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Zusammenfassung

Die Fliissigkeitschromatografie ist eine unersetzliche Technik in der Proteomforschung und in
industriellen Downstream Prozessen. Die klassische Chromatografiesidule besteht dabei aus
einem Stahl- oder Glasrohr, das mit pordsen Partikeln gepackt wird. Die Transportphidnomene
bei diesen gepackten Sdulen sind komplex und machen das Scale-up schwierig. Eine effektive
Alternative bieten die Membranadsorber, die aus einer oder mehreren Lagen mikro- bzw.
makropordser Membranen bestehen und biospezifische Liganden auf ihrer inneren
Porenoberfliche enthalten.

Im Rahmen dieser Arbeit wird ein Baukastensystem auf Basis von Membranadsorbern
vorgestellt, mit dem schon im MikrolitermaRstab eine effiziente Strategie zur Aufreinigung
von Proteinen aus komplexen biologischen Proben entwickelt werden kann. Fiir diese
Anwendung wurden die von der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH hergestellten 8-strips
verwendet. Die Module sind mit unterschiedlich funktionalisierten Membranen versehen und
konnen in Kombination mit 96-well Platten zum Hochdurchsatz Screening eingesetzt werden.
Starke Ionenaustauscher (Q und S) und Metallchelat (IDA) Module wurden ndher
charakterisiert und mit Einheiten groerer Bettvolumina und anderer Bauformen verglichen
(spin columns, MA 75). Bei den Ilonenaustauschern konnte gezeigt werden, dass die
Bindungskapazitdt unabhéngig von der Modulform, der Ausdehnung des Membranbettes und
der Flussrate ist. Allerdings wurde eine Abhdngigkeit der Bindungskapazitit von der Anzahl
der Membranlagen beobachtet, die vor allem in einer unterschiedlichen Stromungsverteilung
in den einzelnen Membranlagen begriindet ist. Ein einfaches Up-scale von Einheiten mit
gleicher Membranlagenanzahl (8-strip, 15-lagig, 4,8 cm® und MA 75 Einheit, 15-lagig,
75 cm?) konnte erzielt werden. Als Anwendungsbeispiel fiir Ionenaustauscher Module wurde
das Wachstumshormon hGH aus CHO-Zellkulturiiberstinden iiber Kationenaustauscher-
membranen erfolgreich aufgereinigt. Die IDA 8-strips wurden direkt zur parallelen
Bestimmung der optimalen Aufreinigungsbedingungen von His-getaggten Enzymen
eingesetzt und die Ergebnisse auf IDA 75 Einheiten iibertragen.

Auf der Suche nach neuen Liganden werden zunehmend Aptamere fiir den Einsatz in
chromatografischen Aufarbeitungsprozessen diskutiert. Aptamere sind kurze einzelstringige
DNA- oder RNA-Oligonukleotide, die ihre Targetmolekiile mit hoher Affinitit und Spezifitit
binden konnen. So wurde im zweiten Teil der Arbeit eine Aptamer-basierte Affinitéts-
chromatografie entwickelt. Hierzu wurden zwei gegen den His-Tag gerichtete Aptamere als
Modellliganden verwendet. Zur Immobilisierung der Aptamere wurden verschiedene
Oberflichen (pordse Agarose Partikel, Membranen, Magnetic Beads) mit unterschiedlichen
Funktionalititen (Aldehyd, Epoxy, Carboxyl, Amino) untersucht. Die aminofunktionalisierten
Aptamere konnten durch Aktivierung mit Cyanurchlorid unter Erhalt ihrer aktiven
Konformation an NH,-Magnetpartikel immobilisiert werden. Nach Optimierung und
Charakterisierung der entwickelten Aptamerchromatografie wurden His-getaggte Proteine aus
Fermentationsbrithen erfolgreich aufgereinigt, wobei die Wiederverwendbarkeit und
Langzeitstabilitdt der Aptamerpartikel demonstriert werden konnte.

Schlagworte: Membranadsorber, Aptamere, Magnetpartikel
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Abstract

Liquid chromatography is an indispensable tool in proteomics research and industrial
applications. Chromatographic techniques are traditionally carried out using packed beds. The
complex transport phenomena of packed bed chromatographic processes make the scale-up
difficult. An effective alternative presents the membrane adsorber based downstreaming.
Membrane adsorbers are composed of one or more layers of microporous and macroporous
membranes, which are modified by diverse biospecific ligands.

Within the scope of this thesis, a modular construction system concept based on membrane
adsorber technology was developed to screen different target proteins and to devise the most
efficient strategy for their fast and direct separation and purification. For the implementation
of this concept, 8-strip devices were designed by Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen.
Each 8-strip represents a certain membrane type (e.g., ion exchanger, metal chelate) and can
be arranged in the 96-well format. To demonstrate the flexible applicability of the developed
membrane adsorber based devices in a high-throughput downstream screening system, the
adsorption capacity and the selectivity of the strong ion exchange (Q and S) and metal chelate
(IDA) adsorber membranes, as well as the effect of loading-elution conditions, were
investigated and compared with membrane modules with a larger bed volume and other types
of construction (spin columns and MA 75 units). It could be shown that the binding capacity
of ion exchangers is not limited by the type of construction, the expansion of the membrane
bed and flow rate. However, the binding capacity was dependent on the stacks of large
number of membranes, which is caused by the variable flow dispersion in the several
membrane layers. An easy scale-up of the units equal number of membranes (8-strip, 15
layers, 4.8 cm? and MA 75 unit, 15 layers, 75 cm?) was demonstrated. As example of use for
ion exchanger modules the human growth hormone (hGH) was succesfully purified from
CHO cell culture supernatant on cation exchange membranes. The IDA 8-strips were applied
in the determination of the optimal purification conditions of his tagged enzymes and the
results were carried on IDA 75 units.

