
Filtration der Proben besonders wichtig. Vor dem Einlass in die Messzelle des
Lichtstreumessgerits war daher ein weiterer Membranfilter (Firma GE Water + Process
Technologies, Trevose, PA) mit einer Porengrofie von 0,22 pm angebracht, um eventuelle
Stiube beziehungsweise Verunreinigungen herauszufiltern. Dieser Filter wurde nach jeder

Messung einer Konzentrationsreihe ausgetauscht.

3.2.3 Zentrifugation

Um die Konzentration der Antikérperlésung einzustellen, wurde eine Ultrazentrifugation tiber
einen Membraneinsatz durchgefithrt. Als Zentrifugeneinsatz wurden die Zentrifugal-
konzentratoren Vivaspin 20 der Firma Sartorius Vivascience GmbH (Géttingen) verwendet,
welche mit einer Zwillingsmembran versehen sind. Das Grenzmolekulargewicht der
Membranen betrug 100 kDa, so dass die Antikérper von der Membran zuriickgehalten
wurden. Zentrifugiert wurde bei 3000-facher Erdbeschleunigung und einer Temperatur von
4°C in einer Heraeus Biofuge Hochleistungszentrifuge der Thermo Electron Corp. (Waltham,
MA, USA).

3.2.4 Dialyse

Die monoklonalen Antikérper wurden von der Firma Boehringer Ingelheim Pharma GmbH &
Co. in einem 100 mmol "' Glycin-Phosphatpuffer bei pH 6,0 angeliefert. Um die Antikorper
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in den Natrium-Phosphatpuffer zu {iberfiihren, musste dialysiert werden. Tmmer wenn das
Puffersystem nicht mehr durch Zugabe von Salzen oder Sdure beziehungsweise Lauge

eingestellt werden konnte, wurde dialysiert.

Die Dialyse wurde in drei Schritten durchgefiihrt. Bei jedem Schritt wurden 10 ml
hochkonzentrierte Antikorperlosung in einem Dialyseschlauch gegen 21 Stammpuffer
mindestens sechs Stunden dialysiert. Dabei wurde der Puffer der Antikdrperlosung mit dem
neuen Stammpuffer jeweils im Verhiltnis 1/200 verdiinnt. Bei drei Schritten fiihrt dies zu
einer Verdiinnungsrate von 1/8000000. Die Dialyse wurde bei 4°C unter stindigem Riihren
durchgefiihrt. Es wurden Nadir-Membranschlduche mit einer mittleren Porengréfie von 25-
30 A der Firma Carl Roth GmbH+Co. Kg (Karlsruhe) verwendet. Um Schwermetalle und
Sulfide aus den Poren zu entfernen, wurden die Membranschlduche mit einer EDTA-L&sung,
bestehend aus 20gl'] Natriumdicarbonat und 1 mmol I’ EDTA, weich gekocht und in
flinfzigprozentiger Wasser-Ethanollgsung aufbewahrt.

3.3 Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen

Fiir die Untersuchung und Modellierung der Adsorption der Antikérper wurden
Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen mit verschiedenen chromatographischen
Trennmaterialien bei unterschiedlichen Bedingungen aufgenommen. Zusitzlich dienten die
Adsorptionsisothermen zur Berechnung des Beladungszustandes wihrend der
mikrokalorimetrischen Experimente (Kapitel 3.5). Daher wurden die Adsorptionsmessungen
und die kalorimetrischen Messungen unter denselben Versuchsbedingungen durchgefiihrt.
Die verwendeten Adsorbermaterialien und ihre Eigenschaften wie Ionenkapazititen, d.h. die
molaren Konzentrationen an Gegenionen pro Liter sedimentiertem Adsorber sowie die
PartikelgroBen sind in Tabelle 2 dargestellt, die Versuchsbedingungen in den Tabellen 3 bis 6.
Fiir die Adsorptionsexperimente wurden drei verschiedene jeweils starke Ionentauscher-
Materialien und ein HIC-Adsorber verwendet.

Tabelle 2: Eigenschaften der untersuchten Adsorbermaterialien.

Adsorber Typ Tonenkapazitit A/ mmol 1" PartikelgroBe / pum
Fractogel EMD SO} CEC 88 40-90
Fractogel EMD SE Hicap CEC 73 40-90
Toyopearl SP550C CEC 160 50-150
Toyopearl Butyl HIC - 50-150

Die beiden Kationentauscher Fractogel EMD SO; und Fractogel EMD SE Hicap wurden von
der Firma Merck KGaA (Darmstadt) bezogen. Diese Trennmaterialien sind gegraftete
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Tentakelgele, deren Poren mit einem Acrylamid-Polymer aufgefiillt sind, an dem Spacer mit
funktionellen Gruppen angebracht sind. Die beiden Toyopearl Materialien wurden von der
Firma Tosoh Bioscience GmbH (Stuttgart) zur Verfiigung gestellt. Diese Materialen sind
nicht gegraftet und die Spacer sitzen direkt an der Adsorberoberfliche. Alle Materialien haben
ein hochpordses Grundgeriist aus Methacrylatpolymer gemeinsam. Die funktionelle Einheit
der lonentauscher ist eine negativ geladene Sulfogruppe. Die Ionentauscher unterscheiden
sich jeweils in ihrem Spacer, bei Fractogel EMD SO; handelt es sich um eine Isobutyl-, bei
Fractogel EMD SE Hicap um eine Ethyl- und bei Toyopearl SP550C um eine Propylgruppe.

Fiir die Bestimmung der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen wurde jeweils 5 mg
getrocknetes Adsorbermaterial mit Puffer und Antikérperlosung in einem Gesamtvolumen
von 800 pl eingesetzt. Nach einer Inkubation von 3 h unter stindigem Riihren im
MikroreaktionsgefiB bei 25°C wurde die Proteinkonzentration im Uberstand bestimmt (siche
Anhang A Analytik) und die Proteinbeladung des Adsorbers mittels Massenbilanz berechnet.
Die Proteinbeladung des Adsorbers ergibt sich aus der Differenz der eingesetzten
Proteinmasse und der nach der Bindung noch verbleibenden Proteinmasse im Uberstand. Der
relative Fehler in der Konzentration bei der Bestimmung der Gleichgewichts-

Adsorptionsisothermen wird auf etwa 10 % geschitzt.

Um die Salzabhingigkeit der Adsorption zu beschreiben, wurden jeweils drei der
aufgenommenen Adsorptionsisothermen mit verschiedener Salzkonzentration bei konstantem
pH-Wert herangezogen und an die jeweiligen Modelle angepasst. Die unterschiedlichen
Salzkonzentrationen im Puffer wurden einerseits durch die Zugabe von NaCl oder durch
einen hoher konzentrierten Natrium-Phosphatpuffer erreicht. Zu beachten ist hierbei, dass,
wenn bei den Modellen von Salzkonzentration ¢/™ die Rede ist, immer die Konzentration an
Gegenionen, sprich in diesem Falle Natriumionen, gemeint ist. In einem Natrium-
Phosphatpuffer ist jedoch die Natriumkonzentration nicht gleich der Phosphatkonzentration.
Die Natriumkonzentration muss {iber das Verhiltis von Na,HPO, und NaH,PO, berechnet
werden. Eine Liste der Natriumkonzentrationen aller verwendeten Puffer ist im Anhang B zu
finden. Die Tabellen 3 bis 6 zeigen eine Ubersicht der Versuchsbedingungen aller in dieser
Arbeit aufgenommenen Adsorptionsisothermen fiir die Antikérper mAbl und mAb2.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die Versuchsbedingungen bei der Messung der
Adsorptionsisothermen von mAb1 mit CEC-Trennmaterialien.

Adsorber pH-Wert

20 mM Natrium-Phosphatpuffer

Fractogel EMD SE Hicap 6,5
7,0

Fractogel EMD SO 6,5
7,0

20 mM Natrium-Acetatpuffer

Fractogel EMD SO 4,5
6,5

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Versuchsbedingungen bei der Messung der
Adsorptionsisothermen von mAb2 in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer

mit CEC-Trennmaterialien.

Adsorber pH-Wert Cyaey / mmol i
Fractogel EMD SO 4,5 0
5,9 0
6,0 0
6,5 0
7.0 0
7.0 10
7,0 30
Fractogel EMD SE Hicap 4.5 0
55 0
6,0 0
6,5 0
7,0 0
Toyopearl SP550C 6,0 0
6,0 30

6.0 60
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Tabelle 5: Ubersicht tiber die Versuchsbedingungen bei der Messung der
Adsorptionsisothermen von mAb2 in verschiedenen Puffersystemen

mit CEC-Trennmaterialien.

Adsorber pH-Wert Cracy / mmol 1!

50 mM Natrium-Phosphatpuffer

Fractogel EMD SO, 6.0 0
Fractogel EMD SE Hicap 4,5 0
6,0 0

80 mM Natrium-Phosphatpuffer

Fractogel EMD SO; 6,0 0

Fractogel EMD SE Hicap 6,0 0

20 mM Natrium-Acetatpuffer

Fractogel EMD SO, 45 0
6,5 0

Tabelle 6: Ubersicht tiber die Versuchsbedingungen bei der Messung der
Adsorptionsisothermen von mAb2 in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer

mit HIC-Trennmaterialien.

Adsorber pH-Wert Cpoy /Mol T
Fractogel Butyl 6,5 12
2,0
Fractogel Butyl 6,5 Gt o WOLT!
0,6
0,8
Fractogel Butyl 6.5 € lony Tl T €05 ool 1
0,2 2,0

In Kapitel 4 werden die Ergebnisse der Adsorptionsisothermen graphisch dargestellt und
diskutiert. Bei den CEC-Trennmaterialien wurden sowohl die pH-Abhéngigkeit als auch die
Salzabhingigkeit untersucht, wihrend fir die HIC-Trennmaterialien unterschiedliche
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Salzarten und Salzkonzentrationen betrachtet wurden. Im Anhang C sind die Ergebnisse

tabellarisch zusammengefasst.

3.4 SMA-Parameter aus Siulenchromatographie

Die drei Parameter des SMA-Modells v, ¢ und K, wurden, wie in Kapitel 2.4.3
beschrieben, mittels Saulenchromatographie bestimmt. Hierzu wurde zum einen ein HPLC-
Gerit vom Typ Finnigan Spectra Systems 4000 HPLC der Thermo Electron Corp. (Waltham,
MA, USA) verwendet und zum anderen eine Chromatographieanlage vom Typ Akta Purifier
der Firma Amersham Biosciences (Piscataway, NY, USA). Als Chromatographieséule diente
eine mit Fractogel EMD SO ; gepackte 3 ml Séule.

Fiir die Bestimmung der charakteristischen Ladung v und der Gleichgewichtskonstanten
K., wurden Proteinpulsexperimente im linearen Bereich der Isotherme an der HPLC
durchgefiihrt und mit konstantem Fluss eluiert. Es wurde jeweils die Retentionszeit bei

mindesten drei unterschiedlichen Salzkonzentrationen gemessen.

Die Bestimmung des sterischen Faktors o erfolgte am Akta Purifier. Hierbei wurde ein
Proteinfrontexperiment mit konstanter Flussrate durchgefiihrt und das Durchbruchsvolumen
der Antikérperprobe gemessen. Die Antikorperkonzentration muss hier im nichtlinearen
Bereich der Isotherme liegen. Die Versuchsbedingungen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.
Als Salzkonzentrationen fiir die drei Proteinpulsexperimente wurden 10 mM, 20 mM und
30 mM Natriumchlorid gewéhlt.

Tabelle 7: Versuchsbedingungen der Sdulenchromatographie-Liufe.

Antikérper Konzentration Puffer G Elution Flussrate
gl’! mmol I’ ml min™
mAb2 1,9 20 mM Natrium- 10 1 M NaCl 1.6
Phosphat, 20
pH 7,0 30

Die experimentellen Ergebnisse werden in Kapitel 4.2 dargestellt und diskutiert.

3.5 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die mikrokalorimetrischen Messungen wurden mit dem isothermen Titrationskalorimeter
ITC 4200 der Firma CSC durchgefiihrt (Calorimetry Science Corporation, Lindon, NY,
USA). Das ITC 4200 misst den Wirmefluss zwischen dem betrachteten System und einem
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grofien thermostatisierten Wérmebad bei konstanter Temperatur. Fiir eine bessere Stabilitit
und Auflosung werden zwei Zellen, eine Messzelle und eine Referenzzelle, verwendet. Beide
Zellen sind herausnehmbar, was bei der Reinigung einen groBen Vorteil darstellt. Als
Warmeflussdetektoren dienen Halbleiter Thermoelemente.

Fiir die ITC Experimente wurde die Messzelle jeweils mit 5 mg getrocknetem Adsorber
befiillt, 800 ul des jeweiligen Puffers zugegeben und bei 430 upm gerithrt. Nach Erreichen
des thermischen Gleichgewichts wurde die zuvor in einem Exikator unter Vakuum entgaste
Antikorperldsung schrittweise iiber eine motorgesteuerte Hamilton-Spritze injiziert. Es
wurden jeweils 25 Injektionen mit je 10 ul Ldsung in einem Intervall von 10 Minuten
durchgefiihrt. Diese Zeitspanne reichte aus, um nach jeder Injektion wieder die Basisline zu
erreichen. Die Temperatur betrug 25°C innerhalb einer Genauigkeit von 0,01°C. Das
Ausgangssignal des Kalorimeters wurde als Wiarmefluss O°°/uWatt tiber der Zeit
aufgenommen. Zur Kalibrierung des Messsignals ist ein elektrisches Heizelement im
Kalorimeter integriert. Um die freiwerdende Wirme bzw. die Enthalpieinderung AH®" des
Experiments zu ermitteln, wurde das Signal tiber der Zeit integriert.

Wihrend der kalorimetrischen Experimente wird auch dann ein geringes Signal detektiert,
wenn die Losung, welche zudosiert wird, identisch ist mit der Losung in der Messzelle.
Dieses Signal wird durch Reibung wihrend der Injektion, den unterschiedlichen Fiillmengen
der Zellen und minimalen Temperaturabweichungen verursacht. Dieser Beitrag wurde in

Blank Experimenten bestimmt und die experimentellen Ergebnisse entsprechend korrigiert.

Bei den durchgefiihrten ITC Experimenten gibt es unterschiedliche Beitréige zur gemessenen
Enthalpieinderung AH“® des Experimentes. Sie wird nicht nur durch die Adsorption der
Antikorper (AH;"’ ), sondern auch durch die Adsorption von Pufferionen (AH;'“' ), der
Verdiinnung der injizierten, hoch konzentrierten Antikorperlosung in der Messzelle (AH ™)
und dem entsprechen Effekt der Pufferionen AH™ verursacht:

AH®® = AH™ + AH™ + AH™ + AH™ (70)
P P s 5

Um die gesuchte Adsorptionsenthalpie der Antikorper AH ;“’ aus AH®? zu berechnen,
miissen die anderen Beitrige in weiteren Blank Experimenten ermittelt werden. Diese wurden
unter exakt denselben Bedingungen wie das Antikdrper-Adsorptionsexperiment durchgefiihrt.

Um AH™ und AH** zu bestimmen, wurde das Experiment ohne Antikérper durchgefiihrt.
In einem weiteren Blank Experiment ohne Adsorbermaterial, in dem Antikdrperlosung in
reine Pufferldsung injiziert wurde, konnte die Verdiinnungsenthalpie des Proteins AH™
gemessen werden. Jedes dieser Blank Experimente bestand aus einem kompletten Set von 25

mix

Injektionen. Die Beitrige von AH™ und AH sind oft gering und konnen meist
vernachlissigt werden.
Als Beispiel fiir ein Adsorptionsexperiment zeigt Abbildung 6 die Rohdaten des isothermen

Titrationskalorimeters fiir die Adserption von mAb2 an Fractogel EMD SE Hicap bei pH 6,5
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in einem 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei 25°C. Es sind alle 25 Injektionen mit jeweils
10 ul Antikérperlésung dargestellt
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Abbildung 6: Rohdaten fiir ein ITC Experiment der Adsorption von mAb2 an
Fractogel EMD SE Hicap in einem 20 mM Natrium-Phosphatpuffer
bei pH 6,5 und 25°C.

Die erste Injektion der Antikdrperlosung in die Messzelle verursacht einen maximalen
gemessenen Warmefluss von 2,6 pW, was einer Enthalpiednderung AH " von -250 pJ
entspricht (sieche Abbildung 7). Positive Peaks stellen beim ITC 4200 exotherme Effekte dar,
da Wirme freigesetzt wird. Der Verlauf des Experimentes soll anhand der entsprechenden
Enthalpieanderungen in Abbildung 7 erlautert werden. Hier sind die einzelnen Beitrige der
Enthalpieénderungen withrend des Adsorptionsexperimentes aus Abbildung 6 dargestellt. Es
sind die Enthalpiednderungen des gemessenen Gesamtexperimentes AH ™", der Beitrag des
Protein Blank Experimentes AH ™ sowie die berechnete und mithilfe der Blank Experimente
korrigierte Adsorptionsenthalpie des Antikérpers AH ™ zu sehen.

AH®® andert sich von anfinglich -250 pJ auf ca. -50 uJ, ab Injektion Nr. 12 wird ein Plateau
erreicht. AH™ zeigt eine lineare Anderung von -45 pJ auf -25 pJ. AH™™ und AH™ kénnen
hier vernachlissigt werden. Das berechnete AH ;‘i‘ zeigt denselben Verlauf wie AH ™ | jedoch
miissen die Beitrdge der Blank Experimente abgezogen werden, in diesem Fall nur AHE.
Die nétige Korrektur betrug hier knapp 20 %. Der Beitrag der Korrektur kann jedoch bis zu
50 % betragen, je nach Puffersystem und dem Verhalten der Antikérper und Salzionen.
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Abbildung 7: Enthalpiednderungen beim Adsorptionexperiment aus
Abbildung 6: Messwerte AH ™, Beitrag des Antikérper Blank
Experimentes AH ;" und die berechnete Adsorptionsenthalpie des
Antikérpers AH :‘{" :

Die absolute AdsorptionsenthalpieAH;"j ist wenig aussagekriftig. Viel interessanter ist die
Adsorptionsenthalpie bezogen auf die Masse des jeweils adsorbierten Proteins, d.h. die
spezifische Adsorptionsenthalpie Ah;'b mit

ads

AH
Apo* = —2 (71)

& Am:i‘

Die Menge des pro Injektion adsorbierten Proteins im kalorimetrischen Experiment wurde
iiber den in Kapitel 2.4.2 beschriebenen Langmuir-Freundlich Fit der Adsorptionsisothermen

mittels Massenbilanz berechnet.

Die Tabellen 8 bis 10 zeigen fiir die Antikérper mAbl und mAb2 eine Ubersicht der
Versuchsbedingungen der in dieser Arbeit durchgefiihrten mikrokalorimetrischen Messungen.
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Tabelle 8: Ubersicht iiber die Versuchsbedingungen der mikrokalorimetrischen
Messungen fiir mAb1 und CEC-Trennmaterialien.

Adsorber pH-Wert

20 mM Natrium-Phosphatpuffer

Fractogel EMD SE Hicap 6,5
7,0

Fractogel EMD SO, 6,5
7,0

20 mM Natrium-Acetatpuffer

Fractogel EMD SO 4,5
6.5

Tabelle 9: Ubersicht tiber die Versuchsbedingungen der mikrokalorimetrischen
Messungen fiir mAb2 und CEC-Trennmaterialien.

Adsorber pH-Wert

20 mM Natrium-Phosphatpuffer

Fractogel EMD SE Hicap 45
55
6.5
7,0

Fractogel EMD SO} 4,5
5.5
6,5
7.0

20 mM Natrium-Acetatpuffer

Fractogel EMD SO, 4,5
6,5
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Tabelle 10: Ubersicht iiber die Versuchsbedingungen der mikrokalorimetrischen

Messungen fiir mAb2 und HIC-Trennmaterialien
in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer.

