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Ver Laborwasser

Man unterscheidet im Labor drei verschiedene Kategorien von Wasser:

o Typ I (oft als ,Reinstwasser” bezeichnet): Diese Qualitdt ist fiir besonders kriti-
sche Anwendungen erforderlich. Wasser des Typs I wird speziell fiir die Analytik
und die Molekularbiologie bendtigt.

e Typ II (so genanntes , Reinwasser” oder ,DI-Wasser”): Diese Wasserqualitiit
wird fiir allgemeinere und weniger kritische Laboranwendungen eingesetzt. Was-
ser des Typs II wird benétigt zum Herstellen von Reagenzien oder Pufferlésun-
gen und zum Speisen von Laborsystemen mit speziellen Anforderungen.

e Typ III (so genanntes , RO-Wasser”): Diese Wasserqualitdt ist fiir Standardan-
wendungen vorgesehen, die zur Speisung von Laborsystemen dienen, wie Auto-
klaven, Geschirrspiiler etc. sowie zur Herstellung unkritischer Puffer.
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Labortechnik m Reinstwasser

Reinstwasser fur die
HPLC-SEC-Analytik

Aggregatzustande eines monoklonalen Antikorpers bestimmen

Um die Reinheit von Biopolymeren zu bestimmen, wird oftmals die Size Exclusi-
on Chromatography (SEC) eingesetzt. Lesen Sie, wie die SEC fiir die qualitative
Untersuchung eines monoklonalen Antikorpers wahrend eines Downstream-Pro-

zesses genutzt wird.

ie HPLC (High Performance Liquid
DChromatography) ist ein analyti-

sches Verfahren zur Trennung, Iden-
tifizierung und Quantifizierung mittels
Flissigkeitschromatographie. Im Gegen-
satz zu anderen Varianten der HPLC von
Biopolymeren (Ionenaustausch-, hydro-
phobe Interaktions-, Umkehrphasen-
Chromatographie), die alle im Gradien-
tenmodus betrieben werden, ist die SEC
(Size Exclusion Chromatography = Gro-
Renausschlusschromatographie) gemein-
hin eine isokratische Methode [1].

In der GroRenausschlusschromatogra-
phie (SEC), wozu die Gelpermeationschro-
matographie (Gel Permeation Chromato-
graphy = GPC) und die Gelfiltration (eine
spezielle Form der SEC unter wassrigen
Bedingungen) zédhlen, arbeitet man mit
pordsen Partikeln als stationdre Phase.
Kleine Molekiile konnen in die Poren ein-
dringen und werden deshalb retentiert,
wogegen sehr groRe Molekiile ausge-
schlossen werden und mit der Linearge-
schwindigkeit die Saule durchstromen.
Die Trennung erfolgt also nach der Mole-
kiilgroRe, wobei groRe Molekiile zuerst
und kleine Molekiile spater die Saule ver-
lassen [2].

Bei dieser Methode wird mit konstanter
FlieBmittelzusammensetzung gearbeitet.
Um enthalpische Effekte in der SEC mini-
mal zu halten, wird ein starkes FlieRmit-
tel entsprechend einer hohen FlieRmittel-
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starke (Elutionsstdrke) benutzt. In der SEC
ist dies in aller Regel ein Puffer mit ein-
gestelltem pH-Wert und Salzzusatz. Um
die Methode erfolgreich anzuwenden, ist
eine SEC-Saule zu wéhlen, die zur Losung
des entsprechenden Problems geeignet
ist. Der Weg zum Erfolg liegt dann in der
Auswahl eines geeigneten FlieRmittels,
eines optimalen Flusses, des Injektionsvo-
lumens und der Dosierkonzentration sowie
in der Behandlung der Saule, sowohl beim
Betrieb als auch der ,auferbetrieblichen”
Handhabung (Regeneration und Aufbe-
wahrung) [1].