In search of new ligands, aptamers are increasingly discussed for the application in the
chromatographic purification processes. Aptamers are short single stranded DNA or RNA
oligonucleotides binding their target molecules with high affinity and specificity. Therefore,
in the second part of the thesis an aptamer based affinity chromatography was developed. For
this purpose, two aptamers against his tag were utilised as model ligands. To immobilise the
aptamers, several surfaces (porous agarose particle, membranes, magnetic beads) with
different functionalities (aldehyde, epoxy, carboxyl, amino) were investigated. Under
maintenance of their active conformation, the amine-modified aptamers could be immobilised
on amino magnetic beads by activation with cyanuric chloride. After optimisation and
characterisation of the developed aptamer chromatography, the succesful purification of his
tagged proteins from fermentation broths was achieved, whereas the reusability and the long-
term stability of the aptamer beads were demonstrated.

Keywords: membrane adsorber, aptamer, magnetic beads
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1 Einleitung und Aufgabenstellung 1

1 Einleitung und Aufgabenstellung

In der pharmazeutischen Industrie ist eine wachsende Nachfrage nach rekombinanten
Proteintherapeutika zu beobachten. Mehrere biologische Préparate sind entweder bereits in
Phase III der klinischen Studien oder warten auf Zulassung. Um den Bedarf des Marktes zu
decken, werden dabei einige Pridparate in groeren Mengen produziert (groBBer 1 g pro Patient
und pro Jahr). Neben den Produkten von therapeutischem Interesse bestehen auch Protein-
und Enzymapplikationen in der Landwirtschaft, der Nahrungsmittel-, Futter, chemischen und
pharmazeutischen Industrie sowie in der Analyse und Molekularbiologie. Die weltweiten
Enzymabsitze sind mit iiber 500 Produkten fiir mehr als 50 Applikationen iiber 2 Mrd. Dollar
pro Jahr [1].

Im Gegensatz zu den industriellen Enzymen, bei denen die Herstellungskosten minimal sein
konnen, ist die Produktion von Proteintherapeutika mit hohen Kosten verbunden. Dabei fallen
50-80 % der gesamten Herstellungskosten auf die Isolations- und Feinreinigungsprozesse [2].
Dies ist bedingt durch die strengen Qualitdtsanforderungen, die fiir diese Proteinprodukte
vorgeschrieben werden (wie z. B. Wirksamkeit, Stabilitdt, Pharmakokinetik und Pharmako-
dynamik). Entsprechend den Validierungsplénen miissen die therapeutischen Proteine von
Kontaminanten wie Wirtszellproteinen, Nukleinsduren, Endotoxinen, Pyrogenen, Viren,
Zellkulturadditiven, Antibiotika und Auswaschungen vom Chromatografie Medium (Ligan-
denausblutung) sowie von inaktiven und modifizierten Formen des Produkts befreit werden
[3, 4]. Zur Senkung der Kosten fiir das Downstream Processing sind effektive analytische und
praparative Werkzeuge notwendig.

Des Weiteren ist im Bereich biotechnologischer Forschung die Isolierung und Aufreinigung
von Proteinen aus komplexen biologischen Systemen wie Zellkulturiiberstdnden, bakteriellen
Fermentationsbrithen und tierischen oder pflanzlichen Extrakten eine wesentliche
Voraussetzung fiir die anschliefende Untersuchung von Struktur und Funktion. Dabei wird in
der Regel im MikrolitermaBstab gearbeitet und es ist von entscheidender Bedeutung, milde
und produktschonende Bedingungen flir den Aufreinigungsprozess zu entwickeln, um eine
Denaturierung des Proteins und einen damit einhergehenden Verlust der biologischen
Aktivitdt zu verhindern [5, 6]. Beispielsweise werden bei den strukturellen Genomprojekten
zur Kontrolle von Expressionsklonen Proteine im Hochdurchsatz in Mikrotiterplatten
exprimiert. Dies erfordert eine schnelle und parallele Bearbeitung der anfallenden Proben
unter Verwendung kosteneffektiver Methoden [7].

Vor diesem Hintergrund sollen im Rahmen dieser Dissertation integrierte Systeme auf Basis
der Membranadsorbertechnologie zur Aufreinigung von Proteinen untersucht werden. Diese
Systeme sollen eine gezielte und schnelle Problemlosung der vorliegenden Trennaufgabe
ermdglichen.
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Dabei soll zundchst in einem kleinen Maf3stab eine geeignete Kombination von Membran-
basis, Derivatisierung der Membran und entsprechender Dekoration, sowie geeignete
Immobilisierungs- und Elutionsbedingungen gefunden werden. Fiir diese Anwendung sollen
Screening-Module eingesetzt werden, die die Testung unterschiedlicher Membransysteme
unter gleichen Bedingungen zur Abtrennung der gewiinschten Komponente erlauben.
Verschiedene Membranen kdnnen kombiniert werden, um damit eine optimale Aufreinigung
der gewiinschten Komponente zu erzielen. Dariiber hinaus wird eine moglichst umfassende
Beschreibung der Dynamik von Stofftransport und Adsorption in der Membran-
chromatografie angestrebt, wobei das Bindungs- und Durchbruchverhalten, die Bindungs-
kapazititen sowie die Scale-up-Fahigkeit verschiedener Membranadsorber (Ionenaustauscher,
Affinititsmembranen) durch die Verwendung eines modularen Kartuschensystems bestimmt
werden.