Adsorber pH-Wert Cruey /mOL 1!
Fractogel Butyl 6,5 1,2
2,0
Fractogel Butyl 6,5 Conn,, 50, / O I
0,6
0,8
Fractogel Butyl 6.5 Cr -tk 0O] I Cpaq / mol 13
0,2 2,0

In Kapitel 4 werden die Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Messungen graphisch
dargestellt und diskutiert. Bei den CEC-Trennmaterialien wurde die pH-Abhéngigkeit
untersucht, wihrend fiir die HIC-Trennmaterialien unterschiedliche Salzarten und

Salzkonzentrationen betrachtet wurden.
3.6 Statische Laserlichtstreuung

3.6.1 Offline SLS-Batch-Modus

In dieser Arbeit wurde zur Bestimmung der massengemittelten Molmasse M, und des zweiten
osmotischen Virialkoeffizienten A4; die statische Laserlichtstreuung eingesetzt. Die
experimentelle Bestimmung der Parameter erfolgte iiber zwei unterschiedliche Methoden: Die
Laserlichtstreuung im offline Batch-Modus sowie die online HPLC-SEC-Methode mit einem
integrierten Laserlichtstreu-Detektor (online SLS-SEC-Modus).

Als Detektor wurde in beiden Fillen das SLD 7000 Laserlichtstreu-Photometer von
Brookhaven Instruments Corp. (Holtsville, NY, USA) mit einem 35mW vertikal
polarisiertem Laser bei einer festen Wellenlinge von 635 nm verwendet. Der Detektor besitzt
sieben Streuwinkel (35°, 50°, 75°, 90°, 105°, 130° und 145°). Alle Messungen wurden bei
25°C durchgefiihrt.

Fiir die SLS im Batch-Modus wurde die Streuintensitit der Antikdrper in Abhingigkeit der
jeweiligen Proteinkonzentration gemessen. Fiir jedes Experiment wurden zehn Proben mit
Proteinkonzentrationen zwischen 1,0 g1? und 3,5g1" angesetzt und mit einem 0,1 pm
Whatman Filter (Schleicher und Schiill, Dassel) vor der Messung filtriert. Die Proben, jeweils
Dreifach-Bestimmungen, wurden mit einer Spritzenpumpe KDS 200 (Ismatec GmbH,
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Wertheim-Mondfeld) bei einer Flussrate von 1,0 ml min’ in die Messzelle des Detektors
gepumpt. Die jeweiligen Streuintensititen Iﬁ wurden iiber die Kalibrierkonstante £°, und
einen Normalisierungsfaktor N’ fiir jeden Winkel in das entsprechende Rayleigh-Ratio R;,’
umgerechnet. Die Kalibriersubstanz war Toluol mit einem bekannten Rayleigh-Ratio
RZ,=11.83-10° cm™ bei 635 nm. Die sichen Winkel wurden mit Pullulan (PSS Polymer,
Mainz) als Rayleigh Streuer normalisiert. Das Exzf:ss-Rayleigh-Ra’cioRﬁE (vgl. Formel (62)
aus Kapitel 2.6) jeder Probe wurde durch Subtrahieren des Rayleigh-Ratios des reinen
Losungsmittels R/, von dem Rayleigh-Ratio des Lasungsmittels mit dem gelésten Antikirper
R! berechnet.

Die zentrale Formel zur Auswertung der SLS-Messungen lautet, wie in Kapitel 2.6
beschrieben:

= T (72)
9E 7 s
R* M, P -

Zur Auswertung der SLS-Daten aus den Batch-Messungen wurde basierend auf Formel (72)
ein Debye Plot [28] konstruiert. Bei diesem Diagramm wird auf der Abszisse die
Proteinkonzentration ¢[™ der Probe aufgetragen und auf der Ordinate K el [RYF (siehe
Abbildung 8a).



45

3 Exgeﬁmentg‘ﬂe Untersuchungen

a) 5,0
55 o Winkel 25° - 145°
@ : —— linear® Regression
(=}
-
i
e 90
T
E
< AS
m
Qmﬂ-
e 40
Ea
(5]
4
3,5
3.0
0,0 1,0 20 40
(), -1
= igl
b) 6.0
5 c Winkel 90°
© S — lineare Regression
=
<~
%
‘s 5.0
2
=
= 45
S
€ a0
Eo
©
-

30

045 020 oh 00 0 040 045050
()
o

Abbitdung 8 Debye Plot von mAb3 in20 mM Nauium-Phosphatpuffer bei pH 6.0
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Tabelle 11 zeigt fiir die Antikérper mAbl, mAb2 und mAb3 eine Ubersicht iiber die
Versuchsbedingungen der durchgefiihrten SLS Messungen im Batch Modus.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Versuchsbedingungen der SLS-Messungen im Batch Modus
fiir mAbl, mAb2 und mAb3 in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer.

mAbl und mAb2 mAb3
pH-Wert Gt C w1, ,50, pH-Wert Coiih Coat,,50,
mol 1" mol " mol 1" mol 1"

pH4,5 - - pH 4,5 - -
pH 5,5 - - pH 5.5 - -
pH 6.5 Y = pH 6,0 = i
pH 6.5 0,2 0.5 pH 6.0 0.1 0,1
pH 6,5 0.4 1,0 pH 6,0 0,2 0,5
pH 6.5 0.6 1.5 pH 6.0 0.4 1,0
PH 6,5 0,8 2,0 pH 6,0 0,6 1,5
pH 7,0 - - pH 6,0 0,8 2,0
pH75 % 2 pH 7,0 g ¢
pH 8,0 - - pH 8,0 - =
pH 9,0 - - pH 9.0 B <
pH 10,0 - - pH 10,0 - -

Die Ergebnisse der SLS-Batch-Modus Messungen sind in den Kapiteln 4.4.1 und 4.4.2

graphisch dargestellt und diskutiert sowie im Anhang C tabellarisch zusammengefasst.

3.6.2 Online SLS-SEC-Modus

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Matlab (MathWorks, Natrick, Massachusetts, USA)
basiertes Auswerteprogramm entwickelt, um auch aus online SLS-SEC-Messungen den 4 der
Antikrperldsungen zu ermitteln. Dies war mit der kommerziell erhiltlichen Software bislang
nicht moglich. Das entwickelte Programm erméglicht es, aus einer einzigen Injektion in die
HPLC mit nur einer Proteinkonzentration aus dem Chromatogramm der SEC-Siulen
unterschiedliche Proteinkonzentrationen zu berechnen und den jeweiligen Streuintensititen
zuzuordnen. Dies ist méglich, da sich die Proteinprobe auf den SEC-Saulen auftrennt und so
ein Peak entsteht, der an den Flanken andere Konzentrationen aufweist als am Peakmaximum,
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Fir die online SLS-SEC-Messungen wurden zwei analytische Proteema Siulen und eine
Proteema Vorséule der Firma PSS Polymer Standard Service GmbH (Mainz) an eine Agilent
HPLC Workstation HP 1100 Serie (Agilent, Waldbronn) angeschlossen. Die Spezifikationen
der Siulen sind in Tabelle 12 zu finden.

Tabelle 12: Spezifikationen der verwendeten SEC-Siulen.

Name Funktion Porositit Partikelgrofe Abmessung
Proteema Vorsiule 300 A 5 um 8 mm x 50 mm
Trennsiule 300 A 5 pum 8 mm x 50 mm

Die Trennung wurde bei einer Flussrate von 1,0 ml min” bei 25°C durchgefithrt. Ein UV-
Detektor und ein RI-Detektor (beide Agilent HP 1100 Serie, Waldbronn) dienten zum
Aufzeichnen des Proteinsignals. Die Laserlichtstreu-Messungen erfolgten mit dem oben
beschriebenen Detektor SLD 7000. Die Proteinkonzentration jeder Probe betrug 6 g 1" und
zur Injektion wurde ein manuelles Rheodyne Ventil mit 100 pl Probenschleife verwendet.
Vor jeder Injektion wurden die Proben mit einem 0,1 pm Whatman Filter (Schleicher und
Schiill, Dassel) filtriert. Auch hier erfolgten die Messungen in Dreifach-Bestimmungen.

Das so erhaltene Chromatogramm des UV- und Laser-Detektors in Abbildung 9 zeigt die UV-
Absorption bei 280 nm und das Streusignal des 90° Winkels. Dieses wurde nun weiter
ausgewertet, um daraus einen Debye-Plot zu generieren und M, und A zu berechen (siche
Abbildung 8b). Der fiir die Berechnung bendtigte Proteinkonzentrationsbereich und die
zugehérige Streuintensitit wurden aus dem Chromatogramm des Monomer-Peaks ermittelt
(Abbildung 9). Der UV-Detektor war zuvor mit einer Proteinprobe bekannter Konzentration
kalibriert worden, um so die injizierten Probenkonzentration aus dem Chromatogramm iiber
die UV-Absorption bei 280 nm berechnen zu konnen.

Alle Datenpunkte der Streuintensitét mit einer berechneten Proteinkonzentration, die grofer
war als ein definiertes Limit, wurden umgerechnet zum Exzess-Rayleigh-Ratio R . Die
untere Grenze der Proteinkonzentration wurde auf 0,2 g i festgelegt, da die Schwankungen
der Streuintensitit bei noch kleineren Proteinkonzentrationen zu hohen Ungenauigkeiten
fithren. Fiir die Umrechnung der Intensitit auf R® wurde die Losungsmittelintensitit,
ermittelt tiber die Baseline des Readers abgezogen und dieselbe Kalibrierkonstante verwendet,

wie im Batch- Modus.
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Abbildung 9: Chromatogramm fiir mAb2 eluiert von Proteema SEC-Siulen in

20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 8,0 und 25°C.

Die Messungen im online SLS-SEC-Modus wurden nur fiir Antikérper mAb3 durchgefiihrt.
Tabelle 13 zeigt eine Ubersicht tiber die Versuchsbedingungen der online SLS-SEC-

Messungen.
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Tabelle 13: Ubersicht iiber die Versuchsbedingungen der online SLS-SEC-Messungen fiir
mAb3 in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer.

pH-Wert Cpaey / mOI 1! Cotiisusio,. | TOOLE!
pH 4,5 2 3
pH 5,5 < 5
pH 6,0 - -
pH 6,0 0,1 0,1
pH 6,0 0.2 0,5
pH 6,0 0,4 1,0
pH 6,0 0,6 L5
pH 6,0 0.8 2,0
pH 7,0 = 2
pH 8,0 2 o
pH 9,0 5 =
pH 10,0 - -

Die Ergebnisse der Messungen im online SLS-SEC-Modus sind in Kapiteln 4.4.3 tabellarisch
zusammengefasst und werden dort mit den Ergebnissen des offline SLS-Batch-Modus

verglichen.

3.6.3 Bestimmung des Brechungsindexinkrements

Da das dn/dc einer Proteinlésung stark vom Losungsmittel abhéingt und signifikanten Einfluss
auf die optische Konstante K besitzt (siche Gleichung 72), wurde es fiir jedes Antikorper-
Puffersystem separat bestimmt. In dieser Arbeit wurde dn/dc iiber eine Batch-Messung des
Brechungsindexes n, mit einem Abbe Refraktometer RG 701 (Optotechnik Schneider, Bad
Kreuznach) bei 25°C bestimmt. Das dn/dc wurde hierbei durch Auftragen des
Brechungsindexes n, tber der jeweiligen Antikdrperkonzentration cL"’)
Puffersysteme wie in Kapitel 2.6 beschrieben berechnet. Mit der in dieser Arbeit verwendeten

fiir alle Protein-

Methode lasst sich dn/de nur mit einer Genauigkeit von ca. 10 % ermitteln, da bei hohen
Salzkonzentrationen die Auflésungsgrenze des Abbe Refraktometers erreicht wird. Eine
mdgliche systematische Fehlerquelle bei der Messung besteht darin, dass die Wellenldnge des
Lichts bei der dn/de Messung (Tageslichtspektrum) nicht mit der des Streuexperimentes
(=635 nm) iibereinstimmt. Ein Differentialrefrakiometer mit variabler Lichtwellenlinge
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stand zum Zeitpunkt der Durchfithrung der Untersuchungen nicht zur Verfiigung. Ein Beispiel
fiir die Bestimmung des dn/dc iiber ein Abbe Refraktometer fiir Antikérper mAb2 in 20 mM
Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,5 mit 0,6 M Ammonium-Sulfat ist in Abbildung 10 zu

sehen.
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1,3445 +

1,3440
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lineare Regression

T T 1

1,3420 T T T
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Abbildung 10: Bestimmung von dn/de iiber lineare Regression fiir mAb2 in 20 mM Natrium-
Phosphatpuffer bei pH 6,5 mit 0,6 M Ammonium-Sulfat.

In Abbildung 11 ist die Abhdngigkeit des so ermittelten dn/dec von der Ammonium-
Sulfatkonzentration fiir die drei Antikdrper mAbl, mAb2 und mAb3 abgebildet. Die
kompletten dn/dc-Werte aller im Rahmen dieser Arbeit vermessenen Protein-Puffersysteme
sind im Anhang C zu finden.
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Abbildung 11: Spezifisches Brechungsindexinkrement von mAbl, mAb2 und mAb3 in
20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,5 und 25°C in Abhangigkeit
der Ammonium- Sulfatkonzentration.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Adsorptionsisothermen

4.1.1 Korrelation der Adsorptionsisothermen

In dieser Arbeit wurden Adsorptionsisothermen zum einen bei verschiedenen pH-Werten,
zum anderen bei verschiedenen Salz- und Pufferkonzentrationen aufgenommen (vgl.
Kapitel 3.3). Die I[sothermen wurden sowohl mit dem Langmuir-Modell (Kapitel 2.4.1) als
auch dem Langmuir-Freundlich-Modell (Kapitel 2.4.2) beschrieben. Da letzteres durch seinen
zusitzlichen Fit-Parameter a oft bessere Anpassungen liefert als das herkémmliche Modell,
sind alle im Kapitel 4 graphisch dargestellten Isothermen mit dem Langmuir-Freundlich-
Modell gefittet. Beim Fit der experimentellen Daten war die Zielfunktion die Summe der
absoluten Fehlerquadrate der Proteinbeladungen des Adsorbers. Als Korrelationskoeffizient
bzw. Giitemall des Fits wurde der NRMSD-Koeffizient verwendet (normalized root mean

square deviation).

l m)ex m 2
JfZ(q,’,’ —gi™™)
NRMSD =1 (73)

(m)max
P

wobei n fiir die Anzahl der Messpunkte steht und g;"') die jeweilig experimentell ermittelte,
maximale oder gefittete Proteinbeladung des Adsorbers ist.

Ein Vergleich der beiden Modelle fiir CEC-Trennmaterialien ist in Tabelle 14 (mAbl), und
Tabelle 15 (mAb2) sowie in Tabelle 16 (mAb2) fiir HIC-Trennmaterialien dargestellt. Das
Langmuir-Freundlich-Modell weist durchgehend kleinere Werte fir NRMSD auf, was auf
eine bessere Anpassung hindeutet. Neben dem Korrelationskoeffizienten NRMSD sind
zusitzlich die jeweiligen Fit Parameter beider Modelle angegeben. Die Diskussion der
Isothermen erfolgt in den néchsten Kapiteln anhand der graphischen Darstellungen.

Die Salzabhingigkeit bei der Proteinadsorption an CEC-Trennmaterialien kann sowohl vom
SMA-Modell (Kapitel 2.4.3) als auch vom available area Modell (Kapitel 2.4.4) beschrieben
werden. Die experimentell ermittelten Isothermen wurden mit den beiden Modellen iiber eine
nichtlineare least-squares Methode in dem Programm Matlab (MathWorks, Natrick,
Massachusetts, USA) angepasst. Um beim Fitten ein von der Salzkonzentration unabhéngiges
Set der drei Parameter der Modelle zu erhalten, wurden jeweils drei Isothermen bei

unterschiedlichen Salzkonzentrationen herangezogen.
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Tabelle 14: Parameter des Langmuir und des Langmuir-Freundlich-Modells
fiir mAb1 und CEC-Trennmaterialien bei 25°C.
Langmuir-Freundlich Langmuir
Fractogel A K (m) max K qu) max
Wert P e a  NRMSD R kg NRMSD
le mgg lig ee e
20 mM Natrium-Phosphat
SE Hicap 6,5 7176,4 813,2 -1,28 0,079 43.8 8438 61533 0.110
7,0 65,1 688,1 -0,22 0,050 26,9 7052 31663 0,051
EMD SO; 6,5 1483,0 763.4 -0,68 0,113 79.4 779.2 - 10667 0,112
7.0 82,7 674.1 -0,23 0,052 33,0 687,3 39113 0,054
20 mM Natrium-Acetat
EMD SO 4.5 10,3 620,9 0,16 0,119 16,9 6058 1764.4 0,120
6,5 968,2 812,7 -0,85 0,109 35,0 8340 50879 0,127
Tabelle 15: Parameter des Langmuir und des Langmuir-Freundlich-Modells
fiir mAb2 und CEC-Trennmaterialien bei 25°C.
Langmuir-Freundlich Langmuir
Fractogel ol K () max K, (m) max
Wert R A ST it K.,  NRMSD
lg mg g lg? mgg
20 mM Natrium-Phosphat
SE Hicap 4,5 313 7544  -0,06 0,123 252 760,2 3187,6 0,123
55 3045 828,3 -0,20 0,061 HRE| 8359 15480,0 0,063
6.5 12,5 712,6  0.46 0,045 136,8 668.4 152395 0,066
7,0 1.4 I53 30w (1R 0,057 13 750,9 168,5 0.066
EMD S0 4.5 5.8 T3 0151 0,046 83,7 6737 9726,8 0,081
355 21,7 7929 15 3R 0,052 117.4 762,7 15433,5 0.060
6.5 2139 619,6 -0,38 0,050 42,0 6333 4587.0 0,058
7,0 2,6 4407 0,11 0,022 3.4 4219 2458 0,025
20 mM Natrium-Acetat
EMD SO 7 45 38,4 5762 -0,11 0,084 21,6 5889 2199,5 0,081
6.5 205.6 6973 -0,57 0,071 254 723,1 3168.5 0,074
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Tabelle 16: Parameter des Langmuir und des Langmuir-Freundlich-Modells
fiir mAb2 und Toyopearl Butyl (HIC-Trennmaterial) bei 25°C.

Langmuir-Freundlich Langmuir
Gz PH- (o) ma K (m) ra
mol I - ‘wat, B0 et e Ry K, NRMSD
lg mg g 1g7 meg’
20 mM Natrium-Phosphat + NaCl
1.2 6.5 4.9 123.4 0,53 0,025 60,5 1054 1159,5 0,077
2,0 6,5 9,3 163,6 0,67 0,095 49,1 1533 13682 0,105
20 mM Natrium-Phosphat + Ammonium-Sulfat
0,6 6,5 i 1388 0,52 0,056 91,9 1255+ 20987 0,091
0,8 6,5 1:9 2453 0,37 0,055 973 1775 31388 0,113
0,2 M K-Citrat + NaCl

2,0 6.5 10,91 263.3 2,90 0,069 94,8 257.0 37675 0,086

4.1.2 pH-Abh#ngigkeit bei Kationentauschern

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Adsorptionsisothermen der CEC-
Trennmaterialien bei verschiedenen pH-Werten graphisch dargestellt und diskutiert.

Die Adsorptionsisothermen fiir mAbl in Natrium-Phosphatpuffer sind in Abbildung 12, und
die fiir mAb2 in dem selben Puffersystem in Abbildung 13 gezeigt. Abbildung 14 zeigt die
Ergebnisse fir beide Antikorper in einem Natrium-Acetatpuffer. Die Messungen mit
Natrium-Phosphatpuffer wurden fiir Fractogel EMD SE Hicap und Fractogel EMD SO3
durchgefiihrt, die fiir den Natrium-Acetatpuffer nur mit Fractogel EMD SO . In allen Fillen
wurde der pH-Wert variiert. Allgemein ist zu sagen, dass die Isothermen eine annéhernd
rechteckige Form aufweisen und vom Langmuir-Freundlich-Modell sehr gut beschrieben
werden. Die Isothermen in Abbildung 12 zeigen, dass fiir denselben Antikorper, Puffer und
pH-Wert nur geringe Abweichungen zwischen beiden Fractogelen bestehen. Offenbar ist der
Finfluss der beiden unterschiedlichen Spacer (vgl. Kapitel 3.3), an denen die funktionelle
SO; Gruppe gebunden ist, nur gering.
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Abbildung 12: Adsorptionsisothermen von mAb1 in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei
25°C: Korrelation mit dem Langmuir-Freundlich-Modell (Linien) und

experimentelle Daten (Symbole).