SEC - bioanalytisch haufig
eingesetzt

Die SEC ist eine haufig angewandte Trenn-
methode fiir Biopolymere. Aktuelle An-
wendungsfelder sind:
e Bestimmung des Molekulargewichtes
z.B. von Antikdrpern (Immunglobulin G,
s.Bild S. 38), Peptiden und Proteinen,
e Werkzeug zum Studium von Konformi-
tatsanderungen,
¢ nachgelagerte Produktaufbereitung und
-reinigung (downstream processing) und
eine spezielle Anwendung von SEC-Saulen
mit eingeschrdnkter Zuganglichkeit, so
genannte Restricted-Access-Saulen fiir die
automatisierte Probenaufbereitung von
Peptid- und Proteingemischen [1].
Proteinarzneistoffe haben in den letz-
ten Jahrzehnten eine wichtige Position
auf dem Arzneimittelmarkt erreicht. Zu
diesen Biopharmazeutika gehoren unter
anderem therapeutische Enzyme, Gerin-
nungsfaktoren, zahlreiche Hormone wie
Insulin, Epoetin oder Wachstumshormone,
monoklonale Antikdrper (mAB), sowie bio-
technologisch hergestellte Impfstoffe [3].

Bei der rekombinanten Herstellung the-
rapeutischer Proteine und Antikorper in
der biotechnologischen Produktion ist die
SEC-Analytik im Downstream-Prozess
(Aufreinigung) eine Standardmethode zur
Bestimmung von Reinheit und Aggregat-
zustédnden des Zielmolekiils.

Die Bestimmung von Molekularge-
wichtsunterschieden zum Nachweis von
Verunreinigungen und Aggregaten basiert
auf der Nutzung von hochreinen Laufmit-
teln (mobile Phase), die keinerlei Wech-
selwirkung mit der stationdren Phase ein-
gehen.

Wasser speziell zur SEC mit der entspre-
chenden Qualitat kann bei diversen Her-
stellern gekauft werden oder durch ein
Wasseraufbereitungssystem z.B. dem Ari-
um Pro VF-System direkt vor Ort und nach
Bedarf kostengiinstig hergestellt werden.

Als Beispiel fiir den Einsatz der SEC-
Analytik ist hier die qualitative Untersu-
chung eines rekombinant hergestellten
monoklonalen Antikorpers aufgefiihrt. Die
verwendete Losung stammt aus hauseige-
ner Produktion. Die wdhrend des
Upstream-Prozesses (Herstellung von L&-
sungen) entstehenden Verunreinigungen
aus dem Fermentationsmedium (Host Cell
DNA, Host Cell Proteine, Komponenten
des Mediums wie Albumine, Insulin und
Transferrin), sowie Keime und Endotoxine
miissen im Verlauf des Downstream-Pro-
zesses verringert werden. Hierbei ergeben
sich Verunreinigungen (Zugabe von Pro-
teasen, Leakage Protein A). Das Produkt
selbst bildet Verunreinigungen in Form
von gespaltenen, aggregierten Antikor-
pern, deamidierten oder oxidierten For-
men des Antikdrpers oder nicht korrekt
gefalteten Molekiilen [4], die beobachtet
werden miissen.
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1 HPLC-SEC-Analyse verschiedener Pufferlosungen und Arium Pro VF-
Reinstwasser. Mobile Phase: 0,1 M Natriumphosphat/Natriumsulfat
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pH 6,6, Leitfihigkeit 23 mS/cm in Arium Pro VF-Reinstwasser

Zur Qualitatskontrolle der Reinheit des
Zielproteins wird unter anderem die SEC-
Analytik zum Nachweis von aggregierten
Antikorpern {iber Molekulargewichtstren-
nung verwendet.