Im zweiten Teil der Arbeit soll eine neuartige Aptamer-basierte Affinitdtschromatografie
entwickelt werden. Unter Aptameren versteht man synthetische DNA und RNA Molekiile, die
Liganden hochspezifisch binden kdnnen. Obwohl Aptamere sich strukturell von Antikdrpern
unterscheiden, ahmen sie die molekularen Erkennungseigenschaften von Antikoérpern nach.
Sie konnen daher Antikdrper substituieren und bieten den Vorteil, dass sie eine hdhere
Stabilitit aufweisen und giinstiger zu produzieren sind.

Bei der Entwicklung der Aptamerchromatografie werden verschiedene Oberfldchen (pordse
Partikel, Magnetic Beads, Membranen) mit unterschiedlichen Funktionalititen (Aldehyd,
Epoxy, Carboxyl, Amino) zur Immobilisierung des Aptamers untersucht, wobei die Aktivitit
des immobilisierten Aptamers gewéhrleistet werden muss. Anschliefend sollen dann {iber die
Aptamer-funktionalisierten Matrices Proteine aus Fermentationsbrithen unter Ermittlung der
optimalen Bedingungen aufgereinigt werden.
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2 Grundlagen der priparativen Chromatografie

Die Fliissigkeitschromatografie ist eine wichtige Technik in der Proteinforschung und Large-
scale Proteinaufreinigung, die die Trennung von Proteinen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Eigenschaften erlaubt [8, 9]. Das Prinzip der Fliissigkeitschromatografie beruht darauf, dass
geloste Substanzgemische in mobiler Phase {iber eine stationdre Phase wandern und dabei
aufgrund unterschiedlich starker Wechselwirkungen der einzelnen Komponenten mit der
stationdren Phasenoberfldche aufgetrennt werden.

Ein herkdmmliches chromatografisches Trennsystem ist aufgebaut aus einer Trennséule, einer
Losungsmittelpumpe, der Probenaufgabe und der Detektion. Die Trennsdule ist dabei das
Kernstiick des Systems. Sie besteht aus einem Stahl- oder Glasrohr, das mit dem Fiillmaterial,
der stationdren Phase, gepackt wird. Fiillmaterialien sind entweder pordse oder nichtpordse
feste Partikel von mdglichst einheitlicher Grofe. Sie enthalten kovalent gebundene,
funktionelle Gruppen, welche fiir die Trennmethode spezifisch sind [10].

Drei unterschiedliche Material-Gruppen werden fiir die Chromatografie von Proteinen
verwendet [11]:

- Biopolymere wie Cellulose, Dextran, Agarose oder Chitosan

- Synthetische Polymere wie Polyacrylamid, Methacrylate oder Polyvinylben-
zol/Polystyrol

- Anorganische Polymere wie Kieselsdure, Zeolithe, Zirkoniumoxid, Hydroxyapatit
oder pordse Glaskiigelchen

Die charakteristischen Eigenschaften eines Proteins ermdoglichen eine Isolierung und
Reinigung des Proteins aus biologischen Matrices. In Tabelle 2.1 sind die Eigenschaften, die
in der Chromatografie ausgenutzt werden, zusammengefasst [12-15].

Tabelle 2.1 Wechselwirkungen in der Proteinchromatografie.

Name Wechselwirkung Trennung durch
Adsorptionschromatografie Oberflachenbindung Molekulare Struktur
lonenaustauschchromatografie lonenbindung Oberflachenladung
GroRenausschlusschromatografie GroRenausschluss Molekulare Grée und Form
Affinitdtschromatografie Biospezifische Adsorption/Desorption Molekulare Struktur

Hydrophobe Interaktionschromatografie Hydrophobe Komplexbildung Hydrophobizitat und hydrophobe Stellen
Metalchelat Chromatografie Koordinationskomplex Komplexbildung mit

Ubergangsmetallionen
Normal-phase Chromatografie Hydrophobe Komplexbildung Hydrophobizitat

Reversed-phase Chromatografie Hydrophobe Komplexbildung Hydrophobizitat




2 Grundlagen der préaparativen Chromatografie 4

Die Ionenaustauschchromatografie ist weiterhin das ,,Arbeitspferd fiir die Large-scale
Proteinaufreinigung in der biotechnologischen Industrie. Die Retention der Proteine in
Ionenaustauscher Systemen hdngt zum einen von der Oberflichenladungsverteilung des
Proteins, zum anderen von der Ligandendichte an der stationdren Phase sowie vom pH-Wert
und Salzgehalt der mobilen Phase ab. Aufgrund dieser Abhéngigkeit wird der Chromato-
grafieprozess zur Erzielung einer effizienten Aufreinigung im linearen oder Stufengradienten
Operationsmodus durchgefiihrt [8].