Ein Vergleich der Ergebnisse in Abbildung 12 (mAbl) und Abbildung 13a, b (mAb2) zeigt,
dass fiir denselben pH-Wert die Kapazitiiten der Adsorbermaterialien fiir mAbl um etwa

25 % groBer sind als die von mAb2.
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Abbildung 13: Adsorptionsisothermen von mAb2 in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei
25°C: Korrelation mit dem Langmuir-Freundlich-Modell (Linien) und
experimentelle Daten (Symbole): a) Fractogel EMD SO und
b) Fractogel EMD SE Hicap.

Diec hohere Kapazitit fir mAbl kann durch Ladungseffekte erklart werden, da der
isoelektrische Punkt von mAbl groBer ist als der von mAb2, sodass bei einem gegebenen
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pH-Wert mAb] eine hohere Nettoladung tréigt (vgl. Tabelle 1 in Kapitel 3.1). Dies gilt jedoch
nur fiir moderate Proteinladungen (pH-Werte 6,5 und 7.0 in Abbildung 12 und 13). Bei sehr
hohen Ladungen (vgl. pH 4,5) gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Antikérpern (vgl. Abbildung 14).

Mit geringerem pH-Wert nimmt zunichst die Beladung des Adsorbers zu. Die Ladung des
Proteins wird groBer und daher auch die elektrostatischen Wechselwirkungen. Ein
iiberraschender Befund ist jedoch das pH-Optimum fiir eine maximale Bindekapazitdt bei
pH 5,5, das fiir beide Fractogele beobachtet wurde. Obwohl bei pH4,5 die positive
Antikorperladung groBer ist, bindet hier weniger Protein (vgl. Abbildung 13).

Dieses Verhalten wurde auch fiir die Adsorption im Natrium-Acetatpuffer (vgl. Abbildung
14) festgestellt und ist daher nicht pufferspezifisch. Hier wurden fiir beide Antikérper bei
pH 6.5 hohere Kapazititen gemessen als bei pH 4,5.
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Abbildung 14: Adsorptionsisothermen von mAb1 und mAb2 an Fractogel EMD SO in
20 mM Natrium-Acetatpuffer bei 25°C. Korrelation mit dem
Langmuir-Freundlich-Modell (Linien) und experimentelle Daten (Symbole).

Da bei Ionentauschern bislang der Adsorptionsmechanismus hauptsichlich auf
elektrostatische Wechselwirkungen bzw. ionische Wechselwirkungen zuriickgefithrt wurde,
ist ein pH-Optimum fiir eine maximale Adsorberbeladung zuniichst tiberraschend. Aufgrund
der hoheren positiven Nettoladung bei geringen pH-Werten miissten bei diesen Bedingungen
die Proteine eigentlich stérker binden. Bei hohen Proteinladungen, wie es bei geringen pH-
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Werten der Fall ist, spielt die elektrostatisch bedingte AbstoBung zwischen den gebundenen
Proteinen auf der Adsorberoberfliche jedoch eine zunehmende Rolle. Dadurch verschlechtert
sich die Zuginglichkeit des Raums zwischen den adsorbierten Proteinen, was letztendlich
dazu fiithrt, dass die Beladungskapazitit abnimmt. Dieses Verhalten wurde auch schon in
anderen Arbeiten beschrieben [84, 96]. Des Weiteren ist die abnehmende Kapazitit auf die
Tatsache zuriickzufiihren, dass bei héheren Proteinladungen die Bindung zwischen Protein
und Adsorber stirker ist. Diese starke Bindung kann dazu fiihren, dass es zu einem Blockieren
von kleineren und engeren Poren kommt. Die adsorbierten Proteine sind nicht mehr flexibel
genug um weitere Proteine tiefer in die Poren eindringen zu lassen, was dazu fithrt, dass
Bindungsplitze weiter innen aufgrund des gehinderten Transportes nicht mehr zur Verfiigung
stehen und dadurch die Kapazitat verringert wird [49].

4.1.3 Salzabhidngigkeit bei Kationentauschern

In diesem Kapitel wird die Salzabhingigkeit der Adsorption bei Kationentauschern diskutiert.
Aufgrund der zugrunde liegenden SMA- und AA-Modelle sind hier alle Isothermen in
molaren Konzentrationen abgebildet. Die direkt aus den Experimenten bestimmten
massenbezogenen Werte fiir ¢’ und ¢!’ sind im Anhang C aufgefiihrt.

Abbildung 15 zeigt Isothermen der Adsorption von mAb2 an Fractogel EMD SO, bei einem
pH-Wert von 7,0 und 25°C. Zu dem 20 mM Phosphatpuffer ohne NaCl wurden Isothermen
mit zusdtzlich 10 mM bzw. 30mM Natriumchlorid aufgenommen. Die berechneten
Parameter des SMA- und des AA-Modells sind Tabelle 17 zu entnehmen. Beide Modelle sind
in der Lage, die experimentellen Daten sehr gut zu beschreiben.
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Abbildung 15: Adsorptionsisothermen von mAb2 an Fractogel EMD SO; in 20 mM
Natrium-Phosphatpuffer bei pH 7,0 und 25°C: Korrelation mit dem
SMA- bzw. AA-Modell (Linien) und experimentelle Daten (Symbole).

Tabelle 17: Parameter des SMA- und AA-Modells fiir mAb2
in Natrium-Phosphatpuffer bei 25°C.

Steric-Mass-Action-Modell available area Modell
Fractogel pH Salz o o v K, E,L"i”‘“ 3
1 pmol™ pmol-1"
EMDSO; 17,0 NaCl 0,2 65.8 7.6 0,26 0,624 7:5
6,0 NaPO, 32,1 70,6 5.4 20,8 0,904 5.3
SEHicap 6,0 NaPOy 47,4 47,6 5.4 30,3 1,043 53
45 NaPO. 4-10° 81,7 43 < 3 2
SP550C 60  NaCl 0,1 257.5 7,0 0,2 0,447 6,4

Bei einem pH-Wert von 7.0 ist der Antikérper schon nahe an seinem isoelektrischen Punkt.
Die positive Nettoladung ist daher sehr gering. Die maximale Beladung des starken
Kationentauschers Fractogel EMD SO ist selbst bei einer niedrigen Salzkonzentration ohne
Zugabe von NaCl mit ca. 400 pmol1” gering. Bei niedrigeren pH-Werten kann eine
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maximale Beladung von iiber 800 umol-I"' erreicht werden (vgl. Abbildung 16 fiir pH 6,0).
Bei pH 7,0 belegen ebenfalls die niedrigen Gleichgewichtskonstanten der beiden Modelle von
ca. 0,2 eine schwichere Adsorption (siehe Tabelle 17). Eine niedrige Gleichgewichts-
konstante bedeutet, dass das Gleichgewicht eher auf der desorbierten Seite liegt, eine hohe
Gleichgewichtskonstante zeigt an, dass das Gleichgewicht auf der adsorbierten Seite liegt.
Das zeigt, dass der schwach geladene Antiképer hier nur bedingt in der Lage ist, die Salz-
Gegenionen zu verdridngen. Ein v von 7,6 bedeutet hierbei, dass ca. acht positive Ladungen
des Antikdrpers mit acht funktionellen Gruppen des Adsorbers wechselwirken und die
entsprechende Anzahl an Gegenionen verdringen. Ein o von 65,8 wiederum gibt an, dass ca.
66 Gegenionen bei der Bindung des Antikérpers an den Adsorber sterisch gehindert werden.
Die Adsorption von mAb2 an Fractogel EMD SE Hicap und Fractogel EMD SO; mit
unterschiedlichen Natrium-Phosphatkonzentrationen bei 25°C und pH 6,0 kann anhand von
Abbildung 16 und Abbildung 17 verglichen werden.
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Abbildung 16: Adsorptionsisothermen von mAb2 an Fractogel EMD SO

bei 25°C und pH 6,0: Korrelation mit dem SMA- bzw. AA-Modell
(Linien) und experimentelle Daten (Symbole).
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Abbildung 17: Adsorptionsisothermen von mAb2 an Fractogel EMD SE Hicap
bei 25°C und pH 6,0 : Korrelation mit dem SMA- bzw. AA-Modell
(Linien) und experimentelle Daten (Symbole).

Beide Adsorber verhalten sich sehr dhnlich, wie auch schon in Kapitel 4.1.2 bei der pH-
Abhingigkeit gezeigt wurde. Lediglich die maximale Beladung ist bei niedriger Salz-
konzentration fiir Fractogel EMD SE Hicap etwas grofer als fiir Fractogel EMD SO, .
Allerdings ist zu sechen, dass beide Modelle die Salzabhangigkeit nur noch in
eingeschrinktem Mafe beschreiben konnen und es treten erste Abweichungen bei der
Anpassbarkeit auf. Hierbei ist zu beachten, dass anhand der gezeigten Fits keine Aussage
dartiber getroffen werden sollte, welche der drei Isothermen nicht genau beschrieben werden
kann. In beiden Abbildungen scheint dies die Isotherme bei mittlerer Salzkonzentration
gerade im Anfangsbereich zu sein. Bei der nichtlinearen Anpassung kann iiber eine
Fehlergewichtung das Modell an je zwei Isothermen sehr gut angepasst werden, was jedoch
das Ergebnis der dritten Isotherme verschlechtert. Alle hier gezeigten Fits sind ohne
Fehlergewichtung mit dem geringsten absoluten Fehler angepasst worden, um
Vergleichbarkeit zu gewihrleisten. Wenn nun also eine Isotherme nicht mehr gut anpassbar
ist, kann nur eine Aussage iiber die Anwendbarkeit des gesamten Modells getroffen werden
und weniger iiber eine bestimmte Salzkonzentration.

Aus Tabelle 17 ist zu entnehmen, dass die Gleichgewichtskonstante X, fiir Fractogel EMD
SE Hicap mit 47.4 etwas groBer ist, als die von Fractogel EMD SO mit 32,1. Dies spricht
wiederum flir eine bevorzugte Adsorption. Die Werte fiir die charakteristische Ladung bzw.
Anzahl der Bindungsstellen v sind gleich, da ja auch der pH-Wert konstant ist. Die Tatsache,
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dass bei Fractogel EMD SO der sterische Faktor o grofer ist, kann zum einen mit der
hoheren Ionenkapazitit des Adsorbers erklart werden (vgl. Tabelle 2). Ist die Tonenkapazitit
grofer, so konnen bei einer Bindung auch mehr Ionen vom Protein sterisch gehindert und
verdeckt werden. Eine weitere Erklédrung hierflir sind die unterschiedlichen Spacer beider
Fractogele, welche aufgrund ihrer chemischen Struktur zu verschiedenen riumlichen
Anordnungen der Proteine auf der Oberfliche fiihren kénnen und somit unterschiedlich viele
Gegenionen verdeckt werden.

Abbildung 18 zeigt Isothermen fiir Toyopearl SP550C bei einem pH-Wert von 6,0 und 25°C.
Bei der Variation der Salzkonzentration wurde zusdtzlich zum 20mM Natrium-
Phosphatpuffer 30 mM bzw. 60 mM Natriumchlorid zugegeben. Beide Modelle beschreiben
die Tsothermen im Rahmen der Messgenauigkeit in weiten Teilen gut. Hier hat jedoch das
SMA-Modell einen kleinen Vorteil gegeniiber dem AA-Modell.

Die Gleichgewichtskonstante fiir SP550C zeigt bei pH 6,0 und der damit verbundenen
héheren Nettoladung des Antikorpers als bei pH 7,0 trotzdem einen geringen Wert von 0,1.
(vgl. Tabelle 17). Dies ist hier auf den insgesamt schwicheren und nicht gegrafteten Adsorber
SP550C zuriickzufithren. Der sehr hohe sterische Faktor o kann mit der hoéheren
Tonenkapazitit A von Toyopearl SP550C (vgl. Tabelle 2) erkldrt werden.
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Abbildung 18: Adsorptionsisothermen von mAb2 an Toyopearl SP550C in
20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,0 und 25°C: Korrelation
mit dem SMA- bzw. AA-Modell (Linien) und experimentelle Daten
(Symbole).
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Die bisherigen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Anwendbarkeit beider Modelle mit
zunehmender Ladung der Antikérper, also abnehmendem pH-Wert, schlechter wird. Beim
Vergleich mit den Isothermen von mAb2 an Fractogel Hicap bei einem pH-Wert von 4,5, die
in Abbildung 19 gezeigt sind, zeigt sich zunéchst ein anderes Bild. Die Anpassbarkeit scheint
hier sehr gut zu sein. Die Unterschiede in den Salzkonzentrationen sind hier jedoch so gering,
dass bei der sehr starken Wechselwirkung die Salzabhingigkeit kaum eine Rolle spielt. Der
Anschaulichkeit halber wurde hier auf die Darstellung des AA-Modells verzichtet. Der sehr
hohe Wert fiir K,,, in Tabelle 17 zeigt, dass bei diesem pH-Wert und der damit sehr hohen
Nettoladung des Antikdrpers das Gleichgewicht extrem auf der adsorbierten Seite liegt und
daher die Isothermen fiir alle Salzkonzentrationen im Anfangsbereich sehr steil sind.
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Abbildung 19: Adsorptionsisothermen von mAb2 an Fractogel EMD SE Hicap
bei pH 4,5 und 25°C: Korrelation mit dem SMA- bzw. AA-Modell
(Linien) und experimentelle Daten (Symbole).

Auffillig in Tabelle 17 ist, dass fiir niedrigere pH-Werte insgesamt die Werte fiir v
abnehmen. Dies ist auf den ersten Blick iiberraschend, da mit geringerem pH die Nettoladung
des Proteins eigentlich zunimmt. v beschreibt jedoch nicht die Nettoladung, sondern die
Anzahl der Ladungen, die tatsichlich an der Bindung teilnehmen und Gegenionen
verdringen. Wenn v abnimmt, kann das auch an einer Konformationsinderung des
Antikérpers bei der Bindung bzw. einer Umorientierung auf der Oberfliche liegen.

Darauf deuten auch die in Tabelle 17 angegebenen sterischen Faktoreno hin. Am Beispiel
von mADb2 an Fractogel EMD SE Hicap bei pH 6,0 und pH 4,5 ist zu sehen, dass der sterische
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Faktor bei pH 4,5 mit 81,7 nahezu doppelt so grofB ist wie bei pH 6,0. Dies konnte durch die
gréflere AbstoBung der Proteine auf der Oberflidche oder durch eine Konformationsdnderung
des Antikérpers erkldrt werden. Die AbstoBung der Proteine auf der Adsorberoberflidche bei
geringerem pH-Wert und die dadurch verursachte geringere Beladung wurde auch schon in
Kapitel 4.1.2 beschrieben. Der sterische Faktor ist ein Mal fiir die vom Antikérper am
Austausch gehinderten Gegenionen. Dies kénnen nicht nur vom Antikorper verdeckte Tonen
sein, sondern auch die Ionen, die sich zwischen den sich abstoffenden Antikdrpern befinden.
Bei einer Umfaltung des Antikdrpers dndert sich ebenfalls die Zahl der abgeschirmten Ionen.

Auch die spiter in Kapitel 4.3 diskutierten kalorimetrischen Experimente deuten auf
unterschiedlichen Konformationen und Orientierungen bei der Antikérperadsorption hin.

Die beiden hier vorgestellten Modelle wurden bislang nur fiir kleinere Proteine bzw.
Aminoséduren verwendet. Die Anwendbarkeit fiir groere Molekiile, wie etwa die in dieser
Arbeit verwendeten Antikorper, stellt eine groe Herausforderung dar. Aus den
Adsorptionsisothermen ist der Schluss zu zichen, dass beide Modelle die Salzabhéngigkeit der
Adsorption monoklonaler Antikérper an Kationentauschern fiir einen gewissen Bereich von
Salzkonzentrationen gut bis sehr gut beschreiben konnen. Die Breite dieses Bereichs nimmt
jedoch mit hoherer Proteinladung stark ab. Bei pH-Werten nahe des isoelektrischen Punktes
(vgl. Abbildung 15 bei pH 7,0) ist die Anpassbarkeit hervorragend, wihrend schon bei einem
pH-Wert von 6,0 erste Abweichungen zu sehen sind (Abbildung 16 und 17). Als Griinde
hierfiir sind Wechselwirkungen in der Proteinldsung zu nennen, die die Modelle in ihren
Annahmen nicht beriicksichtigen. Insbesondere wird in den Modellen die Ionenwolke um den
Antikorper nicht beriicksichtigt. Diese Ionenwolke, welche die Antikorper umgibt, muss bei
der Adsorption verdriingt werden. Je nach pH-Wert, Salzart und Konzentration hat dies einen

mehr oder weniger groen Einfluss.

Zum anderen wird bei beiden Modellen die Adsorberoberfliche als homogen betrachtet und
keine Interaktionen der Proteine beriicksichtigt. Dies ist jedoch wie zuvor beschrieben vor
allem bei niedrigen pH-Werten und hoher Proteinladung nicht mehr der Fall. Die stark positiv
geladenen Proteine stofen sich auch auf der Oberfliche ab oder hindern einander daran, in die
Poren des Adsorbers einzudringen [31, 49, 96].

Weiterhin werden auch Konformationsdnderungen des Antikdrpers bei unterschiedlichen pH-
Werten und Salzkonzentrationen sowie die Aggregation der Proteine nicht beriicksichtigt.
Allgemein ist daher zusagen, dass bei extremeren Bedingungen, also pH-Werten entfernt vom
pl. und héheren Salzkonzentrationen zahlreiche Wechselwirkungen aufireten, welche von den
hier verwendeten Modellen nicht mehr richtig beschrieben werden kénnen. Das erst kilrzlich
vorgestellte AA-Modell zeigt in den durchgefiihrten Experimenten keinerlei nennenswerte
Vorteile gegeniiber dem zwdlf Jahre dlteren SMA-Modell. Auch fiir die Zukunft scheint
angesichts der Komplexitit und der Vielzahl an Prozessparametern und Wechselwirkungen
beim Adsorptionsvorgang die Modellierung eine groBe Herausforderung darzustellen und
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eine rein analytische Beschreibung auf der Basis grober Modellvorstellungen nur schwer
méglich. Dennoch ist es mit diesen Adsorptionsstudien und einfachen Modellen gelungen,
einen Einblick in die komplizierten Adsorptionsmechanismen zu erhalten, um eine Grundlage
fiir weiterfiihrende Modellierung zu schaffen. Computersimulationen kénnten eine
Maglichkeit bieten, um auch komplizierte Wechselwirkungen quantitativ beriicksichtigen zu
konnen. Entscheidend fiir ein Vorankommen ist jedoch ein grundlegendes Versténdnis des

Adsorptionsprozesses.

4.1.4 HIC Adsorptionsisothermen

In diesem Kapitel werden die aufgenommenen Adsorptionsisothermen des HIC-Adsorbers
Toyopearl Butyl vorgestellt und diskutiert. Die Adsorptionsisothermen in Abbildung 20
wurden mit dem Langmuir-Freundlich-Modell angepasst und zeigen. dass die
Bindekapazititen bei der HIC deutlich geringer sind als die der Kationentauscher. Die
Bindekapazititen sind stark von der Salzkonzentration abhingig. Eine Erhdhung der
Salzkonzentration beispielsweise von 1,2moll’ auf 2,0 mol I' filhit zu einer
Kapazititssteigerung von ca. 50 %. Hierbei ist jedoch immer die Loslichkeitsgrenze des
Proteins bei hohen Salzkonzentrationen zu beachten.

250

200

e
o
E
Ex 100 _
® 0.2MK-Citrat + 2,0 M NaCl
O 0,8 M Ammonium-Sulfat
A 20MNaCl
50 < 0,6 M Ammonium-Sulfat
¥ 1,2MNaCl
—— Langmuir-Freundlich
0+ T T T T
0 1 2 3 < 5
(m) -1
c, /gl

Abbildung 20: Adsorptionsisothermen von mAb2 an Toyopearl Butyl in
20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,5 und 25°C.
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Ein entscheidender Parameter fiir die Bindekapazitit bei der Adsorption an HIC-
Trennmaterialien ist die Salzart und deren Einordnung in die so genannte Hofmeisterreihe
[52]. Die Hofmeisterreihe (vgl. Tabelle 18) ist eine Reihe von Anionen und Kationen,
geordnet nach deren Eigenschaft Protein auszufillen.

Tabelle 18: Auszug aus der Hofmeisterreihe einiger Anionen und Kationen [1].