Vorversuche mit Reinstwasser
und Puffersubstanzen

In Vorversuchen wurde die Brauchbarkeit
des eingesetzten Reinstwassers fiir die
SEC-Analytik iiberpriift. Das Reinstwasser
wurde wie in [5] beschrieben hergestellt
und sowohl fiir die Vorversuche als auch
fiir die weiteren Tests zur Bestimmung
von Aggregatzustanden von monoklona-
len Antikdrpern verwendet. In den Vor-
versuchen sollte geklart werden, ob das
verwendete Arium Pro VF (ein Vorgdnger-
modell mit den gleichen technischen Spe-

Tabelle 1: Verwendete Gerate und
Materialien

Material

HPLC Dionex (Pumpe/Probennehmer/Sau-
lenofen/UV-Detektor)

Saule Phenomenex Yarra SEC 3000 (OOH-
4513-K0 300x7,8 mm)

Vorsdule Phenomenex Securityguard GFC 3000
(4x3mm Artikelnr. AJ0-4488)

Mobile 0,1M Natriumphosphat/0,1M Natri-

Phase umsulfat pH 6,6, Leitfahigkeit 23 mS/

cm in Arium Pro VF-Reinstwasser

Tabelle 2: SEC-HPLC-Parameter

Parameter Wert
Fluss 1ml/min
Zeit 20min
Maximaldruck 180 bar
Temperatur Sdulenofen 25°C
Injektionsvolumen 5ul

UV-Detektor 220, 260, 280 nm
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zifikationen zur Reinstwasserproduktion
wie das aktuelle System, s. Seite 38) fiir
die SEC-Analytik bei der Bestimmung von
Aggregaten und Monomer eines monoklo-
nalen Antikorpers eingesetzt werden
kann. Weiterhin wurde der Einfluss ver-
schiedener Puffersubstanzen getestet.

Die eingesetzten Gerate und Materiali-
en sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Die verwendete Phenomenex-Sdule Yar-
ra SEC 3000 (3pm), ist eine mit modifi-
ziertem Kiesel gefiillte SEC-Saule. Die Mo-
difizierung des hochreinen Kieselgels
neuer Generation sorgt fiir eine minimier-
te Adsorption von Proteinen, was fiir eine
sehr gute Wiederfindung und verldssliche
Quantifizierung unabdingbar ist. Das Ma-
terial in der verwendeten Yarra-Saule hat
eine PorengroRe von 290A. Dies ermdg-
licht einen linearen Bereich fiir native
Proteine zwischen 5 und 700kDa [6].

Zur Bestimmung der Reinheit des
Reinstwassers wurde dieses mit und ohne
Zugabe von Puffersubstanzen injiziert.
Die Puffersubstanzen wurden wie folgt in
Reinstwasser angesetzt:

e TE=1% 1M TRIS, 0,2% 0,5M EDTA,
0,01% SDS pH 8, Leitfahigkeit 1,4 mS/cm
e Citrat=20mM Citronensaure Monohyd-
rat pH 3,6 Leitfahigkeit 1,7 mS/cm

e Natriumphosphat/Natriumsulfat=0,1M
Natriumphosphat/Natriumsulfat pH6,6
Leitfahigkeit 23 mS/cm sowie

e Arium VF-Reinstwasser ohne Zusétze
als Kontrolle.

Die Chromatogramme der SEC-Analytik
wurden aufgenommen (s. Abb. 1) und zei-
gen, dass das verwendete Reinstwasser
keinerlei Wechselwirkung mit der statio-
ndren Phase eingeht.

Die Zugabe von 0,1M Natriumphos-
phat/Natriumsulfat fiir die mobile Phase
zeigt ebenfalls einen geraden Basislinien-

U

10 15 n
Ratentionszeit [min]

2 HPLC-SEC-Analyse eines Proteingemisches (Standardproteine,

verlauf ohne Peaks. Im Gegensatz dazu
zeigt die Zugabe von Citrat und TE, dass
hier Verunreinigungen beziehungsweise
Substanzen enthalten sind, die Wechsel-
wirkungen mit der Sdule eingehen und
sich in Peaks duRern und dadurch das ei-
gentliche Chromatogramm verfélschen
kdnnen.