Die Affinitdtschromatografie ist die Trennmethode mit der groBBten Spezifitit und Selektivitét
fiir die Isolierung von Biomolekiilen [16]. Hierbei werden die Proteine auf der Basis von einer
reversiblen Interaktion zwischen einem Protein (oder einer Gruppe von Proteinen) und einem
spezifischen, matrixgebundenen Liganden isoliert. Typische Interaktionspartner, die in der
Affinititschromatografie benutzt werden, sind:

¢ Enzym < Substrat, Cofaktor, Inhibitor

e Antikorper < Antigen, Virus, Zelle

e Lectin < Glykoprotein, Polysaccharid, Zelle

e Nukleinsdure < komplementére Basensequenz, Polymerase, Protein
e Hormon, Vitamin < Rezeptor, Carrier

e Glutathion < Glutathion-S-transferase

e Immunoglobulin (IgG) < Protein A, Protein G

e Metallionen < native Proteine mit Histidin, Cystein und/oder Tryptophan Resten auf
threr Oberfliche

Um eine effiziente Aufreinigung von rekombinanten Proteinen aus rohen Zellextrakten oder
Kulturiiberstinden zu verwirklichen, wurden mehrere Fusionssysteme entwickelt, in denen
das Targetprotein genetisch so verdndert wird, dass durch Einfiihrung eines C- oder N-
terminalen Polypeptid-Restes die oben genannten Interaktionen ausgenutzt werden konnen:
ganze Enzyme mit Affinitdt zu immobilisierten Substraten oder Inhibitoren; Peptid-bindende
Proteine mit Affinitdt zu Immunoglobulin G oder Albumin; Kohlenhydrat-bindende Proteine
oder Dominen; Biotinylierung; Antigen Epitope mit Affinitit zu immobilisierten mono-
klonalen Antikorpern; geladene Aminosduren fiir die Nutzung auf Ladung basierter
Methoden; poly(His) Reste fiir den Einsatz in der immobilisierten Metallchelat Affinitéts-
chromatografie und andere poly(Aminosduren) mit Bindungsspezifititen basierend auf
Eigenschaften der Aminosdure-Seitenkette [17].

Konventionelle Chromatografiesdulen sind beschrinkt durch intrapartikuldre Diffusion, hohen
Druckabfall und das Auftreten von Kurzschlussstromungen. Die innere Oberfliche der
pordsen Partikel ist fiir geloste Substanzen nur durch Diffusion erreichbar. Diese
Abhéngigkeit von intrapartikuldrer Diffusion steigert die Transportzeit bei Makromolekiilen,
folglich steigt auch das Elutionsvolumen. Wiahrend des Trennprozesses iiber die gepackte
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Sdule kommt es wegen Verfestigung der Schiittung durch Mediumdeformation und aufgrund
von Séulenverstopfung durch Ansammlung von kolloidalem Material zu einem hohen
Druckabfall. Das Auftreten von Kurzschlussstromungen fiihrt zu einer geringeren Nutzung
der Packung. Hierdurch ist das Transportphdnomen von auf gepackten Sdulen beruhenden
Prozessen kompliziert und macht das Scale-up schwierig [18-20].

Zur Vermeidung dieser Probleme wurde vor allem die Prozessfiihrung variiert. So wurde in
den letzten Jahren die Expanded-bed Chromatografie untersucht, wobei dieser Prozess
aufgrund der kurzen Lebensdauer der Tragerpartikel keinen Einstieg in die industrielle Praxis
gefunden hat. Andere Konzepte verfolgten die Entwicklung von kontinuierlichen
Chromatografieprozessen, wie die Simulated Moving-bed Technologie [21] oder Preparative
Continuous Annular Chromatografie [22]. Auch diese Verfahren konnten die gepackte
Sdulenchromatografie nicht vollig ersetzen, da in vielen Féllen die betriebliche
Zuverldssigkeit und Reproduzierbarkeit gering und die Kosten relativ hoch sind [23].

Deshalb wurde in der Literatur nach Chromatografiealternativen gesucht. Von Przybycien et
al. (2004) wurde ein Ubersichtsartikel iiber die kiirzlich in der Literatur vorgestellten
Technologien publiziert. Diese Alternativen werden allgemein als Bulk, Feld-basierte und
adsorptive Separationstechniken charakterisiert. Bulk Separationen sind durch Phasenwechsel
gekennzeichnet, wihrend Feld-basierte Separationen auf ein angelegtes Kraftfeld (Fluss,
magnetisch oder elektrisch) und adsorptive Trennungen auf Sorbent-Sorbat Interaktionen
basieren [24]. Diese Verfahren sind beziiglich ihres Auflosungspotenzials und der
industriellen Reife in Abbildung 2.1 dargestellt [25]. Die S&dulenchromatografie ist das
Standardverfahren in industriellen Applikationen. Die stiarkste Alternative hierzu ist zur Zeit
die Kristallisation. Aber auch die Membranchromatografie findet in industriellen Prozessen
immer hdufiger Anwendung.

High
Selected industrial applications  Several industrial applications

—_
Packed-bed chromatography
. (industry standard)
Field-based separations 0
/ Membrane
=
Monaliths chromatography Crystallization

MLFTPP

Adsorptive separations

Dulk sepaations

|

Affinity
precipitation

Resolution potential

ATPE
HPTFF

TPP

Precipitation

Low Industrial maturity High
Current Opinion in Biotschnology

Abbildung 2.1 Analyse von Chromatografie Alternativen im Hinblick auf das relative Aufléosungspotenzial und
industrielle Reife. ATPE, aqueous two-phase extraction; HPTFF, high-performance tangential flow filtration;
MLFTPP, macroaffinity ligand-facilitated three-phase partitioning; TPP, three-phase partitioning. Quelle: Przybycien et
al. (2004) [25].
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2.1 Membranadsorber

Membranadsorber stellen eine spezielle Form der stationdren Phase in Chromatografie-
Verfahren dar. Diese Adsorber bestehen aus einer oder mehreren Lagen mikro- bzw.
makropordser Membranen, die biospezifische Liganden auf ihrer inneren Porenoberfléche
enthalten [26, 27]. Sie funktionieren als extrem kurze chromatografische Saulen mit grolem
Durchmesser [28-30]. Durch Verwendung solcher Membraneinheiten konnen einige
Probleme, die mit den klassischen Tridgermaterialien verbunden sind, liberwunden werden
[31].