<— Zunchmender ,salting-out™ Effekt, kosmotrop

Anionen PO} SO* CH:»COO™ CI Bre NG GTO R [ RN
Kationen NH; Rb’ K Mg Cst L S MpT Ga . Bat

Zunehmender ,,salting-in** Effekt, chaotrop —>

Die weiter links stehenden (so genannten antichaotropen oder kosmotropen) Salze sind
besonders schonende Fallungsmittel. Sie vergréBern hydrophobe Effekte der Losung indem
sie zur Stabilitdt und Struktur von Wasser-Wasser Wechselwirkungen beitragen und férdern
so die Proteinaggregation iiber hydrophobe Wechselwirkungen, was zum Ausfall von
Proteinen fithren kann [75].

Die weiter rechts stehenden chaotropen Salze dagegen ldsen geordnete
Wasserstoffbriickenbindungen in Wasser auf. Indem die Wasserstoffbriickenbindungen
aufgebrochen werden, storen die chaotropen Substanzen die Wasserstruktur und sorgen fiir
Unordnung (Zunahme der Entropie). Bei Aminosduren vermindern sie damit hydrophobe
Effekte und wirken denaturierend auf Proteine, da die treibende Kraft der Proteinfaltung die
Zusammenlagerung der hydrophoben Aminosiuren im Wasser ist. Sie storen also die Krifte,
welche die Proteine in ihrer tertidren bzw. quartiren Struktur halten und kénnen sie dadurch

denaturieren [113].

Tonen und Salze die auf der linken Seite zu finden sind, wie etwa Ammonium-Sulfat,
verstiarken den so genannten ,salting-out™ Effekt und fiihren zu hoheren Bindekapazititen.
Dies zeigt sich auch in den Isothermen in Abbildung 20. Die Probe mit einer Ammonium-
Sulfat Konzentration von 0,8 mol I’ weist eine deutlich héhere Bindekapazitit auf als etwa
die Probe mit 2,0 mol I'' NaCl, welches in der Hofmeisterreihe weiter rechis steht.

4.2 SMA-Parameter aus Sdulenchromatographie

Die hier dargestellten Ergebnisse der Siulenchromatographie-Laufe wurden nur fiir ein
einziges Puffersystem ermittelt und kénnen nur als Beispiel fiir die Machbarkeit dieser
Methode dienen. Sie erméglichen zudem einen Vergleich der Ergebnisse der Gleichgewichts-
Adsorptionsisothermen mit denen der Siulenliufe. Als Salzkonzentrationen fiir die drei
Proteinpulsexperimente wurden 10 mM, 20 mM und 30 mM Natriumchlorid gewihlt. In der
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)

Auswertung wird hier wiederum die Natriumionenkonzentration ¢ verwendet. Die

Konzentrationen sind in Tabelle 19 bzw. im Anhang B zu finden.

Abbildung 21 zeigt die UV-Signale der drei Chromatographielaufe des Pulsexperimentes. Der
héchste Peak mit der niedrigsten Retentionszeit wird bei der héchsten Salzkonzentration
detektiert. Die Wechselwirkungen des Proteins mit dem Adsorber sind hier am geringsten und
das Protein wandert am schnellsten durch die Sdule. Dementsprechend wird die héchste
Retentionszeit bei der niedrigsten Salzkonzentration erreicht. Hier herrschen starke
Wechselwirkungen mit der Siule und das Protein wird entsprechend zuriickgehalten. Die

Peakflichen sind jeweils gleich groB, da immer dieselbe Proteinmasse injiziert wurde.
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Abbildung 21: Detektorsignal der Protein Pulsexperimente mit mAb2 bei drei
unterschiedlichen Salzkonzentrationen mit linearer Elution.

Die Retentionszeiten wurden iiber das Peakmaximum bestimmt und sind zusammen mit den
sich daraus ergebenden Kapazititsfaktoren &' in Tabelle 19 dargestellt. Die Kapazitits-
faktoren wurden, wie in Kapitel 2.4.3 beschreiben, mit Gleichung (42) berechnet.

Tabelle 19: Retentionszeiten und berechnete Kapazitiitsfaktoren der Pulsexperimente.

%,/ mmot I t, / min K
41,5 42,0 37.0
51,5 9.0 7,2

>

61,5 32 1.9




4 Ergebnisse und Diskussion 69

In doppelt logarithmischer Darstellung des Kapazititsfaktors {iber der Salzkonzentration
ergibt sich wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben, eine Gerade. Die Gerade ist zusammen mit den
Messpunkten in Abbildung 22 gezeigt. Ihre Funktionsgleichung lautet wie folgt:

()
logk’=13,78~7,55log = (74)
cﬂ

Die charakteristische Ladung v ist gleich der negativen Steigung der Geraden. Die SMA-
Gleichgewichtskonstante K, ergibt sich aus dem Achsenabschnitt log (8K, (A/A,)).
So erhilt man:

v=7,6 (75)

K, =0,13 (76)
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Abbildung 22: Kopaciewicz-Plott zur Bestimmung der SMA-Parameter K, und v . Der
Kapazititsfaktor ist {iber der Salzkonzentration logarithmisch aufgetragen.

Zur Bestimmung des sterischen Faktors o wurden, wie zuvor beschrieben,
Durchbruchsversuche durchgefiihrt. Nach der Saule wurde die Proteinkonzentration tiber UV-
Spektrometrie gemessen. Es wurde definiert, dass der Durchbruch bei zehn Prozent der
urspriinglichen Antikdrperkonzentration erreicht ist. Als Puffersystem wurde ein 20 mM
Natrium-Phosphatpuffer mit zusétzlich 10 mM Natriumchlorid gewahlt.

Fiir die Berechnung weiterhin notwendig war das Durchbruchsvolumen bei nichtbindenden
Bedingungen V. Dies kann iiber Gleichung (77) berechnet werden:
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V;) Tl Vsam'e (77)

¥, betrug 3 ml und &, entspricht der totalen Porositit des Adsorbermaterials und betrug fiir
diesen Fall [85].
£ =0,505 (78)

Daraus ergibt sich:
¥, =1,515ml (79)

und das Phasenverhélinis /£ ist somit nach Gleichung (43) (Kapitel 2.4.3)
£=0,98 (80)

Fiir den Versuch wurde ein Durchbruchsvelumen ¥, von 21,1 ml bestimmt. Damit ergibt sich
aus den Gleichungen (47) und (48) aus Kapitel 2.4.3 unter Verwendung der eben berechneten
Werte ein sterischer Faktor von:

a=—5%1 (81)

Tabelle 20 vergleicht die drei experimentell aus Chromatographieldufen ermittelten Werte mit
denen aus der Anpassung an die Isothermen. Es zeigt sich eine hervorragende
Ubereinstimmung. Die Werte konnen also auf beide Arten sehr gut bestimmt werden.
Anzumerken ist allerdings, dass das Modell fiir diesen Beispielfall sehr gut anpassbar war.
Bei Bedingungen bei denen die Modellierung unzuverlissiger ist (bspw. pH 6.0), kénnen
keine dhnlich guten Ergebnisse erwartet werden.

Tabelle 20: Vergleich der zwei Methoden zur experimentellen Bestimmung der SMA-
Parameter: Adsorptionsisothermen und Saulenchromatographie fiir mAb2 an
Fractogel EMD SO in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 7.0.

Methode e v o
Séaulenchromatographie 0,13 7,6 59,1
Adsorptionsisotherme 0,20 7.6 65.8

4.3 Mikrokalorimetrie

4.3.1 Spezifische Adsorptionsenthalpie bei Kationentauschern

Im Folgenden werden die kalorimetrischen Ergebnisse der beiden Fractogel-Kationentauscher
gezeigt. Sie sind dargestellt als spezifische Adsorptionsenthalpie der Antikérper Ah;‘&
entlang der jeweiligen Adsorptionsisotherme, also aufgetragen iiber der Adsorberbeladung

i
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Die experimentellen Ergebnisse in den folgenden Abbildungen sind in derselben Art und
Weise organisiert wie die zugehorigen Adsorptionsisothermen aus Kapitel 4.1. Die
Ergebnisse fiir mAbl in Natrium-Phosphatpuffer sind in Abbildung 23 zu sehen, jene fiir
mAb2 im selben Puffer in Abbildung 25 und schlieBlich zeigt Abbildung 26 die Ergebnisse
fiir beide AntikOrper in Natrium-Acetatpuffer. Wiederum wurden die Messungen mit
Natrium-Phosphat mit beiden Fractogelen ausgefiihrt, die mit Natrium-Acetat jedoch nur mit
Fractogel EMD SO;. In allen Fillen wurde der pH-Wert variiert. Ein Uberblick iiber die
Daten zeigt, dass die Resultate sowohl fiir beide Adsorbermaterialien als auch fiir beide
Antikérper dhnlich sind. Die Daten zeigen jedoch auch, dass die spezifische
Adsorptionsenthalpie der Antikérper Ah;“‘ stark vom pH-Wert und der Adsorberbeladung
qim) abhingt.

Abbildung 23 zeigt eine solche Abhangigkeit der spezifischen Adsorptionsenthalpie von der
Adsorberbeladung bei moderaten pH-Werten von 6,5 und 7,0 entlang der Isotherme.
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—C— pH 6,5 Hicap
-800 T T T T
0 200 400 600 800 1000

q{pm) Img 9-1

Abbildung 23: Spezifische Adsorptionsenthalpie Ah;“’ von mAbl in 20 mM Natrium-
Phosphatpuffer bei 25°C: Fractogel EMD SE Hicap (offene Symbole)
und Fractogel EMD SO (geschlossene Symbole).
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Da die Adsorption bei Jonentauschern zum groflen Teil auf elektrostatischen
Wechselwirkungen basiert, wurde fiir die Adsorption bei diesen Bedingungen wie erwartet
eine exotherme Enthalpiednderung beobachtet ( Ah;d‘< 0). Fiir geringe Beladungen ist
Ah:’i' nahezu konstant, jedoch wird Ah;“'k mit steigendem qi’"’ betragsmifig geringer und
lauft gegen Null wenn qi’"]'"“ erreicht ist. Dieses Verhalten konnte fiir alle untersuchten
Adsorbermaterialien und Antikorper festgestellt werden fiir pH-Werte. welche nicht zu weit
vom isoelektrischen Punkt des Proteins entfernt sind. Offenbar ist Ah;‘* von der
Beladungsdichte der Adsorberoberflidche abhingig. Diese experimentellen Ergebnisse deuten
auf die ebenfalls in der Literatur diskutierte Theorie hin, dass Proteine bei der Adsorption in
Abhéngigkeit von qf:") verschiedene Konformationen bei der Bindung einnehmen kénnen
und somit auf verschiedene Art und Weise adsorbieren. Bei geringen Beladungen werden
. zuerst die energefisch glinstigsten Plitze und Positionen ecingenommen, bei hoheren
Beladungen sind nur noch ungiinstige Plitze vorhanden, die belegt werden kénnen. Dies fiihrt
zu unterschiedlichen Orientierungen bzw. Konformationen (Abbildung 24), was wiederum zu
unterschiedlichen Adsorptionsenthalpien fithrt. Diese Theorie vertritt auch Janzen [59]. Mit
unglinstigen Plitzen sind hier energetisch benachteiligte Bindungsstellen auf dem Adsorber
gemeint, die durch unterschiedliche Adsorberkonfigurationen, sterische Hinderungen oder
Wechselwirkungen mit benachbarten adsorbierten Proteinen zustande kommen.

Abbildung 24: Darstellung der Proteinadsorption bei geringer und hoher Beladung:
a) konventionelles portses Material b) pordser gegrafteter Tentakeladsorber:
Bei geringer Beladung werden zuerst die attraktiven Plitze besetzt, und erst
bei hohen Beladungen die ungiinstigen und weniger bevorzugten.
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Die gegrafieten tentakeldhnlichen Fractogele bieten aufgrund ihrer Anordnung der
funktionellen Gruppen sehr viele unterschiedliche Bindungsstellen an. Jedoch nehmen auch
fiir diesen Typ die AntikSrper zuerst die energetisch giinstigen Plitze ein. Dies ist schlieBlich
der Grund, warum Ah;"’ fiir geringe Beladungen nahezu konstant ist und mit zunehmender
Adsorberbeladung betragsmiBig geringer wird. (vgl. Abbildung 23). Ein weiterer wichtiger
Einfluss auf Ah:‘i' bei hoheren Beladungen sind die zuvor beschriebenen abstoBenden
Wechselwirkungen zwischen benachbarten adsorbierten Proteinen, welche zu geringeren
Bindekapazititen filhren konnen und offensichtlich auch die Adsorptionsenthalpie veréindemn.

Dieses Bild der verschiedenen Bindungsorientierungen der Antikorper und die daraus
resultierenden geringeren Enthalpiefinderungen wird ebenfalls von anderen experimentellen
Arbeiten zur Proteinadsorption unterstiitzt: Linetal. [72] fand #hnliche Ergebnmisse fiir
Anionentauscher: Die Adsorption war exotherm, Ah:"s daher negativ und fiir geringe
Oberflichenbeladungen nahezu konstant,

Gil et al. [44] beobachteten fiir Anionentauscher steigende endotherme Adsorptionsenthalpien
fir zunehmende Adsorberbeladungen. Minton [79] wiederum berechnete mithilfe von
Gleichgewichts- und Kinetik-Modellen verschiedene mogliche Bindungsorientierungen und
Konformationen fiir die Proteinadsorption in Abhéngigkeit von der Beladung der
Adsorberoberfliche. Bei geringerer Beladung fand er energetisch begiinstigte
Konformationen, bei denen das Protein seitlich adsorbiert. Bei héheren Beladungszustinden
kommt es zu einer Anderung bei der die Proteine endstindig, also iiber Kopf, adsorbieren.
Yao und Lehnhoff [119] berechneten freie Energien fiir die Wechselwirkungen zwischen
Protein und Adsorberoberfliche fiir verschiedene Proteinorientierungen und fanden heraus,
dass die seitliche Anordnung des Proteins bei der Adsorption gerade bei geringen
Oberflichenbeladungen bevorzugt ist. Dismer und Hubbuch [30] entdeckten schlieBlich
mittels konfokaler Lasermikroskopie fiir die Adsorption von Lysozym Préferenzen fiir
verschiedene Bindungsstellen bei unterschiedlichen Beladungszustinden, jeweils fiir geringe
und hohe Oberflichenbedeckung.

Eine weitere interessante Eigenschaft der Antikdrperadsorption ist die Tatsache, dass Ah;d‘
vom jeweiligen pH-Wert abhiingig ist. Dies ist gut in Abbildung 25a) zu sehen. Wie zuvor
beschrieben ist bei pH-Werten von 6,5 und 7,0 die Adsorption exotherm und Ah;‘t’ < 0. Da bei
pH 6,5 die Ladung des Antikérpers groBer ist, ergibt sich auch ein betragsmiBig groBerer
Wert fiir Ah;j“". Bei weiterer Absenkung des pH-Wertes zeigt sich jedoch ein unerwarteter
Effekt: Der Betrag von M:t nimmt ab, obwohl die Proteinladung selbst im Sauren zunimmt.
Bei pH 5,5 wird nahezu kein kalorischer Effekt mehr gemessen, bei pH 4,5 ist die spezifische
Adsorptionsenthalpie sogar positiv und die Adsorption damit endotherm, obwohl der
Antikorper bei diesen Bedingungen eine grofe positive Ladung trégt und die Bindekapazitat

noch sehr hoch ist.
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Abbildung 25: Spezifische Adsorptionsenthalpie Ah;““ von mAb2 in 20 mM Natrium-
Phosphatpuffer a) Fractogel EMD SO, b) Fractogel EMD SE Hicap.

Um den Einfluss des Puffersystems zu iiberpriifen, wurden auch Experimente mit Natrium-
Acetatpuffer durchgefithrt (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Spezifische Adsorptionsenthalpie Ah:“ﬁ von mAbl und mAb2 an
Fractogel EMD SO; in 20 mM Natrium-Acetatpuffer bei 25°C.

Die Ergebnisse sind fiir beide Puffersysteme édhnlich und alle oben beschriebenen Effekte

wurden auch hier gefunden.

Das Verhalten, dass bei geringen pH-Werten die spezifische Adsorptionsenthalpie
Ah;'d‘ positiv ist, und die Adsorption damit endotherm ist, ist auf den ersten Blick fiir
Tonentauscher zunichst ungewdhnlich. Dies ldsst vermuten, dass die Adsorption im Sauren
nicht enthalpisch sondern aufgrund eines Entropiegewinns bei der Adsorption entropisch
getrieben ist.

Tabelle 21 und Tabelle 22 zeigen thermodynamische Parameter, welche aus den
Adsorptionsisothermen und den kalorimetrischen Messungen berechnet wurden. Die
thermodynamischen Grundlagen hierzu und die Herleitung der jeweiligen hypothetischen
Referenzzustinde sind in Kapitel 2.3.2 ausfiihrlich beschrieben.

max

Beide Tabellen zeigen bei einem Vergleich mit den maximalen Adsorberbeladungen qf,"’j
der jeweiligen Isotherme aus Kapitel 4.1.2, dass bei hoheren Werten fiir K, auch hohere
maximale Adsorberbeladungen erreicht werden. Die héchsten Werte wurden fiir mAbl bei
pH 6,5 und fiir mAb2 bei beiden Fractogelen bei pH 5,5 erreicht.
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Tabelle 21: Thermodynamische Parameter fiir die Adsorption von mAb]1, berechnet aus den
Adsorptionsisothermen und den kalorimetrischen Messungen bei 25°C.

Fractogel pH-Wert Ky 5 akad Mgy T
kJ mol™ kJ mol! kJ mol!
20 mM Natrium-Phosphat

EMD SE Hicap 6,5 6153,3 -107,7 -21,6 -86,1

7,0 3166.3 -97.6 -19.9 -71,7

EMD SO7 6,5 106673 -90.4 -22.9 -67.4

7.0 39113 -81,8 -20,5 -61.3

20 mM Natrium-Acetat
EMD SO7 4,5 1764.4 21,0 -18,5 39,5
6.5 5087.9 -140,3 -21,2 -119.1

Tabelle 22: Thermodynamische Parameter flir die Adsorption von mAb2, berechnet aus
den Adsorptionsisothermen und den kalorimetrischen Messungen bei 25°C

Fractogel pH-Wert Ko Ah:ds'g Ag;dw‘f T As ;d( 2
kJ mol” kJ mol”! kJ mol
20 mM Natrium-Phosphat
EMD SE Hicap 4.5 3187.6 -16.7 -19.9 3.3
5:5 15480,0 -23,0 -23.9 0,1
6,5 15239:5 -93,7 -239 -69.8
7.0 168.5 -54.0 -12,7 -41,3
EMD SO; 4.5 9726,8 18,4 -22,7 41,2
5.5 154335 0,0 -23.9 239
6,5 4587.0 -75.6 -20,9 -54.,7
7.0 2458 -60,2 -13,6 -46,6
20 mM Natrium-Acetat
EMD SO7 45 2199,5 3.2 -19,1 223

6,5 3168.5 =155.7 -19.9 -135.7
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In Tabelle 22 wird die Abhangigkeit der thermodynamischen Parameter vom pH-Wert
deutlich. Fiir alle Bedingungen ist Ag“""f <0. Es gibt zwei Beitrige fiir Ag;""e", die
spezifische Adsorptionsenthalpie im Referenzzustand Ah“‘l’ " und den Beitrag der

ads e.f

Entropiednderung der Adsorption 7'As’;
ad': ref _ A ppads ref ads ref
Agr*™ = AR —TAs® (82)

Im Folgenden wird unter ,entropisch getrieben® As;‘i”“f > 0 bzw. unter ,enthalpisch
getrieben* Ah2* ™ < 0 verstanden.

Bei groferen pH-Werten ist die Adsorption exotherm (AAZ*™ < 0), As?*™ ist kleiner Null
und die Adsorption enthalpisch getrieben. Fiir geringe pH-Werte ist die Adsorption
endotherm, die Adsorption ist entropisch getrieben und alle Werte von As®™ ™ sind positiv
(vgl. Tabelle 22). Diese experimentellen Ergebnisse deuten auf den grofien Einfluss der
Pufferbedingungen und damit der Ladung des Proteins hin. Bei der Ladung des Proteins darf
aber nicht nur die Oberflichenladung betrachtet werden sondern auch die umgebenden Puffer-
und Salzionen, die so genannte Tonenwolke. Die grofite Folge eines geringeren pH-Wertes ist
die Zunahme der Ladung des Antikérpers und damit auch die Bedeutung der Ionenwolke. In
Abbildung 27 ist hierzu ein Bild der Antikorperadsorption bei niedrigen pH-Werten und der
Einfluss der Tonenwolke zu sehen. Die gelosten und positiv geladenen Antikérper sind von
negativ geladenen Pufferionen umgeben. Bei der Adsorption wird ein Teil der Ionenwolke
verdringt. Diese Trennung von positiver Antikérperladung und negativer Ionenladung ist
energetisch gesehen ungiinstig und daher endotherm und direkt mit einem Entropiegewinn
verbunden. Die bei der Adsorption aus der Tonenwolke frei werdenden Ionen erhéhen die
Unordnung bzw. Entropie des Systems. Dieser Beitrag wird mit geringer werdendem pH-

Wert immer wichtiger.
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Abbildung 27: Bild der Antikérperadsorption bei Kationentauschern fiir niedrige pH-Werte
unter Beriicksichtigung des Einflusses der Ionenwolke.