Nachdem mit Vorversuchen geklart wur-
de, dass das Arium Pro VF-Reinstwasser als
Losemittel fiir die Puffersubstanzen des
Laufpuffers verwendet werden kann, wur-
de die eigentliche Analytik der Proben
durchgefiihrt. Um bei der SEC-Analyse re-
produzierbare Resultate zu erzielen, sind
stets frisch hergestellte FlieRmittel zu
verwenden. Der pH-Wert und die Ionen-
starke miissen auf die vorliegenden Pro-
ben optimiert werden [1]. Vor dem Aufbe-
wahren der Sdule sollte man diese zu-
nachst mit Laufpuffer und dann mit Was-
ser, das 0,05% Natriumazid enthalt, spii-
len und die Saule in diesem Zustand auf-
bewahren [1]. Die fiir die Saule verwen-
dete mobile Phase (0,1M Natriumphos-
phat /0,1 M Natriumsulfat, pH 6,6, Leitfa-
higkeit 23mS/cm) ist in Arium Pro VF-
Reinstwasser, das eine urspriingliche Leit
fahigkeit von  0,055uS/cm  oder
18,2 MOhm, kompensiert auf 25 °C hatte,
angesetzt. Die SEC-HPLC wird mit den in
Tabelle 2 aufgelisteten Einstellungen/Pa-
rametern gefahren. Zum Spiilen nach Ge-
brauch und zur Lagerung der Saule wird
Arium Pro VF-Reinstwasser+0,05% Azid
eingesetzt. Beide Ldsungen werden zur
Vorbereitung fiir die HPLC-SEC durch Filt-
ration {iber eine Sartolab BT 500 bottle
top 0,2 um Vakuumfiltrationseinheit ent-
gast. Zur Probenvorbereitung werden die
zu injizierenden Proben {iber Sartorius
Minisart RC4 (17821, 0,2 um) vorfiltriert
und in Vials (Wicom WIC 42000) abgefiillt.
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Durchfiihrung des Tests und
Ergebnisse

Saule und Vorsdule werden mit der mobi-
len Phase bei 1 ml/min bis zum Erreichen
der Basislinie gespiilt. Mittels UV-Detek-
tor wird die Absorption bei einer Wellen-
ldnge von 220, 260 und 280 nm in Milli-
Absorptionseinheiten (mAU) aufgenom-
men. Die Trennleistung der Saule wird mit
Proteinen bekannter GroRe getestet
(s.Abb. 2 und Tab.3). Anhand der loga-
rithmierten MolekiilgroRen der Standard-
proteine und der ermittelten Retentions-
zeiten ldsst sich eine Standardgerade er-
stellen, die die Berechnung unbekannter
Proben anhand ihrer Retentionszeiten
zuldsst.

Die Trennleistung der Saule wird regel-
maRig mit dem Standardproteingemisch
tiberpriift. Beeinflusst wird die Trennleis-
tung durch die Reinheit der Pufferzusitze
des Laufmittels, Wechselwirkung des
Laufmittels mit der Sdule sowie der Zu-
sammensetzung der zu analysierenden
Proben. Die eingesetzten Puffer diirfen
keine Wechselwirkung mit der stationdren
Phase eingehen. Die SEC-Analytik findet
ihren Einsatz in der Qualitdtskontrolle
und wird ebenso bei der Optimierung und
Entwicklung von Aufreinigungsprozessen
eingesetzt.

Im Folgenden werden SEC-Chromato-
gramme wahrend des Downstream-Prozes-
ses gezeigt. In einer Reihe aufeinander
folgender Schritte wird der monoklonale
Antikdrper gereinigt. Zundchst erfolgt ei-
ne Zellernte mit Klarung und Konzentrie-

Wave goodbye

Tabelle 3: Verwendete Standardproteine

Peak Protein

1 Thyroglobulin (Monomerpeak)  Sigma
2 y Globulin (Monomerpeak) Sigma
3 0V Albumin (Monomerpeak) Sigma
4 Ribonuklease Sigma
5 Adenin Sigma