Bei Membranadsorbern ist im Gegensatz zu gepackten Sdulen der Durchflusswiderstand
aufgrund hoherer Porositét niedrig. Der Losungsmitteltransport erfolgt in erster Linie durch
Konvektion, wodurch die Prozesszeit und das Elutionsvolumen reduziert werden. Der
Druckabfall ist ebenfalls deutlich niedriger und es konnen konstante dynamische
Bindungskapazititen sogar bei hohen Flussraten erzielt werden [117]. Durch den Einsatz von
Membraneinheiten kann auch das Scale-up-Problem umgangen werden. Dariiber hinaus sind
diese Einheiten generell einfacher und billiger zu produzieren [32, 33].

Neben diesen Vorteilen weist die Membranchromatografie auch einige Nachteile auf. Ein
Schwachpunkt von Membranadsorbern liegt in der im Vergleich zu gepackten Séulen
geringen Bindungskapazitit. Dies kann auf das niedrige Verhédltnis von Oberfliche zu
Bettvolumen zuriickgefiihrt werden. Ineffiziente Einlaufflussverteilungen machen sich in der
Membranchromatografie aufgrund einer groBen Frontalfliche hinsichtlich der Betthohe
besonders bemerkbar. Im Innern des Adsorbers wird die Losungsmittelfront durch die
Flussverteilung deformiert, daraus folgt eine Verbreiterung der Form der Durchflusskurve,
was wiederum zu einer Reduktion der effektiven Adsorbensnutzung fiihrt. Die optimale
Adsorbensnutzung wird auch durch eine ungleichméfige Porengrofenverteilung vermindert.
Die Fliissigkeitszufuhr erfolgt hauptsdchlich durch die groBeren Poren und nur wenig
Material erreicht die innere Oberflédche der kleineren Poren. Ein dhnliches Problem tritt bei
ungleichmafiger Dicke der Membran auf. Der Fluss wird infolge niedrigeren Druckabfalls
dort geférdert, wo die Membranstirke gering ist. Durch Verwendung von Adsorbereinheiten
mit mehrlagigen Membranen kdnnen diese Probleme minimiert werden [19]. Membran-
adsorber werden am besten bei Aufreinigungsprozessen eingesetzt, in denen gro3e Volumina
mit einer geringen Konzentration Zielprotein bearbeitet werden miissen [18, 34, 35].

Verschiedene kommerziell erhéltliche Membranadsorber differieren in Modulaufbau und
Membranfunktionalitdit und werden im Labor sowie in industriellen Prozessen eingesetzt
(z. B. Membranadsorber der Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen). Die Membranen
bestehen dabei aus regenerierter Cellulose [36] und sind mit starken/schwachen
Ionenaustauschern, metallchelatisierenden Gruppen oder mit Protein A funktionalisiert. Es
sind auch Membranen mit Epoxy- oder Aldehyd-Gruppen erhiltlich, bei denen die
Dekoration mit anderen Liganden wie z. B. Antikorpern erfolgen kann. Die Modulvariation
reicht von Sartobind MA-Einheiten mit 0,14 — 2,8 ml Bettvolumen (5 - 20 Membranlagen) bis
hin zu Sartobind Systemen mit 35 — 2130 ml Bettvolumen (15 - 60 Membranlagen) fiir den
groBtechnischen Einsatz [37-39]. Die Verwendung von Sartobind® MA-Einheiten als ersten
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Schritt im Scale-up von Downstream Prozessen konnte am Beispiel der Molke-Aufarbeitung
erfolgreich demonstriert werden [40]. Zhou und Tressel (2006) zeigten durch eine
Kostenanalyse, dass lonenaustauscher Membranchromatografie als Polishing-Schritt im
Flow-through Modus eine praktikable und giinstige Alternative zu Ionenaustauscher
Saulenchromatografie fiir die Antikorperproduktion im ProzessmaBstab bietet [41].

2.2 Magnetpartikel

Als eine weitere Alternative zu gepackten Séulen entwickelte sich in der molekular-
biologischen und im diagnostischen Bereich der Einsatz von magnetischen Nanopartikeln als
ein effizientes Werkzeug fiir eine schnelle und einfache Extraktion von Biomolekiilen [42].

Magnetpartikel sind Eindoménen Magnetdipole, die in Abwesenheit eines magnetischen
Feldes keine gerichtete Orientierung aufweisen. Die magnetischen Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkungen sind schwach (<1 kT) und thermische Einfliisse dominieren die Dispersion der
Partikel. Erst beim Anlegen eines dulleren Magnetfeldes richten sich die Partikel parallel zum
Magnetfeld aus und koénnen so abgetrennt werden. Im feldfreien Raum kehren sie dann
wieder in den ungeordneten, frei beweglichen Zustand zuriick. Eine Restmagnetisierung und
Partikelaggregation tritt dabei nicht auf. Dieses hysteresefreie Verhalten wird als
Superparamagnetismus bezeichnet [43, 44].