Es existieren zahlreiche weitere Parameter, welche A#**™ und As“**™ beeinflussen. Fiir die
Adsorption auf molekularer Ebene ergibt sich dadurch ein erstes Bild der Ablaufe: Bei der
Adsorption werden Ionen aus der lonenwolke, welche das Protein umgeben, verdringt. Vor
der Bindung an die Adsorberoberfliche werden die Gegenionen verdridngt, welche die
funktionellen Gruppen des Adsorbers umgeben. Je nach Adsorbertyp treten elektrostatische
und unspezifische Wechselwirkungen, wie etwa hydrophobe Interaktionen zwischen Protein
und Adsorber auf. Es kommt zu einer strukturellen Umordnung der Proteinkonformation
wéhrend der Adsorption und zu einer Umstrukturierung der verdréngten Gegenionen im
Losungsmittel. Lin et al. [72] beschreibt den Adsorptionsmechanismus &hnlich und unterteilt
diessn in  mehrere Unterprozesse, welche zur Gesamtenthalpiednderung des
Adsorptionsprozesses beitragen.

4.3.2 Spezifische Adsorptionsenthalpie bei HIC-Adsorbern

Die spezifische Adsorptionsenthalpie zeigt fiir HIC einen charakteristischen Verlauf entlang
der Isotherme (siehe Abbildung 28). AR ist bei allen Ansétzen positiv, d.h. die Adsorption
bei der HIC ist endotherm. Entlang der Isotherme nimmt Ah;”" betragsmaBig ab und kurz vor
qﬁ,m)"m steigt Ah** wieder leicht an.
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Abbildung 28: Spezifische Adsorptionsenthalpie Ah;‘i‘ von mAb2 an Toyopearl Butyl in
20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,5 , 25°C und variierenden

Salzkozentrationen.

Auch hier zeigt sich wieder der Einfluss der Hofmeisterreihe [52]. Salze, die dort weiter links
eingeordnet sind (z.B. Ammonium-Sulfat) und zu héheren Beladungen fithren, fithren auch zu
groferen spezifischen Adsorptionsenthalpien.

Tabelle 23 zeigt die thermodynamischen Parameter, welche aus den Adsorptionsisothermen
und den kalorimetrischen Messungen berechnet wurden. Die Adsorption bei der HIC ist im
Gegensatz zu den Jlonentauschern grundsitzlich fiir alle Bedingungen endotherm
(ARZ*" > 0) und entropisch getricben (As*™ >0). Fiir hohere Salzkonzentrationen bzw. bei

Salzen, die in der Hofmeisterreihe weiter links stehen sind die Werte von As;‘i”gf

entsprechend groBer.
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Tabelle 23: Thermodynamische Parameter fiir die Adsorption von mAb2, berechnet aus
den Adsorptionsisothermen und den kalorimetrischen Messungen bei 25°C

ads i adsref ads ref
n‘fc‘)j;l}l R et ks kA.Th;lo?l l:‘ng:]ol’] Tl;JAI-:'Tol‘I
20 mM Natrium-Phosphat + NaCl
1.2 6,5 1159.5 829 -17,4 100,4
2,0 6,5 1368,2 150,1 -17.9 168,0
20 mM Natrium-Phosphat + Ammonium-Sulfat
0,6 6,5 2098,7 1573 -18,9 176.2
0.8 6.5 3138,8 160,16 -19,9 180,1
0,2 M K-Citrat + NaCl

-2 6,5 3767,5 171,6 204 192,0

Die Abbildung 29 zeigt ein Bild der Antikorperadsorption bei HIC-Trennmaterialien und den
Einfluss der Hydrathiille.

Bei geringen Salzkonzentrationen sind die Proteine gelost und von einer Hiille aus
‘Wassermolekiilen umgeben. Die Wassermolekiile in der Hydrathiille haben eine héhere
Ordnung als die Wassermolekiile in der Bulkphase des Lésungsmittels. Zusitzlich schirmen
sic hydrophobe Gruppen der Antikérper nach aufien hin ab. Die Proteine haben aufgrund ihrer
Aminosduresequenz und den verschiedenen FEigenschaften der Aminosiuren eine
dreidimensionale Struktur die so genannte Proteinfaltung. In wiissriger Losung ist das Protein
so gefaltet, dass hydrophobe Gruppen méglichst nach innen gekehrt sind. Aus sterischen
Griinden ist diese Faltung jedoch nicht fiir alle hydrophoben Gruppen méglich und so bleibt
auch in wiassrigen Losungen ein Anteil der Proteinoberflache hydrophob (vgl. Abbildung 5).
Bei einer Erhhung der Salzkonzentration, wie es bei der HIC iiblich ist, um hohe
Adsorberbeladungen zu erreichen, konkurrieren die zugegebenen Salzionen um die
Wassermolekiile aus der Hydrathiille der Proteine. Dies ist bei der HIC die treibende Kraft, da
nun frei zugéngliche hydrophobe Gruppen der Proteine mit den hydrophoben Gruppen des
Adsorbers wechselwirken und an diese binden. Durch die Umstrukturierung  der
Wassermolekiile erhoht sich die Unordnung bzw. die Entropie des Systems und dic
Adsorption wird energetisch durch diesen Entropiegewinn begiinstigt.
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Abbildung 29: Darstellung der Antikgrperadsorption bei HIC-Materialien
und der Einfluss der Hydrathiille.

Bei den vorgesteliten Bildern der Adsorption handelt es sich bislang nur um qualitative
Veranschaulichungen, um die experimentellen Daten zu interpretieren und zu verstehen. Auch
fiir die Mikrokalorimetrie gilt, wie bei den zuvor diskutierten Adsorptionsisothermen, dass
aufgrund der Komplexitit und der Vielzahl an Prozessparametern und Wechselwirkungen
beim Adsorptionsvorgang eine quantitative Modellierung sich noch sehr schwierig gestaltet.
Die zuvor erwihnten Computersimulationen kénnten jedoch direkt an die hier dargestellten
qualitativen Modelle ankniipfen und so einen noch tieferen Einblick in die Proteinadsorption

ermoglichen.

44 Laserlichtstreuung

4.4.1 Messungen im offline SLS-Batch-Modus: Salzabhéngigkeit

Der Einfluss von Ammeonium-Sulfat auf den zweiten osmotischenVirialkoeffizienten 4> und
die massengemittelte Molmasse M, der Antikorper ist in Abbildung 30 und 31 dargestellt.
Die A>-Werte fiir alle drei Antikorper zeigen fiir steigende Ammonium-Sulfatkonzentrationen
dhnliche Verldufe (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Zweiter osmotischer Virialkoeffizient 4> von mAbl, mAb2 und mAb3 in
20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,5 und unterschiedlichen
Ammonium-Sulfatkonzentration bei 25°C.

Aufgrund ihres isoelekirischen Punkies sind die beiden humanen Antiktrper bei pH 6,5
negativ geladen. Der isoelektrische Punkt von mAb3 liegt im Bereich von pH 6,5, der
Antikérper trigt bei diesen Bedingungen nur eine geringe Nettoladung. Ohne Salzzugabe
bzw. bei geringer Salzkonzentration herrschen zwischen den negativ geladenen humanen
Antikorper abstolende Wechselwirkungen, der 4, ist positiv. Die Werte fiir 4> nehmen mit
zunchmender Salzkonzentration kontinuierlich ab und werden negativ. Bei steigender
Salzkonzentration werden abstoflende elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den
gleich geladenen Proteinen zunehmend durch Abschirmung durch Gegenionen verhindert,
welche an die Proteinladungen binden. Dies fithrt zur Abnahme des 4>, siehe auch Elcock
[33]. Des Weiteren ist Ammonium-Sulfat ¢in kosmotropes Salz, welches die Eigenschaften
des Wassers veréndert und insgesamt hydrophober macht. Dadurch werden die anziehenden
Protein-Protein Wechselwirkungen begiinstigt. Es kommt zu dem bereits erwihnten salting-
out Effekt. Die Salzionen konkurrieren mit den Proteinen um das Wasser als Losungsmittel.
Eine Erhéhung der Salzkonzentration wirkt daher wie eine Emiedrigung der
Wasserkonzentration bzw. eine Erh6hung der Proteinkonzentration.

Das gleiche Verhalten und @hnliche experimentelle Daten wurden auch fiir andere Proteine
wie Lysozym und Chymotrypsin beobachtet [13, 81, 112]. Die anzichenden
Wechselwirkungen mit zunehmender Salzkonzentration werden auch in diesen Arbeiten mit
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zunchmend hydrophoben Wechselwirkungen und dem salting-out Effekten erklart. Weitere
Erklarungen hierzu sind in [26, 27, 78] zu finden.

Das gemessene M, der Antikorper bei verschiedenen Ammonium-Sulfatkonzentrationen ist in
Abbildung 31 dargestellt. Fiir mAbl und mAb2 sind die experimentellen Ergebnisse von M,
grofer als die Molmassen des jeweiligen Monomers (mAbl 158 kDa und mAb2 143 kDa),
was auf Aggregation schlieBen ldsst oder mit hochmolekularen Verunreinigungen erklart
werden kénnte. Da im SDS-Gel [36] keine solchen Verunreinigungen gefunden wurden, sind
Aggregate wahrscheinlicher. Bei der Diskussion sollte beriicksichtigt werden, dass die
Bestimmung von M, wie in Kapitel 3.6 beschrieben, mit Unsicherheiten von bis zu 10 %
behaftet ist.
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Abbildung 31: Massengemittelte Molmasse M,, von mAbl, mAb2 und mAb3 in 20 mM
Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,5 und unterschiedlichen Ammonium-
Sulfatkonzentration bei 25°C. Das jeweilige M,, des Monomers betrégt
fiir mAb1: 158 kDa, mAb2: 143 kDa und mAb3:148 kDa.

M, steigt mit zunechmender Salzkonzentration an. Aus der Definition von M, (vgl. Kapitel
2.6, Gleichung 64) ist ersichtlich, dass schon kleine Aggregatmengen ausreichen, um ein
weitaus hoheres M, zu erhalten, als das des Monomers. Diese kleinen Aggregatmengen
konnten ebenfalls in den SEC-Chromatogrammen detektiert werden (vgl. Abbildung 9 ). Mit
zunehmend anziehenden Wechselwirkungen, was auch die abnehmenden A4;-Werte in
Abbildung 30 zeigen, steigt die Tendenz, Dimere, Trimere und héhere Aggregate zu bilden.
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Dieser Effekt ist fiir mAb3 jedoch nicht ganz so ausgeprigt. Das M, steigt auch bei héheren
Salzkonzentrationen nur leicht an, auch wenn die Werte fiir 4> negativ werden.

In Abbildung 32 ist der zweite osmotische Virialkoeffizient aller drei Antikorper in
Abhingigkeit der NaCl-Konzentration in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,5
dargestellt. Die beiden humanen Antikérper sind bei pH 6,5 negativ geladen und ohne
Salzzugabe herrschen zwischen den humanen Antikorper absto3ende Wechselwirkungen, der
A ist positiv. Bei dem schwach geladenen Mausantikérper iiberwiegen die anziehenden
Wechselwirkungen, der A4; ist negativ. Eine geringe Salzzugabe (Cxue = 0.5 mol I'") fiihrt bei
allen drei Antikrpern zu einem Anstieg des Virialkoeffizienten. Bei weiterer Salzzugabe bis
hin zu hohen Salzkonzentrationen nehmen aufgrund der zuvor beschriecbenen Abschirmung
der Proteinladungen und des salting-out Effektes die anziehende Wechselwirkungen in der
Proteinlésung zu, was zu einer Abnahme von 4; bis hin zu negativen Werten fiihrt.
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Abbildung 32: Zweiter osmotischer Virialkoeffizient 4, von mAbl, mAb2 und mAb3 in
20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,5 und variierender NaCl-
Konzentration bei 25°C.

Der beobachtete Effekt, dass bei geringer Salzkonzentration 4, leicht ansteigt, 14sst sich mit
den unterschiedlichen Eigenschaften der Salze erkldren. Es ist aus der Literatur bekannt, dass
chaotrope Salze bei geringen Salzkonzentrationen die Proteine stabilisieren und daher
teilweise zu einer besseren Proteinlgslichkeit fiihren kénnen. Dies ist als salting-in Effekt
beschrieben {6, 22, 108]. Eine bessere Laslichkeit ist wiederum aufgrund der abstoBenden
Wechselwirkungen direkt mit gréBeren und positiven Werten fiir 4, verbunden [48]. Das
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beobachtete Verhalten ldsst sich fiir NaCl gut erkliren, da es eher in der Mitte der
Hofmeisterreihe [52] (vgl. Kapitel 4.1.4) eingeordnet wird und weder eindeutig kosmotrop
noch chaotrop ist.

Die Tatsache, dass die Werte fiir 4, bei Ammonium-Sulfat schon bei Salzkonzentrationen
zwischen 0,2 und 0,4 mol I'! negativ werden und bei NaCl erst ab 1,0 mol I, lasst sich
ebenfalls mit der Hofmeisterreihe erkliren: Ammonium-Sulfat ist stirker kosmotrop als NaCl
und steht auch in der Hofmeisterreihe weiter links, daher fithrt Ammonium-Sulfat zu
geringeren Loslichkeiten und verstirkt den oben beschriebenen salting-out Effekt.

In Abbildung 33 ist die Molmasse der Antikorper in Abhéngigkeit der NaCl-Konzentration zu

sehen.
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Abbildung 33: Massengemittelte Molmasse M,, von mAbl, mAb2 und mAb3 in 20 mM
Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,5 und unterschiedlichen
NaCl-Konzentration bei 25°C. Das jeweilige M,, des Monomers betrégt
fiir mAb1: 158 kDa, mAb2: 143 kDa und mAb3: 148 kDa.

Die Aggregation scheint von der NaCl-Konzentration abzuhdngen. Fiir Salzkonzentrationen
bis 1,0 mol I"! ist M, nahezu konstant, wobei M, jedoch fiir héhere Salzkonzentrationen bei
mAbl und mAb2 leicht ansteigt. Fiir mAb3 ergeben sich andere Befunde. Das M, ist fiir alle
NaCl-Konzentrationen nahezu konstant und entspricht dem Wert des Monomers. Offenbar
fiihrt ein negativer Wert von A nicht immer zur Aggregation genauso wenig wie ein positiver

Wert von A, sicherstellt, dass keine Aggregate auftreten.
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Im Vergleich mit den zuvor gezeigten Messungen mit Ammonium-Sulfat ist das M, bei allen
drei Antikérpern fiir NaCl insgesamt geringer. Auch der unterschiedliche Einfluss der Salze
auf M, kann tiber die Hofmeisterreihe beschrieben werden. Wihrend sich bei der Zugabe von
NaCl die Werte von M, nur wenig dndern, steigen diese mit zunehmender Ammonium-
Sulfatkonzentration deutlich an. Wie zuvor erklirt, ist Ammonium-Sulfat ein kosmotropes
Salz auf der linken Seite der Hofmeisterreihe und fithrt eher zur Aggregation und damit zu
hoheren Molmassen als NaCl. Curtis et al. [26] beobachteten dasselbe Verhalten fiir M., von
Lysozym in Lisungen mit Ammonium-Sulfat und NaCl. Es wurden ebenfalls bei steigenden
Ammonium-Sulfatkonzentrationen ein héheres M, und folglich Aggregatbildung festgestellt.

4.4.2 Messungen im offline SLS-Batch-Modus: pH-Wert-Abhingigkeit

Auch der pH-Wert zeigt einen deutlichen Einfluss auf 4> (Abbildung 34) und M, (Abbildung

35). Das Verhalten der drei Antikorper ist hierbei jedoch sehr unterschiedlich. Wihrend der

A; fiir mAbl und mAb2 fiir geringe pH-Werte positiv ist, ist der des Mausantikdrpers mAb3

schon negativ. mAbl und mAb2 sind bei geringen pH-Werten stark negativ geladen und es

herrschen daher vorwiegend abstoBende Krifte zwischen den Proteinen, welche zu positiven
Werten fiir 4, fithren. Mit steigendem pH-Wert bis hin zum isoelektrischen Punkt wird A4,
aufgrund der zunehmend anziehenden Wechselwirkungen bei abnehmender Proteinladung
geringer und bleibt schlieBlich bei pH-Werten im Bereich des pls von mAbl und mAb2
annihernd konstant.

Das Verhalten von mAb3 ist aufgrund der Lage seines pl zwischen pH 6,0 und 7.0
unterschiedlich. Bei geringen pH-Werten ist 4, leicht negativ und nimmt mit zunehmendem
pH-Wert bis etwa pH 7,0 noch weiter ab. Nach dem Uberschreiten des isoelektrischen
Punktes steigen die Werte fiir 4, wieder an.
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Abbildung 34: Zweiter osmotischer Virialkoeffizient 4> von mAbl, mAb2 und mAb3
in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei unterschiedlichem pH-Wert und
25°C (pI von mAbl: pH 8,5, mAb2: pH 8,0 und mAb3: pH 7,0).

Ahnliche Ergebnisse fiir 4> haben auch Curtis [25] fiir Lysozym und Tessier [106] fiir
Lysozym und Chymotrypsin veroffentlicht. Nach dem Uberschreiten des isoelektrischen
Punktes (bei ca. pH 8.,0) bleibt 4; fiir mAbl und mAb2 nahezu konstant, ist jedoch fiir mAb2
leicht positiv und fiir mAbl leicht negativ. Dieses Verhalten lisst sich mit der
unterschiedlichen Hydrophobizitit der Antikérper erkliren.
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Abbildung 35: Massengemittelte Molmasse M, von mAbl, mAb2 und mAb3 in 20 mM
Natrium-Phosphatpuffer bei unterschiedlichem pH-Wert und 25°C. Das
Jjeweilige M,, des Monomers betrégt fiir mAbl: 158 kDa, mAb2: 143 kDa

und mAb3: 148 kDa.

Die Molmassen in Abbildung 35 sind fiir alle drei Antikérper im Rahmen der
Messgenauigkeit konstant und zeigen keinen signifikanten Anstieg wie etwa bei hdheren
Salzkonzentrationen. Es scheint, also ob der pH-Wert keinen wirklichen Einfluss auf das
Aggregationsverhalten der Antikérper hat. Uberraschend sind jedoch die héheren M,-Werte
von mAbl bei geringen pH-Werten. Da sich bei diesen Bedingungen die geladenen
Antikorper eher abstofien, wurden geringere Werte erwartet. Es ist jedoch durchaus denkbar,
das mAb] bei kleineren pH-Werten instabil ist und erste Aggregate bildet.

4.4.3 Vergleich der online und offline SLS-Messungen

Um die beiden in dieser Arbeit vorgestellten SLS-Messmethoden zu bewerten, wurde ein
Vergleich mit Werten von M, und 4, durchgefiihrt, welche jeweils mit beiden Methoden
bestimmt wurden. In Tabelle 24 sind die Ergebnisse von mAb3 in verschiedenen
Puffersystemen mit unterschiedlichen NaCl- und Ammonium-Sulfatkonzentrationen sowie

variierenden pH-Werten zu sehen.
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Tabelle 24: 4,und M, von mAb3 in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei verschiedenen
pH-Werten und Salzkonzentrationen. Vergleich der Werte aus dem
offline SLS-Batch-Modus und dem online SLS-SEC-Modus.