Hersteller

Bestellnummer MW [kDa] Ret. [min]
T 1126 670 6,73

G 5009 150 8,44

A 5503 45 9,89

R 5000 14 10,65

A 8626 0,14 15,35

Tabelle 4: Anteile an Aggregaten eines mAB wahrend des Aufreinigungprozesses

mAB Aggregate [%]

nach Ernte und erster Klarung 10

nach Protein A-Affinitdtschromatographie 3

rung. Im Anschluss daran wird ein Cap-
ture-Schritt (Protein A-Affiniftatschroma-
tographie), gefolgt von einem Zwischen-
schritt zur Entfernung von Kontaminanten
(z.B. Kationenaustauscher) sowie ein Auf-
reinigungsschritt zum Polishing (Anio-
nenaustauscher) durchgefiihrt. Anschlie-
Rend folgt eine Virusfiltration und eine
finale Ultrafiltration [vergleiche auch 7].

Um die Reinheit des Antikdrpers zu be-
stimmen, wird eine SEC-Analytik von Pro-
ben wahrend des Prozesses durchgefiihrt.
Gezeigt werden Chromatogramme nach
der ersten Klarung der Zellernte (s. Abb. 3)
und nach der Protein A-Affinitdtschroma-
tographie (s. Abb. 4).

Die HPLC-Analyse nach der ersten Kl&-
rung der Ernte (s.Abb. 3) zeigt eine Viel-
zahl an Kontaminationen, z.B. Host-Cell-
DNA, Host-Cell-Proteine, Endotoxine,
Komponenten des Mediums, produktbe-
dingte Verunreinigungen, sowie Aggrega-

ED

mAB Monomer [%]
90
97

te. Diese gilt es in den nachfolgenden
Schritten zu entfernen. Im folgenden
Schritt, der Protein A-Chromatographie
wird die gezielte Affinitdt von Protein A
zu Immunglobulin G (IgG) genutzt. Ein-
gesetzt wird ein Sartorius Sartobind Pro-
tein A-Adsorber (93PRAPO6HB-12-A). Die
Probe nach der ersten Klarung (s. Abb. 3)
wird iiber die Protein A-Einheit filtriert.
Das IgG bindet an den Protein A-Adsor-
ber, wahrend die Kontaminanten den Ad-
sorber durchlaufen. Die Elution von Pro-
tein A wird per HPLC-SEC-Analyse unter-
sucht (s. Abb. 4). Die analysierte Elutions-
Probe der Protein A-Affinitatschromato-
graphie zeigt eine deutliche Aufreinigung
des monoklonalen Antikdrpers. Der Anteil
der Aggregate und der Kontaminanten
wird stark vermindert. Die Auftrennung
mittels HPLC-SEC-Analyse zeigt zwei
Peaks (s.Abb.4). Diese lassen sich an-
hand ihrer Retentionszeiten mittels des

Das ED-RFA-Spektrometer mit der
Leistung eines WD-RFA-Gerats zu

RFA deutlich geringeren Kosten.

Das neue ED-RFA Spektrometer SPECTRO XEPOS stellt
wellenlangendispersive RFA-Spektrometer klar in den Schat-
ten. Denn das preisglinstige Gerét bietet selbst bei kritischen
Anwendungen vergleichbare oder bessere Leistungen.

Durch neue Entwicklungen bei Anregung und Detektor erreicht
das SPECTRO XEPOS auBergewohnliche Werte fiir Messemp-
findlichkeit und Nachweisgrenzen. Und mit der einzigartigen
TurboQuant-1I-Software lassen sich auch unbekannte Fliissig-
keiten, Pulver und Feststoffe schnell und prazise analysieren.