Die superparamagnetischen Partikel werden zum einen durch Emulsionspolymerisation von
Methacrylat und Divinylbenzol in Anwesenheit von Magnetit Nanopartikeln, die mit Olsiure
beschichtet sind, hergestellt. Hierbei werden Partikel mit einem Durchmesser von 390 nm und
einer sternformigen Struktur erhalten. Eine andere Moglichkeit zur Herstellung von
Magnetpartikeln ist die Gasphasenkondensation von Eisen(IlI)-acetylacetonat mit Tetraethyl-
ortosilicat bei einer Reaktionstemperatur von 1000 °C und einem Druck von 40 mbar. Ein
anderes Verfahren ist die basische Fillung einer Eisen(Il)-/Eisen(III)-Chloridlésung. Die
erhaltenen Magnetit-Nanopartikel (Fe;O4) konnen dann {iber einen Sol-Gel-Prozess oder {iber
langsame Polymerisation einer Natriumsilikatlosung mit Silica beschichtet werden [44, 45].

Die Nutzung von Magnetpartikeln als reaktive Matrix erlaubte die Entwicklung von
einfachen, schnellen und effizienten Methoden fiir die Isolierung von biologischen
Zielmolekiilen. Heutzutage konnen diese Prozesse zweckméBigerweise andere Techniken wie
Zentrifugation, Filtration und Chromatografie ersetzen. Im biomedizinischen Bereich ist in
zahlreichen Publikationen die Verwendung von Magnetpartikeln zur Trennung von
Biomolekiilen, Zellsortierung und Wirkstofffreisetzung, abgehandelt [46]. Dariiber hinaus
sind Magnetpartikel weit verbreitet in der Molekularbiologie, medizinischen Diagnostik und
Therapie [47]. Die grofite Applikation betrifft jedoch die Extraktion von Biomolekiilen wie
Proteinen, Antikorpern und Nukleinsduren [48-51]. Antikorper tragende Magnetpartikel
werden beim Capturing von spezifischen Bakterien und Viren eingesetzt [52]. Einige
publizierte Anwendungsbeispiele sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.
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Tabelle 2.2 Ubersicht iiber unterschiedliche publizierte Anwendungen von Magnetpartikeln.

Funktionalisierung Anwendung Literatur

Lektin Isolierung von Glykopeptiden aus humanem Serum [53]

Ni-NTA automatisierte Aufreinigung von His-Tag Proteinen [54]

Antikérper Hochdurchsatzisolierung von Peptiden aus humanem Serum [55]

AT-reiches Oligonukleotid Selektion von verscr_nedenen M(_adlkamenten zur [56]
massenspektrometrischen Bestimmung

- . Untersuchung von kinetischen, selektiven und stereoselektiven

Penicillin Amidase . ) o [57]
Eigenschaften von immobilisiertem Enzym

Polymyxin B Entfernung von Lipopolysacchariden aus rekombinanten Proteinproben [58]

Diethylaminoethyl-Gruppen Capturing von Plasmid DNA direkt aus dem Zelllysat [59]

Antikorper gegen Isolierung und Expansion von Zellen [60]

Zelloberflachenmarker

Palladium Suzuki Kreuz-Kopplungsreaktion [61]

2.3 Aptamere als neuartige Affinititsliganden
priparativen Chromatografie

in der analytischen und

Unabhéngig voneinander berichteten 1990 drei unterschiedliche Laboratorien iiber ihre
Ergebnisse in der Entwicklung einer in vitro Selektions- und Amplifikationstechnik fiir die
Isolierung von spezifischen Nukleinsduresequenzen, die im Stande waren, Targetmolekiile
(Zielmolekiile) mit hoher Affinitdt und Spezifitidt zu binden. Die Technik wurde als SELEX
(systematic evolution of ligands by exponential enrichment) und die resultierenden
Oligonukleotide als Aptamere bezeichnet [62-64]. Aptamere, abgeleitet vom Lateinischen
aptus (passend, einpassen), sind spezifische DNA- oder RNA-Oligonukleotide mit der
Féhigkeit unterschiedliche Targetmolekiile wie Peptide, Proteine, Wirkstoffe, organische und
anorganische Molekiile oder auch an ganze Zellen mit einer hohen Affinitit und Spezifitit zu
binden [65].