Bedingungen Batch-Modus Online-Modus Batch-Modus  Online-Modus
G mol I A5/ (mol ml g2 109 M [ kDa
(pH 6,5)

0.1 -0.14 -0.13 159 149

05 0.56 0.75 147 148

1.0 -0.21 20.24 149 148

15 -021 -0.25 146 147

2.0 -0.43 -0.83 150 149
Conttsia, £ TOLL" A/ (mol ml g2 10%) Mw / kDa

(pH 6,5)

0.1 0.09 0.02 135 146

0.2 0.30 0.44 137 146

0.4 -0.16 -0.54 168 148

0.6 -1.04 137 168 148

0.8 -1.64 -1.02 172 149
pH-Wert A>/(molml g? 107 Mw [ kDa

(ohne Salzzugabe)

45 -0.13 -1.68 136 146

55 -1.14 -1.64 134 147

6.0 -1.24 -3.09 167 149

7.0 -1.40 -4.82 142 148

8.0 -0.38 -0.68 144 148

9.0 -0.11 -0.31 128 146

10.0 -0.51 -0.39 136 148

Da bei der Auswertung des online SLS-SEC-Modus nur der Monomer Peak der Probe
betrachtet wird und das Monomer fiir alle Bedingungen dieselbe Molmasse besitzt, wurde
auch hier im online SLS-SEC-Modus durchgehend ein M;, von ca. 148 kDa gemessen. Fiir
den Batch-Modus wiederum wird die gesamte Probe betrachtet, also sowohl Monomer als
auch mogliche Aggregate. Daher variieren diese Werte, wie schon zuvor in den Kapiteln 4.4.1
und 4.4.2 gezeigt, in Abhingigkeit der jeweiligen Pufferbedingungen.
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Der Vergleich in Tabelle 24 zeigt jedoch, dass es moéglich ist, mit beiden vorgesteflten
Methoden konsistente Ergebnisse fiir 4> zu erzielen. Die unsystematischen Abweichungen
liegen iiberwiegend im Rahmen der Messgenauigkeit. Die online Methode hat gegeniiber den
Batch-Messungen den Vorteil, dass nur eine einzige Probe vermessen werden muss. Sie bietet
daher Einsparungen, sowoh! bei der Zeit als auch beim Probenmaterial. Der Nachteil ist
jedoch, dass bislang nur die Molmasse des Monomers bestimmt werden kann und somit die
Aggregation nur indirekt iiber den 4, bzw. das Chromatogramm untersucht werden kann.

Bei der Diskussion und Interpretation der SLS-Daten wurde in der vorliegenden Arbeit die
Differenz zwischen dem pH-Wert und dem isoelektrischen Punkt verwendet. Alternativ kann
statt dem isoelektrischen Punkt auch der so genannte isoionische Punkt verwendet werden,
der tiber Zetapotentialmessungen bestimmt wird [37] und den Einfluss der an das Protein

gebundenen Gegenionen beriicksichtigt.
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5 Zusammenfassung

Monoklonale Antikdrper sind therapeutische Proteine mit groBem Potential in der modemen
Medizin. Durch ihre hohe Bindungsspezifitit bieten sie zahlreiche Méglichkeiten im Bereich
der Therapeutik und Diagnostik. Sie finden schon heute ihren Einsatz bei der Krebstherapie,
im Kampf gegen Autoimmunkrankheiten und der rheumatischen Arthritis. Bei der
industriellen Herstellung dieser Proteine werden meist teure chromatographische
Trennverfahren eingesetzt und die Prozesse werden hiufig im Trial-and-Error Verfahren
empirisch ausgelegt. Aufgrund der Fiille an Prozessparametern, wie Temperatur, pH-Wert
und Salzkonzentration ist der Adsorptionsmechanismus der Proteine an die
Adsorbermaterialien sehr komplex und teilweise noch unverstanden. Dies trifft auch auf den

Zustand und das Verhalten der Proteine in der Losung zu, wie etwa die Proteinaggregation.

Fiir eine kostenoptimierte Produktion und ein rationales Design der technischen
Trennprozesse ist ein Verstidndnis der Zusammenhénge zwischen den Prozessparametern, den
Vorgéngen in der Proteinlésung und dem Adsorptionsvorgang notwendig. Schlecht gewéhlte
Prozessparameter fithren zu verringerten Ausbeuten, Kapazititen und Loslichkeiten, und
kénnen zu einer nicht gewiinschten Denaturierung der Proteine oder Aggregatbildung fiihren.

In der vorliegenden Arbeit wurden systematisch thermodynamische Untersuchungen zum
Adsorptionsvorgang zweier monoklonaler Antikérper an CEC-Trennmaterialien sowie einige
erste Untersuchungen an HIC-Trennmaterialien durchgefiihrt. Fiir die CEC-Trennmaterialien
wurden in Batch-Experimenten Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen bei unterschiedlichen
pH-Werten, Salzkonzentrationen und unterschiedlichen Adsorbermaterialien aufgenommen.
An diese Gleichgewichtsdaten wurden Modelle aus der Literatur angepasst. Zur reinen
Korrelation der MeBwerte wurde sowohl das Langmuir-Modell als auch das Langmuir-
Freundlich-Modell verwendet. Beide Modelle wurden verglichen und bewertet. Das
Langmuir-Freundlich-Modell liefert erwartungsgemélf eine bessere Anpassung der Daten. Fiir
die thermodynamische Betrachtung ist es jedoch aufgrund unphysikalischer Aussagen iiber
den Zustand unendlicher Verdiinnung ungeeignet und daher wird hierfiir das herkémmliche
Langmuir-Modell eingesetzt. Obwohl die Proteinladung mit kleiner werdenden pH-Werten
steigt, wird ein pH-Optimum fiir die maximale Adsorberbeladung bzw. Bindekapazitit
beobachiet. Die Ursache hierfur diirfte die Abstobung der stark geladenen adsorbierten

Proteine sein.

Zur Beschreibung der Abhingigkeit der Proteinadsorption von der Salzkonzentration wurden
das steric mass-action (SMA) und das available area Modell (AA) bewertet. Beide liefern
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shnliche Ergebnisse. Bei pH-Werten nahe dem isoelektrischen Punkt der Antikdrper konnte
die Abhingigkeit der Adsorption von der Salzkonzentration mit diesen Modellen sehr gut
beschrieben werden. Die aus der Anpassung erstellten Modellparameter lassen sich
physikalisch sinnvoll interpretieren. Die Antikérpernettoladung ist hier gering. Bei hohen
Antikérperladungen, d.h. pH-Werte, die deutlich vom pl abweichen, treffen wesentliche
Annahmen beider Modelle nicht mehr zu, sodass sich keine sinnvollen Korrelationen mehr

erzielen lassen.

Zusitzlich wurden in der Arbeit unterschiedliche Methoden zur Bestimmung der SMA-
Modellparameter vorgestellt und untersucht. Einerseits konnen die Parameter durch
Anpassung an Gleichgewichtsisothermen, andererseits direkt aus Chromatographieldufen
bestimmt werden. Es zeigte sich eine sehr gute Ubereinstimmung.

Eine weitere Methode, um die thermodynamischen Grundlagen des Adsorptionsmechanismus
zu untersuchen, ist die Mikrokalorimetrie. Durch Experimente mit einem isothermen
Titrationskalorimeter konnte in Verbindung mit den Ergebnissen der Adsorptionsisothermen
die spezifische Adsorptionsenthalpie Ah;“" als wichtige thermodynamische Grofle bestimmt
werden. Ah;‘“‘ ist sowohl vom Beladungszustand des Adsorbers, als auch vom pH-Wert der
Pufferlgsung abhingig. Entlang der Isotherme ist Ah:d’ nicht konstant und nimmt
betragsmiBig ab. In Abhingigkeit der Adsorberbeladung adsorbieren die Antikdrper auf
unterschiedliche Art und Weise und nehmen andere Konformationen bzw. Orientierungen ein.
Wihrend bei neutralen pH-Werten Ah;"i' negativ ist, ist die Adsorption im Sauren dagegen
endotherm und entropisch getrieben, verursacht durch den grofien Einfluss der Ionenwolke

und den bei der Adsorption im Sauren verursachten Entropiegewinn.

Die Kombination aus kalorimetrischen Experimenten und Adsorptionsisothermen erméglicht
eine Berechnung der thermodynamischen Parameter der Adsorption Agi ¥, AmS®™,
TAs?” und K, . Mit diesen Werten konnte eine quantitative Aussage zum
Gleichgewichtsverhalten bei der Adsorption getroffen werden. Die maximalen Werte fiir K,
liegen im schwach Sauren, vergleichbar mit dem pH-Optimum fiir die maximale
Adsorberbeladung. Bei groBeren pH-Werten ist die Adsorption exotherm (AAZ*™ < (),
ebenso ist As**™ <0 und die Adsorption daher enthalpisch getrieben. Fiir geringe pH-Werte
ist die Adsorption endotherm (Ah;‘d”‘”’> 0) und entropisch getrieben (alle Werte von
AEsed = 0y,

Aus den ersten Untersuchungen an HIC-Trennmaterialien wurde anhand der
Adsorptionsisothermen der groBe Einfluss verschiedener Salze auf das Adsorptionsverhalten
deutlich. Eine hohere Salzkonzentration fithrt grundsitzlich zu hoheren Beladungen des
Adsorbers wobei das unterschiedliche Verhalten des jeweiligen Salzes mit der
Hofmeisterreihe beschrieben werden kann. Die Adsorption bei der HIC ist im Gegensatz zu
CEC-Trennmaterialien grundsitzlich entropisch getrieben (As;‘" "> 0) und endotherm
(Ah;"'““f > 0). Dies ldsst sich mit der Verinderung des Wassers durch die hohen
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Salzkonzentrationen beschreiben. Durch die Umstrukturierung der Wassermolekiile erhoht
sich die Unordnung bzw. die Entropie des Systems und die Adsorption wird energetisch
gesehen durch diesen Entropiegewinn begiinstigt.

Im Rahmen dieser Arbeit dienten statische Laserlichtstreumessungen zur Untersuchung der
Wechselwirkungen der gelosten Antikérper. Dabei wurde der zweite osmotische
Virialkoeffizient 4, sowie die massengemittelte Molmasse M, ermittelt. Bei den Messungen
wurden der pH-Wert, die Salzkonzentration und die Salzart variiert. Mit steigender
Salzkonzentration nimmt der 4, ab und fiir hohe Salzkonzentrationen wird er negativ, da
starke anziehende Wechselwirkungen iiberwiecgen. Hohe Salzkonzentrationen haben aufgrund
dieser anziehenden Krifte und der beginnenden Aggregation ebenfalls ein héheres A, zur
Folge. Die Salzart hat einen groflen Einfluss auf A4;. Verschiedene Salzionen wirken sich
unterschiedlich auf die Wechselwirkungen zwischen den Antikérpern in der Losung aus.
Dieser Effekt ist bei Proteinen schon lange durch die Hofmeisterreihe bekannt und die hier
erzielten Ergebnisse stimmen mit den Aussagen der Hofmeisterreihe iiberein. Auch der
Einfluss des pH-Wertes auf 4, und M, wurde fiir alle drei Antikdrper untersucht. Wie
erwartet hat die Proteinladung einen groBen Einfluss auf elektrostatische AbstoBung und

ionische Wechselwirkungen.

Die Lichtstreumessungen wurden nach zwei unterschiedlichen Methoden durchgefiihrt. Zum
einen im Batch-Modus (SLS-Batch-Modus) und zum anderen im online Modus bei dem ein
Laser-Detektor in ein HPLC-System mit SEC-Siulen integriert ist (online SLS-SEC-Modus).
Beide Methoden zeigen konsistente Resultate. Zur Auswertung wurden in beiden Féllen selbst
entwickelte Programme eingesetzt, die auf dem Debye-Plot basieren. Die online Bestimmung
des A4, war mit der kommerziell erhéltlichen Software bislang nicht méglich. Das entwickelte
Programm ermdglicht nun die Bestimmung aus einer einzigen Injektion in die HPLC mit nur

einer Proteinkonzentration.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass thermodynamische Untersuchungen
einen Beitrag zum besseren Verstindnis der Proteinadsorption und der Vorginge sowie der
Wechselwirkungen in Proteinlésungen liefern. Dieses Wissen und die hier vorgestellten
Methoden und Ergebnisse stellt eine Grundlage dar, um optimale Aufreinigungsbedingungen

fiir ein Protein zu finden.
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Anhang

A Analytik

Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteine haben ein UV-Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 280 nm. Bei
geringen Proteinkonzentrationen ist die UV-Absorption linear von der Proteinkonzentration
abhingig. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein UV-VIS-Spektrometer
vom Typ Lambda 40 der Firma Perkin Elmer (Waltham, MA, USA) verwendet und die
jeweilige Extinktion bei 280 nm vermessen. Hoher konzentrierte Losungen mussten vor der
Messung verdiinnt werden, als Referenz wurde jeweils der reine Puffer verwendet, der auch
zum Verdiinnen der Proteine eingesetzt wurde. Mittels Kalibriergeraden (siehe Abbildung 36
bis 38) und der Kalibriergeradengleichungen, Gleichung (83) bis (85), konnten direkt die
Konzentrationen bestimmt werden.
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Abbildung 36: Kalibriergerade von mAb1 zur Bestimmung der Proteinkonzentration.
UV-Absorption bei 280 nm.
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Kalibriergeradengleichung mAb1:
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e A

1.0

@® Messwerte
linearer Fit

0.8 1

0,6

Extinktion

0,4 -

0,2

0,0 . . . .
0,0 0,1 0,2 0,3 04 05 0,6 07

m) =

ép 1gr?

Abbildung 37: Kalibriergerade von mAb2 zur Bestimmung der Proteinkonzentration.

UV-Absorption bei 280 nm.

Kalibriergeradengleichung mAb2:

<" E-0,0026
S (84)

P =

gl = 1507
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2,0

® Messwerte
— linearer Fit

Extinktion

0,0 + T T T T T T T
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m) -1
ép gl

Abbildung 38: Kalibriergerade von mAb3 zur Bestimmung der Proteinkonzentration.

UV-Absorption bei 280 nm.

Kalibriergeradengleichung mAb3:

o _ E+0,0004 ®5)
gl 11,3012

Kalibrierung des UV-Detektors der HPLC-Anlage

Zur online Bestimmung der Antikdrperkonzentration iiber den UV-Detektor der GPC-Anlage
wurden fiir die drei Antikdrper Verdiinnungsreihen bekannter Antikdrperkonzentrationen
hergestellt. Diese wurden mit dem UV-Detektor vermessen, mit den Daten Kalibriergeraden

erstellt und Geradengleichungen bestimmt.
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Abbildung 39: Kalibriergerade von mAbl zur Bestimmung der Proteinkonzentration tiber
den UV-Detektor der HPLC-Anlage bei 280 nm.

Kalibriergeradengleichung mAb1:

e 40,001
= _Ur(mAU)” + 3 (86)
gl 0,1775
0,12
® Messwerte
0,10 4 —— linearer Fit

0,08 -

0,06

UV-Signal / mAU

0,04 1

0,02

0,00
00 0,1 02 0,3 04 0,5 0,6

m) -1
ép Igl

Abbildung 40: Kalibriergerade von mAb2 zur Bestimmung der Proteinkonzentration
tiber den UV-Detektor der HPLC-Anlage bei 280 nm.
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Kalibriergeradengleichung mAb2:

¢ UP(mAUY™
» _ UV(mAU)™ +0,0009 &

gl 0,1992

0.8 =

® Messwerte
— linearer Fit

0.6

04

UV-Signal / mAU

0.2 1

0,0 01 0.2 0,3 0.4 05 0,6

dMigrt

Abbildung 41: Kalibriergerade von mAb3 zur Bestimmung der Proteinkonzentration
iiber den UV-Detektor der HPLC-Anlage bei 280 nm.

Kalibriergeradengleichung mAb3:
™ U¥(mAU)” +0,0025

P

= 88
gl 1,2225 5

Kalibrierung und Normalisierung des Laserlichtstreudetektors

Das Laserlichtstreugeridt wurde mit Toluol kalibriert, die Kalibrierkonstante &, wurde mit
3,579-10° bestimmt . Vor jeder Messreihe wurde cine Normalisierung des Lasers durchgefiihrt.
Dies erfolgte mit einer Pullulanlésung (M, = 100 kDa) mit einer Konzentration von 2 g £
Fiir die mAb1-Messreihe wurde der Normalisierungsfaktor Nﬁ, , fiir die mAb2-Messreihe der
Normalisierungsfaktor N7, , fiir die mAb3-Messreihe der Normalisierungsfaktor NV;, und fiir
die online SLS-SEC-Messreihen der Normalisierungsfaktor Nﬁ,, verwendet. Die Werte sind

in Tabelle 25 dargestellt.
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Tabelle 25: Normalisierungsfaktoren des Laserlichtstreudetektors.
Normalisierungs- Winkel &
it 35°  s50°  75°  90°  105°  130°  145°
Nf‘, 0,744 0,901 0,936 1,0 0,791 0,913 0,706
Nf:_, 0,785 0,893 0,924 1,0 0,799 0,899 0,689
N“:i 0,524 0,904 0,956 1,0 0,813 0,939 0,728

N’f‘ 0,813 0,947 1,083 1,0 0.819 0,917 0,858
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B Probenvorbereitung

Herstellung der Pufferiésungen

Die Verhiltnisse von Siure und Base zur Einstellung des pH-Werts der Pufferlosung wurden
tiber die Henderson-Hasselbalch Gleichung berechnet [50, 87].
pH=pK_+ lc)g-cBi (89)
Coiiure
Daraus ldsst sich durch Umformung und mit
(90)

Chase = Csaue = Crummer

die einzuwiegende Stoffmenge an Base fiir ein Volumen Vpys., mit der Konzentration Cpusre;
berechnen.

1 DlPH*PK; )

. VPuﬂﬂ i (9])

Dgpee = 131075 Cougrer
Die Menge an S#ure lédsst sich dann nach Gleichung (90) berechnen. Die Stoffmengen werden
iiber die Molmassen in Massen umgerechnet.
Weitere Daten fiir Natriumphosphat-Puffer:
o Molmasse Na;HPO,-2H,0: 177,99 / g mol™!
s Molmasse NaH,PO, 2H,0: 156,01 / g mol™

Die Konzentration an Natriumkationen ist aufgrund der zwei Natriumkationen der Base nicht
identisch mit der Phosphatkonzentration und variiert je nach pH-Wert. Sie wird jedoch fiir die
Modellierung haufig benétigt und kann leicht berechnet werden. Der Einfachheit halber sind
die Natriumionenkonzentrationen der in dieser Arbeit verwendeten Pufferlsungen in Tabelle

26 angegeben.
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Tabelle 26: Natriumionenkonzentration von Natrium-Phosphatpuffern.

pH-Wert Phospatpuffer / mM e,/ mmol I
4,5 20 20,1
35 35,2
50 50,2
5,0 20 20,3
50 50,7
80 81,1
6,0 20 24
50 56,0
80 89.6
6.5 20 26,0
7,0 20 31,5
50 78,9

80 1262
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C Experimentelle Ergebnisse

C 1 Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen

Die Tabellen 27-36 fassen die Ergebnisse aller aufgenommenen Gleichgewichtsisothermen

zusammen. Die Daten sind hierbei in derselben Art und Weise zusammengefasst wie in den

zuvor gezeigten Schaubildern der Adsorptionsisothermen aus Kapitel 4.

Tabelle 27: Experimentelle Daten der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von mAbl
in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei 25°C.