www.spectro.de/xepos

Besuchen Sie uns auf der Analytica 2016,
10.-13. Mai, Miinchen, Halle 2, Stand 201
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3 HPLC-SEC-Analyse eines monoklonalen Antikérpers nach Ernte

und erster Kldrung im Downstream-Prozess

Standards in molekulare GréRen berech-
nen. Die Peakflichen der erhaltenen
Peaks geben Aufschluss {iber den Anteil
von Aggregaten und Monomer in den
mAB-Losungen (s. Tab. 4). Die SEC-Analy-
se der Anteile von Aggregaten und Mono-
mer des mAb nach Ernte und erster Kli-
rung (s.Abb. 3) zeigt noch 10% an ver-
unreinigenden mAb-Aggregaten
(s.Tab.4). Der weitere Aufreinigungs-
schritt mittels Protein A-Affinitdtschro-
matographie zeigt in der SEC-Analyse
(s.Abb. 4) eine Verringerung des Aggre-
gatanteils auf 3% (s.Tab.4). Weitere
Kontaminanten sind in der SEC-Analyse
nicht mehr nachweisbar. Die erzielten Er-
gebnisse belegen eindeutig die Brauch-
barkeit der eingesetzten Methode.

Fazit: Reinstwasser fiir
HPLC-SEC geeignet

Die HPLC-SEC-Analytik ist ein wichtiges
Werkzeug zum Nachweis der Reinheit the-
rapeutischer Proteine, und wird im Her-
stellprozess von monoklonalen Antikor-
pern als Standardmethode zur Bestim-
mung des Aggregatgehaltes und dem
Anteil an Verunreinigungen weltweit ein-
gesetzt. Da die Integritdt der Proteine
(hier des monoklonalen Antikdrpers)
durch Temperaturanderungen, mechani-
sche Effekte sowie durch pH-Wert-Ande-
rungen und UV-Licht wahrend seiner Pro-
duktion und des gesamten Lebenszyklus
gefdhrdet ist (siehe auch [3]), ist es von
hoher Wichtigkeit, eine verldssliche Me-
thode zur Bestimmung der Reinheit eines
mAB zu etablieren. Im Rahmen der hier
gezeigten Methodik lieRen sich die Ag-
gregatzustande der monoklonalen Anti-
korper sehr gut bestimmen, zudem konn-

42

Ratentionszeit [min)

4 HPLC-SEC-Analyse eines monoklonalen Antikérpers nach

Protein A-Affinitdtschromatographie im Downstream-Prozess
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DIGITAL: Mehr zu diesem Thema finden Sie
unter dem Stichwort ,Sartorius Reinstwasser”
auf www.laborpraxis.de.

EVENTS: Sartorius ist auf der Analytica vom
10. bis 13. Mai (Halle B2, Stand 407).

te eine sehr gute Aufreinigung nachge-
wiesen werden. Grundvoraussetzung fiir
eine erfolgreiche Durchfiihrung der Me-
thodik ist die Sauberkeit der eingesetzten
Substanzen/Lésungen und vor allem der
des eingesetzten Wassers als Basis der
Losungen. Wie in den Vorversuchen ge-
zeigt (s. Abb. 1) eignet sich das von Arium
Pro VF-produzierte Reinstwasser als An-
satzmittel fiir die Puffersubstanzen und
Salze der mobilen Phase wahrend der SEC.
Bei Verwendung dieses Reinstwassers sind
keine Geisterpeaks [8] durch Wechselwir-
kung zwischen mobiler und stationdrer
Phase und keine UV-aktiven Verunreini-
gungen oder Peakverschiebungen nachzu-
weisen. Starke organische Verunreinigun-
gen (ausgedriickt in Form von hohen TOC-
Werten) kdnnten sich in Peakverschiebun-
gen duBern, da die Sdule unpolarer wird.
Schwermetallsalze (Komplexbildner)
konnten Ladungen in der Saule abschir-
men, was zu Faltungen der Proteine fiih-
ren konnte (vermehrte Aggregatbildung
der Antikorper). Diese Annahmen miissen
in weiteren Versuchen abgeklart werden.

Uber den erfolgreichen Einsatz von Ari-
um Pro-Reinstwasser bei der HPLC zur
Zuckeranalytik wurde bereits berichtet
[9]. Die dabei und bei der hier gezeigten
Analytik gemachten guten Erfahrungen
hinsichtlich der Nutzbarkeit als mobile
Phase sollen in Zukunft auf andere Trenn-

techniken z.B. der UHPLC ausgedehnt
werden. |
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