2.3.1 SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment)

Aptamere werden mit Hilfe des SELEX Prozesses, der iterative Zyklen aus Adsorption,
Selektion und Amplifikation umfasst, aus einer Bibliothek mit vielen unterschiedlichen
Oligonukleotidsequenzen selektiert (Abbildung 2.2). Die Nukleinsdurebibliothek wird durch
kombinatorische Chemie hergestellt und besteht aus 10'*-10"° DNA oder RNA Molekiilen,
die eine Random-Region mit zufilliger Basenabfolge enthalten, welche auf beiden Seiten von
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definierten Primersequenzen fiir die Amplifikation flankiert ist. Der erste Zyklus im SELEX
Prozess wird durch Inkubation des Targets mit der Bibliothek initiiert. Das Zielmolekiil kann
dabei an Magnetpartikel, Affinititssdulen oder Mikrotiterplatten immobilisiert sein oder frei
in Losung vorliegen. Die Trennung der ungebundenen DNA/RNA Molekiile von den an das
Target gebundenen Sequenzen erfolgt bei nicht immobilisierten Targets durch Filtrations-
technik (z. B. Nitrocellulosefilter). Aber auch die Kapillarelektrophorese wird als eine
effiziente Methode zur Abtrennung von bindenden Sequenzen in der Literatur vorgestellt
[65]. Nach der Isolierung dieser Sequenzen erfolgt die Amplifikation mittels PCR
(polymerase chain reaction). Der nichste Selektions-Amplifikations-Zyklus wird mit der nun
verkleinerten Bibliothek durchgefiihrt. Mit jedem Zyklus wird die Stringenz der Selektion
erhoht und die Konzentrationen von DNA/RNA und Target werden reduziert. Um die
Spezifitit des Aptamers zu erhohen, werden Negativ-Selektionen durchgefiihrt, bei der
Liganden entfernt werden, die unspezifisch an die feste Phase binden. Die Counter-SELEX ist
eine weitere Mdoglichkeit zur Erhéhung der Spezifitit. Hierbei werden Aptamere abgetrennt,
die an strukturelle Analoge des Targets binden. Nach Erreichen einer Affinititsséttigung (fiir
die meisten Targets sind 8-15 Zyklen notwendig), wird die angereicherte Bibliothek kloniert
und sequenziert. Einzelne Sequenzen werden durch Bindungsstudien mittels Fluoreszenz-
oder Radioaktivititsassays, Oberflichenplasmonresonanz oder Fluoreszenz-Korrelations-
spektroskopie nédher charakterisiert. Schlielich wird/werden Aptamer(e) mit hdchsten
Affinitdten und Spezifititen in groBerem Maf3stab chemisch synthetisiert.

2.3.2 Charakteristika von Aptameren

Mehrere Vorteile von Aptameren machen ihre Nutzung in analytischen oder klinischen
Applikationen vielversprechend. Zum einen kdnnen Aptamere auch gegen nicht immunogene
und toxische Targets selektiert werden, da der SELEX-Prozess nicht auf der Induktion von
tierischen Immunsystemen beruht, wie es bei der Antikorpergenerierung der Fall ist [66].
Zum anderen kann die SELEX so manipuliert werden, dass Aptamere gegen eine spezifische
Region des Targets produziert werden; ein Aspekt, der manchmal mit Antikdrpern nicht
moglich ist. AuBlerdem kann die Selektion unter nicht physiologischen Bedingungen
durchgefiihrt werden, so dass Aptamere auch unter extremen Bedingungen aktiv sind (z. B.
Anwesenheit von Losemitteln, niedriger pH-Wert).

Die Kenntnis der kritischen Sequenz zur Targetbindung ermdglicht neben der Markierung mit
Reporterproteinen wie Fluorophoren oder Enzymen auch die Immobilisierung, ohne die
Affinitdt des Aptamers zu beeinflussen. Durch den Wiedererhalt der nativen Konformation
nach Denaturierung koénnen Aptamere fiir analytische Applikationen und Biosensoren
regeneriert werden, indem der Aptamer-Target-Komplex z. B. durch Zusatz von chaotropen
Mitteln gebrochen wird.
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Das Verstindnis der Konformation und Bindungseigenschaften fiihrte zum Einsatz von
Nukleinsduren in der Entwicklung von neuen analytischen Verfahren, die auf molekularer
Erkennung basieren [67, 68]. Die Sekundérstruktur des Aptamers enthilt neben den iiblichen
kanonischen Basenpaaren auch Mismatch- Paarungen und Triplets. Die Interaktion eines
Aptamers mit seinem Target hingt eng mit der dreidimensionalen Faltung des Aptamers
zusammen. Zwei Mechanismen werden fiir die Interaktion diskutiert: die adaptive Bindung
und die Bindung nach dem Schliissel-Schloss Prinzip. Bei der adaptiven Bindung bildet das
Oligonukleotid zwar auch in Abwesenheit des Zielmolekiils dreidimensionale Struktur-
elemente (Stdmme und Loops), diese sind jedoch nicht in eine stabile 3D Konformation
eingebunden und die eigentliche Struktur wird erst durch Initiation des Targets ausgebildet
(Induced Fit Mechanismus) [69].

Nach dem zweiten Bindungsmodell nimmt das Aptamer bereits in Abwesenheit des Targets
die zur Bindung erforderliche Faltung ein und tritt in einem Schliissel-Schloss Prinzip mit
dem Target in Wechselwirkung. Bei beiden Mechanismen erfolgt die Target-Bindung iiber
van der Waals-Krifte, Wasserstoftbriickenbindungen und elektrostatische Wechselwirkungen.
In der Literatur wird auch iiber die lonenabhingigkeit der Aptamer-Target-Bindung berichtet,
wonach Kationen wie Mg®", Mn>", Na" oder K~ die aktive Konformation des Aptamers
stabilisieren [70, 71].

Aptamere zeigen ihren Targetmolekiilen gegeniiber mit Kg-Werten im picomolaren Bereich
vergleichbare, wenn nicht bessere, Affinitditen wie monoklonale Antikorper. Hierbei muss
jedoch beachtet werden, dass fiir Aptamere aufgrund ihrer kleinen Grofe eine gesteigerte
Sensitivitdt mit Techniken erwartet werden kann, bei denen das Signal der Affinitdtsmessung
mit zunehmender Ndhe zur Messwandler-Oberfliche steigt (z. B. Elektrische Impedanz
Spektroskopie, Oberflichenplasmonresonanz, Transmissionplasmonresonanz). Zusitzlich
konnen Aptamere gerade bei sehr dhnlichen Strukturen Bindungsspezifititen mit 10000 bis
12000facher Unterscheidung gegeniiber den Targetmolekiilen aufweisen, so wie im Falle des
Theophyllin Aptamers, bei dem das Koffein-Molekiil aufgrund des Vorhandenseins einer
Methylgruppe von dem RNA Aptamer diskriminiert wird [72].