Fractogel EMD SO ;

Fractogel EMD SE Hicap

pH 6,5 pH 7.0 pH6.5 pH 7,0

o) ) iy g B 4" & i
gl e mgg' git.  mep’ gl gy’
0,008 1579 ~ 0,002 36,7 0,016 1567 0004 364
0,010 4762 0,004 79,1 0016 1567 0006 78,6
0013 3163 0,016 1569 0,016 3158 0013 1569
0,019 3155 0,038 3126 0615 3161 0014 L1566
0,021 6337 0,039 2308 - P18 478 002 314
0,031 6320 0,040 4695 0,021 4744 0,050 4684
0378 7418 0,292 5882 0033 6317 0,060 4672
0,630  721,5 0,303 597,6 - 0031 6321 0312 5953
0,898 7980 0,805 6657 0269 7593 0401  591,0
1,451 7596 1,715 679,8 0239 7642 088 6530
1555 & 729 - N 668,8 0892  8I89 0900  650,6
1,759 7805 2,671 685,5 1,846 8256 1,641 6904
2,604 7805 2,759 6717 - 2060 @32 - 2560 029
| 3,634 691,0 3371 724
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Tabelle 28: Experimentelle Daten der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von mAb2 an
Fractogel EMD SO in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei 25°C.

pH 4,5 pH 5.5 pH 6.5 pH 7.0
(m) (m) (m) (m) (m) {m) (m) (m)
€p F) € 9, S 9, < 9
gl mgg' gl mg g’ pl' “ mg gt e imp g
0,002 1628 0,001 74,3 0002 326 - 0027 296

0,004 1625 0,002 1565 - Dog1. BB 0m6 - 212
0005 3255 0,006 3P4 a00s L 15eR S 006s 732
0,013 3242 0,008 3120 0,027 3176 0,064 72,6
0,076  469,1 0011 4682 - L NOIEE LTI B0 19T . 1395
0,087 4673 0,012 468,1 6055 4725 L0133 1379
0,231 5993 0,053 6254 0,064 4715 0442 2514
0304 5882 00840 6220 0213  530,5 0471 2468
0,626  600,5 0,589 7057 0,269 6000 1,051 3190
0,828 6682 0,658 7146 0459 5692 1,091 3130
1025 “WBo 27 7660 0688 6092- 1772 3678
1,580  658,5 1,266 760,9 1,567 5904 2,713 3809
1841 6606 1365 7452 1967 6352 ‘2734 . 3609
2072 6679 1,504 780,1 1,795 6376 3,605 3966
2,174 6650 2,033 793,9 1865 6433 3,666 3881
2366 7397 2,104 783.,6 2904 6377 4497 4126
2608 7010 2,885 807.6 3123 626 S4B a3
3210 7476 3326 7904 3172 eI
3469 727 43Ry 789,1 5183 6140

4,728 7694 5684 6625
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Tabelle 29: Experimentelle Daten der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von mAb2 an
Fractogel EMD SE Hicap in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei 25°C.

pH 4.5 pH 5,5 pH 6,5 pH 7,0
cim) qg") Cim] q'{"m) c;’"’ qim) CLM) q‘(um)

gl Tmggl el mg g’ Eri g S S !
0020 3198 0002 1564 0001 1626 0054 942
0020 4733 0,002 1564 0,002 1622 0055 939
0023  157,8 0,003 816 D004 BIES 0099 L1856
0035 1576 0,004 3127 0008 3168 0126 1848
0041 3164 0,004 815 00IR 4777 0824 3B50
0065 4661 0,006 3124 0,029 4758 0328 2843
0086 6243 0009 4686 0373 5832 0991 4315
0410 6203 0010 iA685 o 032 STRE. LLET o ARRT
0513 7174 0021 630,8 0719 6836 - L664 4719
0577 (7072 L0024 6302 0999 6388 . (1837 4374
1338 A0, 0276 TS0 1ARY  0%7 22293 - L5802
1346 7457 0296 7509 1818 6702 2349 5390
1550 <7387 S 0837 . B284 . 279 G560 ..4020 5816
1,601 740,55 1,011 8006 2,922 6492 4,106 5644
2962 LT85S SEDIA. 79B6 . 3577 063 " spat essd

1,086 7886 3,721 6838 5400 6695

{433 RTOR . L AMIA C sIBA S6EIE  ERR

1827 @266 o ASTL 7102 6827 6796

2082 8930 5447 7257

2514 8708 5776 6731

3257 8713

3715 808,0

4,369

842,5
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Tabelle 30: Experimentelle Daten der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von mAbI und
mADb2 an Fractogel EMD SO} in 20 mM Natrium-Acetatpuffer bei 25°C.

mAbl mAb2
pH4,5 pH 6,5 pH 4.5 pH 6,5
o TR o 7 e e 0
gl! mgg' gl mge’ AGpE Cmgg’  edt  imgy
0,021 3179 0015 76,8 0,008 348 0006 350

0,024 75,5 0,017 75,8 0,011 343 0014 336
0,028 3168 0,020 3168 - 0025 23131 el 3126
0,050 713 0,021 3174 L0033 F3IER 0039 3097
0,116 4616 0,022 6367 0,280  431,0 0,043 474,
0,160 4545 0,031 6352 0287 4298 0,046 4737
G567 5481 %0357 7735 0784 5088 0250 599,
0,608 5416 0221 7633 0,799 5064 0250  599.0
9352 5851 03838 8262 1307 5838 0693 6861
1494 5623 0,891 8178 1,478 5564 0837  663,0
2266 5975 1,018 7974 L5011  ©5511 0910 6513
2,281 5051 SR04 9836 1,546 5456 0934  647.6
2349 5843 1296 803,1 2200 ei3a  "2%5 7162
4321 590,1 1,775 546 V295 PEOR3 - T2880 #912
4860 5893 AR 8184 2,866 6586 3,360 7404
5648 6340 2,750 8404 3,480  560,5 3364 7399
5798 625 285 8284 4070 6246 3390 7356
3,170 8643 4147 TH124  3457 150
3,282 840,7 5553 6358
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Tabelle 31: Experimentelle Daten der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von mAb2 an
Fractogel EMD SO7 in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 7,0 und 25°C.

0 mM NaCl 10 mM NaCl 30 mM NaCl
c:,"’) /gI! qi’") /mg g’ ci’”) /gl qL’") /mg g’ cj,'"] Bl qi;") /mgg’
0,067 68,1 0,263 38,2 0,473 6,2
0,165 131,4 0,511 78,8 0,906 13,4
0,354 185.3 1,137 139,2 1.865 I3,
0,576 228.7 1,483 164,1 2,290 32,2
0,829 2671 1,879 181,1 2,790 34,1
1,129 298,0 2,298 1943 3 317 319
1:521 3142 2,693 206,8 3752 38,5
1,949 3299 3,110 220,5 4,325 28,7
2,465 326,2 3,508 237,1 4,763 40,5
2,873 339,9 3,964 2443 5,194 48,0
3,325 346,4 4,357 261,7 5,785 354
3,789 356,3 4,869 260,1 6,203 45,0
4,824 348.5 5,274 275,6 6,626 59,2
5,619 3791, 5,747 280,3 7,244 42,2
6,575 389,3 6,211 286,3 7,615 59,2
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Tabelle 32: Experimentelle Daten der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von mAb2 an
Fractogel EMD SO in Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,0 und 25°C.

20 mM Natrium-Phosphat 50 mM Natrium-Phosphat 80 mM Natrium-Phosphat

ci'”} /gl! q;'"} /mgg’ cf,,"’) /gl? qL"') /mgg’ ci”i /gl qi’"’ /mgg’
0,005 79,3 0,013 76,6 0,333 19,7
0,006 159,6 0,173 2927 0,353 23,0
0,007 319.6 0,204 287,7 0,743 41,2
0,007 159.3 0,690 367,2 0,747 40,5
0,008 319,5 0,708 364,5 1,534 74,7
0,014 478,8 1,414 414.4 1,536 74,2
0,015 478.7 1,465 406,3 2,276 1159
0,111 623,7 2,245 438.8 2,361 102,3
0,120 622,3 22017, 433,7 3,221 124,7
0,784 676,3 3,015 478.,6 3,258 118,7
1,148 618,2 3,165 454,7 4,166 133,5
2925 714,4 3,980 481.,5 4,177 131,8
2977 674,0 4,071 467,1 5,031 155,1
3,971 643,3 4,783 516,1 5,116 141,5

4,070 6274 4,803 512,9 6,003 1597
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Tabelle 33: Experimentelle Daten der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von mAb2
an Fractogel EMD SE Hicap in Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,0.

20 mM Natrium-Phosphat 50 mM Natrium-Phosphat 80 mM Natrium-Phosphat

djgr’ g™ /mgg! it g g ! il . g imggt

0,006 80,7 0,027 74,3 0,410 10,6
0,006 319.3 0,059 148,0 0,415 9,8

0,010 1555 0,060 147,8 0,836 26,3
0,013 4752 0,272 276,8 0,841 25,4
0,015 154,6 0,293 2935 1,640 STl
0,016 474,7 0,711 3639 1,642 ST.2
0,016 17T 0,726 361,6 2,521 76,8
0,031 635,6 1,458 407.4 2,536 74,2
0,037 6347 1,550 392.7 3375 100,1
0,402 733,3 3,095 4658 3,402 95,8
0,407 7324 3,317 430,3 4219 125,0
2,062 788,0 4,055 469,6 4,341 105,5
2,098 782,1 4,140 456,0 5,207 127,1
3,102 7849 4,816 510.,8 5297 112,6

3,161 7753 4,876 501,2 6,104 143,5
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Tabelle 34: Experimentelle Daten der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von mAb2 an
Toyopearl SP550C in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,0 und 25°C.

0 mM NaCl 30 mM NaCl 60 mM NaCl
c(p"" /gl! qi”" /mgg’ cf,"‘) /g1! qi”" /mgg’ cﬁ)’"} /gl qL”'J /mgg’
0,002 78,0 0,020 78,1 0,384 16,6
0,002 161,5 0,171 1351 0,816 30,5
0,039 233.9 0,432 168,7 1,212 45,1
0,215 2841 0,862 181,0 1,727 45,7
0,577 309,6 1,366 181,6 2,181 51,2
0,941 329,7 1727 205,0 2,606 61,3
1,167 SR 2,338 188,5 3.078 68,7
L7337 361,0 2,805 189,2 3,556 70.4
2,301 3522 3,256 198,2 3,964 87.9
2,604 382,0 3,709 207,0 4,384 98.9
3,228 365,8 4216 2070 4,893 955
3,567 389.8 4,831 189.9 5,440 90,9
4,532 397.1 5,718 204,5 6,428 94,0
5,612 380,9 6,826 189.7 7,285 113,0

6,581 3877 7,683 209,1 8,453 87,2




Anhang C Experimentelle Ergebnisse 111

Tabelle 35: Experimentelle Daten der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von mAb2 an
Fractogel EMD SE Hicap in Natrium-Phosphatpuffer bei pH 4,5 und 25°C.

20 mM Natrium-Phosphat 35 mM Natrium-Phosphat 50 mM Natrium-Phosphat

c’i’"‘ /gT? qf,:") /mg g’ cf,'”) /gl? qg") /mgg’ CL'") /gl? qi’”’ /mgg’
0,035 157.6 0,002 T 0,004 79,4
0,023 157,8 0,002 317.6 0,006 1593
0,041 316.4 0,003 479.5 0,011 318.,6
0,020 319,8 0,003 161,5 0,012 1582
0,065 466,1 0,006 479,1 0.014 318,2
0,020 4733 0,008 640,7 0,018 471,7
0,110 620,3 0,009 640,6 0,020 477.4
0,086 6243 0,807 6689 0,282 5955
0,577 707,2 1,964 6458 0,355 5839
0,513 717.4 2,033 6348 2,013 638,9
1,601 705,0 2,781 677,1 2,045 633.8
1,550 F13:1 2,866 663,5 2,903 656,7
1,346 745,7 3,826 665,8 3,073 629,5
1,338 746,9 3.927 649.6 3,996 6419

2,962 7375 4,230 604,5
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Tabelle 36: Experimentelle Daten der Gleichgewichts-Adsorptionsisothermen von mAb2 an

Toyopearl Butyl in 20 mM Natrium-Phosphatpuffer bei pH 6,5 und 25°C.

02MK-Citrat+ 0,8M Ammonium-  20MNaCl 0,6 M Ammonium- 1,2 M NaCl
2,0 M NaCl Sulfat Sulfat
o e o g o g o g o ™
gt capet el mpe gl RpEl e Sl mep v el nig g
0011 355 ‘ool 104 0bo3 . Mo GoBl .86 0001 . 78
0013 726 D002 ‘952 . O 590 000 i96 . 000L 78
D018 S 72T - of0a L350 SH00R - SHEd L AMD 06 0002 135
0021 1426 0005 821 0009 387 0002 403 0004 233
0023 1425 0006 1 RLR S 00I0: OX, 000 o %G - 007 389
0390 1895 0221 1304 0011 780 0031 785 0008 388
0413 878 . 0238 175 o OpE cad it oser e i iion. 0,003 729
1,154 2051 1004 1643 0303 1320 0603 1112 o111 721
1217 2006 1,064 1547 1,158 1474 1477 1222 0645 979
1967 79200 19le T ISl D iEs o idsy A9t - 1209 0648 976
2010 2169 2919 1765 2072 1521 2481 1204 1348 1069
2000 50163 3049 0 gl oD - q62q. - 2524 117D 1363 1054
3938 2221 3831 1898 2975 1598 4279 1384 2,120 1089
3901 2[B35 3868+ IBA0 3005 15034279 1382 = 2,126 1084
4724 2297 4601 1938 3,111 1489 4326 1347 2885 1117
4750 2272 4701 1779 3911 1668 4359 1320 2887 1114
5344 2070 4060 1549 4419 1360 2893 1109
5358 1959 2906 1096
5388 200,1
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C 2 Ergebnisse der Laserlichtstreumessungen
Die nachfolgenden Tabellen fassen die Ergebnisse aller Laserlichtstreumessungen zusammen.

Tabelle 37: Ergebnisse der Laserlichtstreumessungen von mAb1
in 20 mM Natrium-Phospatpuffer bei unterschiedlichen Bedingungen.

pH-Wert e dn/de n, As M,
mol I'! mlg! mol ml g*10* kDa

45 - 0,1737 1,3310 1,1184 190
5D - 0,1922 1,3308 0,8383 187
6,5 - 0,1914 1,3310 -0,6724 180
7,0 - 0,2004 1,3305 -0,6230 156
T8 - 0,1834 1,3310 -0,6235 193
8,0 - 0,1741 1,3310 -0,5377 200
9,0 - 0,1766 1,3308 -0,5168 200
10,0 - 0,1917 1,3306 -0,6371 193
pH-Wet  cop ) o, dn/de o As M,
mol I'! ml g’ mol ml g?10" kDa

6.5 0,2 0,1501 1,3353 -0,0475 237
0,4 0,1498 1,3395 -0,0741 262

0,6 0,1334 1,3432 -0,1993 257

0,8 0,1203 1,3470 -0,6733 274

pH-Wert Ciroi dn/de n, 4 M,
mol I ml g’ mol ml g?10™ kDa

6,5 0,5 0,1899 1,3355 0,2767 183
1,0 0,1730 1,3405 0,6566 194

125 0,1517 1,3453 0,0510 250

2,0 0,087 1,3495 -0,0263 698
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Tabelle 38: Ergebnisse der Laserlichtstreumessungen von mAb2
in 20 mM Natrium-Phospatpuffer bei unterschiedlichen Bedingungen.
pH-Wert Ciic dn/dc n, A> M,
mol I mlg’ mol ml g?107 kDa
4,5 = 0,2136 1,3308 1.4665 147
55 - 0,2166 1.3308 0,9891 141
6,5 - 0,2047 1,3310 0,3312 161
7,0 - 0.2236 1,3304 0,1639 132
75 - 0,1903 1,3308 0,2207 177
3.0 - 0,2133 1,3305 0,1267 145
9,0 = 0,1975 1,3306 0,1460 169
10,0 = 0,2321 1,3306 0,1513 164
pH-Wert Caum )50, dn/de n, A M,
mol 1! mlg’ mol ml gZ10™ kDa
6,5 0,2 0,1555 1,3348 0,0559 149
0.4 0.1403 1,3390 -0,0413 233
0,6 0,1066 1,3432 -0,3966 255
0,8 0,078 1,3473 -0,4370 291
pH-Wert G dan/de n, A: M,
mol 1 ml g’ mol ml 2107 kDa
6,5 0,5 0,1562 1,3365 0,2273 167
1.0 0,1906 1,3410 0,2538 162
1.5 0,1678 1,3453 -0,0715 195

2,0 0,1582 1,350 -0,2390 206




Anhang C Experimentelle Ergebnisse

115

Tabelle 39: Ergebnisse der Laserlichtstreumessungen von mAb3
in 20 mM Natrium-Phospatpuffer bei unterschiedlichen Bedingungen.

pH-Wert Cosiy dn/de ny A M,
mol I mlg’ mol ml g?107* kDa

4.5 = 0,1539 1,3306 -0,1300 136
535 = 0,1999 1,3302 -1,1400 134
6,0 = 0,1657 1,3305 -1,2400 186
7,0 - 0,1813 1,3304 -1,4000 142
8,0 = 0,1865 1,3306 -0,3800 144
9,0 - 0,1956 13312 -0,1100 128
10,0 - 0,186 1,3309 -0,5121 136
pH-Wert €(nm,),50, dn/dc g A M,
mol I'! ml g’ mol ml g*10* kDa

6,0 0,1 0,1432 1,3331 0,0900 135
02 0,1903 1,3351 0,3000 137

0.4 0,1618 1,3394 -0,1600 167

0,6 0,1714 1,3428 -1,0400 168

0.8 0,1979 1,3466 -1,6400 172

pH-Wert Tl dn/dc m, A2 M,
mol I mlg! mol ml g*10™ kDa

6.0 0,1 0,1973 1,3315 -0,1363 158
0,5 0,1486 1,336 0,5636 147

1,0 0,1687 1,3403 -0,2061 149

1.5 0,1676 1,3447 -0,2063 145

2,0 0,1626 1,3486 -0,4304 150







Literaturverzeichnis 117

Literaturverzeichnis

10.

Protein Separations' Handbook Collection, Amersham Biosciences, Uppsala
Schweden, (2003).

M.H. ABRAHAM, J. Liszr: Calculations on ionic solvation, Jowrnal of the Chemical
Society, Faraday Transactions 15 (1982) 197-356.

K. AHRER, A. BUCHACHER, G. IBERER, D. JOSIC, A. JUNGBAUER: Analysis of
aggregates of human immunoglobulin G using size-exclusion chromatography, static
and dynamic light scattering, Journal of Chromatography A 1009 (2003) 89-96.

K. AHRER, A. BUCHACHER, G. IBERER, A. JUNGBAUER: Detection of aggregate
formation during production of human immunoglobulin G by means of light
scattering, Journal of Chromatography A 1043 (2004) 41-46.

A. AITTOMAKI, I. VIITA, A. VALIMAKI: Isothermal Calorimeter for Measuring Heat of
Adsorption, Experimental Thermal and Fluid Science 5 (1992) 570-573.

T. ARAKAWA, S.N. TIMASHEFF: Mechanism of protein salting in and salting out by
divalent cation salts: balance between hydration and salt binding, Biochemistry 23

(1984) 5912-5923.

T. ARAKAWA, S.N. TIMASHEFF: Preferential interactions of proteins with salts in
concentrated solutions, Biochemistry 21 (1982) 6545-6552.

D.P. ASTHAGIRI, A; ABRAS, D.; LENHOFE, A. M. PAULAITIS: A consistent
experimental and modeling approach to light-scattering studies of protein-protein
interactions in solution, Biophysical Journal 88 (2005) 3300-3309.

H. Basas, V.K. SHARMA, A. BADKAR, D. ZENG, S. NEMA, D.S. KALONIA: Protein
structural conformation and not second virial coefficient relates to long-term
irreversible aggregation of a monoclonal antibody and ovalbumin in solution,
Pharmaceutical Research 23 (2006) 1382-1394.

H. Basal, V.K. SHARMA, D.S. KALONIA: Determination of second virial coefficient of
proteins using a dual-detector cell for simultaneous measurement of scattered light
intensity and concentration in SEC-HPLC, Biophysical Journal 87 (2004) 4048-4055.

V. BALL, I.J. RAMSDEN: Buffer Dependence of Refractive Index Increments of Protein
Solutions, Biopolymers 46 (1998) 489-492.



118

Literaturverzeichnis

12.

13

16.

17

18.

19

20

215

27

23.

24.

25.

J.C.C. BELLOT: Modelling of liquid chromatography equilibria, Process Biochemistry
28 (1993) 365-376.

J. BLOUSTINE, V. BEREINOV, S. FRADEN: Measurements of protein-protein interactions
by size exclusion chromatography, Biophysical Journal 85 (2003) 2619-2623.

F. BONNETE, D. VIVARES: Interest of the normalized second virial coefficient and
interaction potentials for crystallizing large macromolecules, Acta Crystallographica
Section D: Biological Crystallography 58 (2002) 1571-1575.

J.C. BosMA, J.A. WESSELINGH: Available area isotherm, AICRE Journal 50 (2004)
848-853.

J.C. BosMa, J.A. WESSELINGH: pH dependence of ion-exchange equilibrium of
proteins, AIChE Journal 44 (1998) 2399-2409.

W.R. BoweN, D.T. HUGHES: Ton Exchange of Proteins: A Microcalorimetric Study of
Adsorption of Bovine Serum Albumin on Anion-Exchange Materials, Journal of
Colloid and Interface Science 158 (1993) 395-402.

C.A. BROOKS, S.M. CRAMER: Steric mass-action ion exchange: Displacement profiles
and induced salt gradients, AIChE Journal 38 (1992) 1969-1978.

P. CARTER, L. PRESTA, C.M. GORMAN, J.B. RIDGWAY, D. HENNER, W.L. WONG, A.M.
RowLAND, C. KOTTS, M.E. CARVER, H.M. SHEPARD: Humanization of an anti-
p185HER2 antibody for human cancer therapy, Proceedings of the National Academy
af Sciences of the United States of America 89 (1992) 4285-4289.

J.L. CLELAND, M.F. POWELL, S.J. SHIRE: The development of stable protein
formulations: a close look at protein aggregation, deamidation, and oxidation, Critical
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 10 (1993) 307-377.

M.J. CLIFF, J.E. LADBURY: A survey of the year 2002 literature on applications of
isothermal titration calorimetry, Journal of Molecular Recognition 16 (2003) 383-91,

K.D. CoLrns: Ton hydration: Implications for cellular function, polyelectrolytes, and
protein crystallization, Biophysical Chemistry 119 (2006) 271-281.

M.R. COUNCIL: Stories of discovery: Therapeutic antibodies. London, UK, (2008).

T.E. CREIGHTON: Proteins, structure and molecular properties. W.E. Freeman, New
York, (1984).

R.A. CurTis, .M. PRAUSNITZ, H-W. BLANCH: Protein-protein and protein-salt
interactions in agueous protein solutions containing concentrated electrolytes,
Biotechnology and Bioengineering 57 (1998) 11-21.



Literaturverzeichnis 119

26.

27,

28.

28

30.

31

32

33

34.

35

36.

37

38.

R.A. CURTIS, C. STEINBRECHER, M. HEINEMANN, H.W. BLANCH, J.M. PRAUSNITZ:
Hydrophobic forces between protein molecules in aqueous solutions of concentrated
electrolyte, Biophysical Chemistiy 98 (2002) 249-265.

R.A. CurTis, J. ULRICH, A. MONTASER, J.M. PRAUSNITZ, H.W. BLANCH: Protein-
protein interactions in concenirated elecirolyte solutions, Biotechnology and
Bioengineering 79 (2002) 367-380.

P. DEBYE: Molecular weight determination by light scattering, Journal of Physical and
Colloid Chemistry 51 (1947) 18-32.

T.M. DINGERMANN, H.: Monoklonale Antikérper: Gezielte Therapie mit Hightech-
Arzneimittel, Pharmazeutische. Zeitung 145 (2000) 4187-4150.

F. DISMER, J. HUBBUCH: A novel approach to characterize the binding orientation of
lysozyme on ion-exchange resins, Journal of Chromatography A 1149 (2007) 312-
320.

S.R. DZIENNIK, E.B. BELCHER, G.A. BARKER, A M. LENHOFE: Effects of ionic strength
on lysozyme uptake rates in cation exchangers. I: Uptake in SP Sepharose FF,
Biotechnology and Bioengineering 91 (2005) 139-153.

H.J. EISENBERG, R. REISLER: Scattering correction to the absorbance, wavelength
dependence of the refractive index increment, and molecular weight of the bovine
liver glutamate dehydrogenase oligomer and subunits, Biopolymers 16 (1977) 2773-
2783.

A H.M. ELcocK: Calculation of weak protein-protein interactions: the pH dependence
of the second virial coefficient, Biophysical Journal 80 (2001) 613-625.

H. ENGELHARDT: One century of liquid chromatography. From Tswett's columns to
modern high speed and high performance separations, Journal of Chromatography B
Analyt Technol Biomed Life Sci 800 (2004) 3-6.

A. FAUDE: Novel Electrokinetic Approaches to Improve Purification Processes with
Monoclonal Antibodies. Universitit Stuttgart, Stuttgart, (2008).

A. FAUDE: Private Mitteilung: Institut fiir Zellbiologie und Immunologie, Universitét
Stuttgart. (2006).

A. FAUDE, D. ZACHER, E. MULLER, H. BOTTINGER: Fast determination of conditions
for maximum dynamic capacity in cation-exchange chromatography of human
monoclonal antibodies, Journal of Chromatagraphy A 1161 (2007) 29-35.

D.K. FOLLMAN, R.L. FAHRNER: Factorial screening of antibody purification processes
using three chromatography steps without protein A, Journal of Chromatography A
1024 (2004) 79-85.



120

Literaturverzeichnis

39.

40.

41.

42,

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51,

E. FREIRE, O.L. MAYORGA, M. STRAUME: Isothermal Titration, Analvtical Chemistry
62 (1990) 950-959.

S.R.K. GALLANT, S. CRAMER: Modeling non-linear elution of proteins in ion-exchange
chromatography, Journal of Chromatography A 702 (1995) 125-142.

A. GEORGE, W.W. WILSON: Predicting protein crystallization from a dilute solution
property, Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography 50 (1994)
361-365.

J.A B. GERSTNER, A. JEFFREY, S. CRAMER: Gibbs free energy of adsorption for
biomolecules in ion-exchange systems, Biophysical Chemistry 52 (1994) 97-106.

R. GHOsH, L. WANG: Purification of humanized monoclonal antibody by hydrophobic
interaction membrane chromatography, Journal of Chromatography A 1107 (2006)

104-109.

D.S. GILL, D.J. RousH, K.A. SHICK, R.C. WILLSON: Microcalorimetric
characterization of the anion-exchange adsorption of recombinant cytochrome b5 and
its surface-charge mutants, Journal of Chromatography A 715 (1995) 81-93.

S. GIROD, P. BALDET-DUPY, H. MAILLOLS, J.M. DEVOISSELLE: On-line direct
determination of the second virial coefficient of a natural polysaccharide using size-
exclusion chromatography and multi-angle laser light scattering, Journal of
Chromatography A 943 (2002) 147-152.

J. GMEHLING, B. KOLBE: Thermodynamik. VCH, Weinheim, 2. Auflage (1992).

A.O. GrILLO, K.L. EDWARDS, R.S. KAsHI, K.M. SHIPLEY, L. HU, M.J. BEsmaN, C.R.
MIDDAUGH: Conformational origin of the aggregation of recombinant human factor
VIIL, Biochemistry 40 (2001) 586-595.

B. Guo, S. KA0, H. MCDONALD, A. AsaNov, L.L. CoMBs, W.W. WILSON:
Correlation of second virial coefficients and solubilities useful in protein crystal
growth, Journal of Crystal Growth 196 (1999) 424-433.

C. HARINARAYAN, J. MUELLER, A. LIUNGLOF, R. FAHRNER, J. VAN ALSTINE, R. VAN
REIS: An exclusion mechanism in ion exchange chromatography, Biotechnology and
Bioengineering 95 (2006) 775-87.

L.J. HENDERSON: Concemning the Relationship between the Strength of Acids and their
Capacity to Preserve Neutrality, American Journal of Physiology 21 (1908) 173-179.

S. HIERTEN: Fractionation of proteins by hydrophobic interaction chromatography,
with reference to serum proteins, Proceedings Intl. Workshop on Technology for
Protein Separation & Improvement of Blood Plasma Fractionation (1977) 410-421.



Literaturverzeichnis 121

52.

53,

54.

55.

56.

39

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

F. HOFMEISTER: Zur Lehre von der Wirkung der Salze, Archives of Experimental
Pathology and Pharmakology 24 (1888) 247-260.

B.H. HorsTEE: Hydrophobic affinity chromatography of proteins, Analytical
Biochemistry 52 (1973) 430-448.

G.A. HOLDGATE: Making Cool Drugs Hot: Isothermal Titration Calorimetry as a Tool
to Study Binding Energetics, BioTechnigues 31 (2001) 164-186.

M.B. HUGLIN: Light scattering from polymer solutions. Academic Press, London,
(1972).

T. ISHIHARA, T. KADOYA, N. ENDO, S. YAMAMOTO: Optimization of elution salt
concentration in stepwise elution of protein chromatography using linear gradient
elution data. Reducing residual protein A by cation-exchange chromatography in
monoclonal antibody purification, Journal of Chromatography A 1114 (2006) 97-101.

T. ISHIHARA, S. YAMAMOTOB: Optimization of monoclonal antibody purification by
ion-exchange chromatography. Application of simple methods with linear gradient
elution experimental data, Journal of Chromatography A 1069 (2005) 99-106.

H.T.IYER, S. LESTER, P. WOLK, R.vAN REIS: Use of the steric mass action model in
ion-exchange chromatographic process development, Journal of Chromatography A
832 (1999) 1-9.

R. JANZEN, UNGER, K.K.: Adsorption of proteins on porous and non-porous

poly(ethyleneimine) and tentacle-type anion exchangers, Journal of Chromatography
522 (1990) 77-93.

Y. Jia, J.NARAYANAN, X.Y. LIU, Y. L1U: Investigation on the mechanism of

crystallization of soluble protein in the presence of nonionic surfactant, Biophysical
Journal 89 (2005) 4245-4251.

P.T. JoNEs, P.H. DEAR, J. FOOTE, M.S. NEUBERGER, G. WINTER: Replacing the

complementarity-determining regions in a human antibody with those from a mouse,
Nature 321 (1986) 522-525.

D.Josic, Y.P. Lim: Analytical and Preparative Methods in purification of Antibodies,
Food Biotechnology 39 (2001) 215-226.

M.K. Jozwik, K. FREITAG: Evaluation of the Langmuir Formalism for Modeling the
Adsorption Isotherms of Proteins and Polyelectrolytes in Simulations of Ton Exchange
Chromatography, Chemical Engineering \& Technology 28 (2005) 1346-1359.

A. JUNGBAUER, E. WENISCH: High Performance Liquid Chromatography and related
Methods in Purification of Monoclonal Antibodies, Alan R. Liss, New York, (1989).



122 Literaturverzeichnis

65. H.L.-. KNUDSEN, R.L. FAHRNER, Y. XU, L.A. NORLING, G.S. BLANK: Membrane ion-
exchange chromatography for process-scale antibody purification, Journal of
Chromatography A 907 (2001) 145-154.

66.  G.M.KOHLER, C.: Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined
specificity, Nature 256 (1975) 495-497.

67. W. KorACIEWICZ, F.E. REGNIER: Mobile phase sclection for the high-performance
ion-exchange chromatography of proteins, Analytical Biochemistry 133 (1983) 251-
259.

68.  P.KraTocHVIL: Classical Light Scattering from Polymer Solutions, Elsevier,
Amsterdam, (1987).

69.  J.E.C.LADBURY, BABUR Z.: Sensing the heat: the application of isothermal titration
calorimetry to thermodynamic studies of biomolecular interactions, Chemistry \&
Biology 3 (1996) 791-801.

70. I. LANGMUIR: The Adsorption of Gases on Plane Surfaces of Glass, Mica and
Platinum, Journal of the American Chemical Society 40 (1918) 1361-1403.

71.  F.LL JX. ZHOU, X YANG, T. TRESSEL, B. LEE: Current therapeutic antibody
production and process optimization, Bioprocess Journal (2005) 23.

72; F.-Y.C. LN, CHIN-SUNG; CHEN, WEN-YTH & YAMAMOTO, SHUICHI: Microcalorimetric
studies of the interaction mechanisms between proteins and Q-Sepharose at pH near
the isoelectric point (pI): Effects of NaCl concentration, pH-value, and temperature,
Journal of Chromatography A 912 (2001) 281-289.

73. F.-Y.C.LIN, M.T.W. HEARN: Microcalorimetric Studies on the Interaction Mechanism
between Proteins and Hydrophobic Solid Surfaces in Hydrophobic Interaction
Chromatography: Effects of Salts, Hydrophobicity of the Sorbent, and Structure of the
Protein, Analytical Chemistry 73 (2001) 3875-3883.

74.  F.-Y.C.LIN, WEN-YIH, M.T.W. HEARN HEARN: Thermodynamic analysis of the
interaction between proteins and solid surfaces: application to liquid chromatography,
Journal of Molecular Recognition 15 (2002) 55-93.

75.  F.LOTTSPEICH, H. ZORBAS: Bioanalytik. Spektrum Akademischer Verlag, 2. Aufl.
(2006).

76.  I.P. McCUE, R.H. HEIN, R. TENOLD: Three generations of immunoglobulin G
preparations for clinical use, Reviews of Infectious Diseases 8 (1986) 374-381.

77. W.G.M.MCMILLAN, JosePH E.: The Statistical Thermodynamics of Multicomponent
Systems, Journal of Chemical Physics 13 (1945) 276-305.



Literaturverzeichnis 123

78.  W.MELANDER, C. HORVATH: Salt effect on hydrophobic interactions in precipitation
and chromatography of proteins: an interpretation of the lyotropic series, Archives of
Biochemistry and Biophysics 183 (1977) 200-215.

79.  A.P.MINTON: Adsorption of globular proteins on locally planar surfaces. II. Models
for the effect of multiple adsorbate conformations on adsorption equilibria and
kinetics, Biophysical Journal 76 (1999) 176-187.

80. E.MULLER: Comparison between mass transfer properties of weak-anion-exchange
resins with graft-functionalized polymer layers and traditional ungrafted resins,
Journal of Chromatography A 1006 (2003) 229-240.

81.  J.NARAYANAN, X.Y. L1U: Protein interactions in undersaturated and supersaturated
solutions: a study using light and x-ray scattering, Biophysical Journal 84 (2003) 523-
532.

82. B.L.NEAL, D. ASTHAGIRI, A.M. LENHOFF: Molecular origins of osmotic second virial
coefficients of proteins, Biophysical Journal 75 (1998) 2469-2477.

83. R. NECINA, K. AMATSCHEK, A. JUNGBAUER: Capture of Human Monoclonal
Antibodies from Cell Culture Supernatant by Ion Exchange Media Exhibiting High
Charge Density, Biotechnology and Bioengineering 60 (1998) 689-698.

84. W. NORDE, J. LYKLEMA: Why proteins prefer interfaces, Journal of Biomaterials
Science, Polymer Edition 2 (1991) 183-202.

85.  L.PEDERSEN, J. MOLLERUP, E. HANSEN, A. JUNGBAUER: Whey proteins as a model
system for chromatographic separation of proteins, Journal of chromatography B 790
(2003) 161-173.

86. IB. PILCHER, V.C. TsanGg, W. ZHOU, C.M. BLack, C. SIDMAN: Optimization of
binding capacity and specificity of protein G on various solid matrices for
immunoglobulins, Journal of Immunological Methods 136 (1991) 279-286.

87.  H.N.Po, N.M. SENOZAN: Henderson-Hasselbalch Equation: Its History and
Limitations, Journal of Chemical Education 78 (2001) 1499.

88.  J.PORATH: Salt-promoted adsorption: recent developments, Journal of
Chromatography 376 (1986) 331-341.

89. J. PORATH, L. SUNDBERG, N. FORNSTEDT, 1. OLSSON: Salting-out in amphiphilic gels
as a new approach to hydrophobic adsorption, Nature 245 (1973) 465-466.

90.  G.J.H.PRAEFCKE, A. CHRISTIAN: Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) zur
Charakterisierung biomolekularer Wechselwirkungen, BIOspektrum 1 (2005) 44-47.



124

Literaturverzeichnis

91

92.

93.

94,

95,

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

T.M. PRZYBYCIEN, N.S. PUJAR, L.M.S. STEELE: Alternation bioseparation operations:
life beyond packed-bed chromatography, Current Opinion in Biotechnology 15 (2004)

469-478.

P.P. RAJE, NEVILLE G.: Combination of the steric mass action and non-ideal surface
solution models for overload protein ion-exchange chromatography, Jowrnal of
Chromatography A 760 (1997) 89-103.

K. REGE, A. LADIWALA, S.M. CRAMER: Multidimensional high-throughput screening
of displacers, Analytical Chemistry 77 (2005) 6818-6827.

A.C.ROQUE, C.R. LOWE, M.A. TAIPA: Antibodies and Genetically Engineered Related
Molecules: Production and Purification, Biotechnology Progress 20 (2004) 639-654.

D.F. ROSENBAUM, C.F. ZUKOSKI: Protein interactions an crystallisation, Jowrnal of
Crystal Growth 168 (1996) 752-758.

B. SAIFUL, Z., WESSLING, M.: Enzyme capturing and concentration with mixed matrix
membrane adsorbers.Journal of Membrane Science 280 (2006) 406-417.

H. SCHELLEKENS: Factors influencing the immunogenicity of therapeutic proteins,
Nephrology, Dialysis, Transplantation 20 (2005) 3-9.

S. SHALTIEL, Z. ER-EL: Hydrophobic chromatography: use for purification of
glycogen synthetase, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 70 (1973) 778-781.

Q.Z.SHL Y. & SUN, Y.: Influence of pH and Ionic Strength on the Steric Mass-Action
Model Parameters around the Isoelectric Point of Protein, Biotechnology Progress 21
(2005) 516-523.

V.L. SORIA, A.; CELDA, B.; CAMPOS, A. & FIGUERUELO, J. E.: Static Measurements of
Refractive Index Increments at 633 nm with a Modified Refractive Index Detector,
Polymer Bulletin 13 (1985) 83-88.

A. STEUDLE: Private Mitteilung. Institut fiir Technische Biochemie, Universitit
Stuttgart, (2006).

L. STRYER: Biochemie. Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, (1996).

T. TARAGI: Application of low-angle laser light scattering detection in the field of
biochemistry, Journal of Chromatography 506 (1990) 409-416.

C. TANFOR: The hydrophobic effect: formation of micelles and biological membranes.
John Wiley &sons, New York, (1973).

C. TANFORD: Physical Chemistry of Macromol ecules, Wiley, New York, (1961).



Literaturverzeichnis 125

106.

107.

108.

109.

110.

L1

112.

113.

114.

115]

116.

117

118.

119

120.

P.M. TESSIER, A.M. LENHOFF, S.I. SANDLER: Rapid measurement of protein osmotic

second virial coefficients by self-interaction chromatography, Biophysical Journal 82
(2002) 1620-1631.

M.E.P. THRASH, NEVILLE G.: Characterization of enthalpic events in overloaded ion-
exchange chromatography, Journal of Chromatography A 944 (2002) 61-68.

K. TsumoTo, D. EniMA, A M. SENCZUK, Y. KiTA, T. ARAKAWA: Effects of salts on
protein-surface interactions: applications for column chromatography, Journal of
Pharmaceutical Sciences 96 (2007) 1677-1690.

M. TSWETT: Adsorptionsanalyse und chromatographische Methode, Berichte der
Deutschen Biotechnologischen Gesellschafi (1906) 384.

N. TuGcu, S.M. CRAMER: The effect of multi-component adsorption on selectivity in
ion exchange displacement systems, Journal of Chromatography A 1063 (2005) 15-
23.

A. VELAYUDHAN: Studies in Nonlinear Chromatography, Yale University, (1990).

0.D.K. VELEV, E. W. & LENHOFF, A. M.: Protein interactions in solution characterized
by light and neutron scattering: comparison of lysozyme and chymotrypsinogen,
Biophysical Journal 75 (1998) 2682-2697.

D. VOET, J.G. VOET: Biochemistry, Wiley-Verlag, 3. Aufl. (2004).

I.P. WANKA, WOLFGANG: Die Bedeutung des zweiten osmotischen Virialkoeffizienten
fiir die Proteinkristallisation, Chemie Ingenieur Technik T8 (2006) 273-278.

P.C. WANKAT: Rate Controlled Separations, Elsevier Science, New York, (1990).

M. WIEDMANN: Private Mitteilung. Institut fiir technische Biochemie, Universitit
Stuttgart. (2007).

P.J. WYATT: Mean square radius of molecules and secondary instrumental broadening,
Journal of Chromatography 648 (1993) 27-32.

S. YAMAMOTO, T. ISHIHARA: Ion-exchange chromatography of proteins near the
isoelectric points, Journal of Chromatography A 852 (1999) 31-36.

Y. YA0, A.M. LENHOFF: Electrostatic contributions to protein retention in ion-
exchange chromatography. 1. Cytochrome C variants, Analytical Chemistry 76 (2004)
6743-6752.

B.H. Zivm: The Scattering of Light and the Radial Distribution Function of High
Polymer Solutions, Journal of Chemical Physics 16 (1948) 1093-1099.



FART=ETEE

T