Ein Hauptproblem in der Anwendbarkeit von Nukleinsduren ist die Anfdlligkeit gegeniiber
Nukleasen, wobei DNA-Aptamere weniger anfillig sind als RNA-Molekiile. Die reaktive
Hydroxylgruppe an der 2°-Position im Pentosering greift den benachbarten Phosphordiester
zur Bindung eines zyklischen 2°-3‘-Phosphats an, wodurch die Bindung zum néchsten
Nukleotid gelost wird. Diese Reaktion wird insbesondere durch endogene Ribonukleasen, die
sich liblicherweise in biologischen Proben befinden, katalysiert. Um die Stabilitdt von RNA
zu erhohen, werden 2°-amino- oder 2°-fluoromodifizierte Aptamere verwendet [73]. Auch der
Zusatz von Ribonukleaseinhibitoren kann die Degradierung von RNA-Liganden verhindern.
Einen alternativen Ansatz zur Herstellung nukleaseresistenter Aptamere bieten die
Spiegelmere. Spiegelmere sind synthetische spiegelbildliche RNA (L-RNA) oder DNA (L-
DNA) Oligonukleotidliganden, die auf der nicht natiirlichen enantiomeren Form L-Ribose
bezichungsweise L-2°-Deoxyribose basieren. Sie binden spezifisch an das Zielmolekiil,
werden aber nicht von Ribonukleasen erkannt und somit auch nicht zersetzt. Bei dem
SELEX-Prozess erfolgt die Selektion der D-Oligonukleotide gegen das synthetische
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Enantiomer des Zielmolekiils. Das spiegelbildliche Aptamer zu der so selektierten Sequenz
bindet dann an das eigentliche Zielmolekiil.

2.3.3 Anwendung von Aptameren in der Affinititschromatografie

Als Ersatz fiir die im Allgemeinen als Fénger- oder Detektionsmolekiile verwendete
Antikorper wird in der Literatur zunehmend die Applikation von Aptameren beschrieben.
Neben zunehmenden diagnostischen [74] und therapeutischen Applikationen [75-77] finden
Aptamere in der Sensorik [78-81] und auf Microarrays [82, 83] sowie in der Protein Blot
Analyse und in ELISA analogen Experimenten umfangreiche Anwendung [84-86].

Auch in der Affinititschromatografie werden Aptamere eingesetzt. Durch diesen Einsatz
konnen einige Nachteile, die mit herkdmmlichen Immunoaffinititssdulen verbunden sind,
tiberwunden werden. Die Immobilisierung von Antikdrpern an die Séule erfolgt meist nicht
gleichméBig, was eine Reduzierung der Bindungskapazitit sowie ein Leaching des
Antikorpers von der Sdule zur Folge haben kann. Auflerdem wird die Ligandendichte der
Antikorper auf chromatografischen Oberflichen aufgrund der relativ hohen GroBe (ca.
150 kDa) begrenzt. Zuletzt konnen die extremen Elutionsbedingungen wie pH, Detergenzien,
organische Losemittel oder chaotrope Salze zur Denaturierung des Antikdrpers und
womoglich auch des Targets (z. B. Protein) fiihren. Bei Aptameren werden dagegen milde
Elutionsbedingungen und aufgrund der geringeren Grofe (ca. 13-26 kDa bei 40-80 nt) hohere
Ligandendichten erwartet. Zudem konnen Aptamere durch entsprechende Modifikation
gezielt an stationdre Phasen immobilisiert werden [87].

Eine Ubersicht iiber die Applikationen der Aptamere in der Affinitits- und Elektro-
chromatografie geben Ravelet et al. (2006) [87], Mosing und Bowser (2007) [88] sowie
Mairal et al. (2008) [65]. Es wird festgestellt, dass die Anwendung der Aptamere in der
Chromatografie noch auf wenige Aptamere beschriankt ist (Tabelle 2.3). Drolet und
Mitarbeiter [89] présentierten 1999 die erste Arbeit beziiglich der Nutzung eines
immobilisierten DNA Aptamers als stationdre Affinititsphase. Ein Aptamer mit 36
Nukleotiden, einer hohen Spezifitit und Affinitdit zum humanen L-Selektin wurde zur
chromatografischen Aufreinigung des rekombinanten L-Selektin-Ig Fusionsproteins aus
einem CHO Kulturiiberstand eingesetzt. Die 5°-biotinylierte anti-L-Selektin DNA wurde an
eine Streptavin Sepharose Matrix immobilisiert, die zu einer kurzen Sdule gepackt wurde.
Nach dem Beladen der Séule wurde das Protein unter nicht denaturierenden Bedingungen
eluiert: Die zur Bildung der Tertidrstruktur und somit zur Bindung des Targets notwendigen
divalenten Kationen wurden durch einen linearen EDTA Gradienten entfernt. Die Applikation
der Aptamersdule als ersten Aufreinigungsschritt resultierte in einer 1500-fachen Auf-
reinigung mit einer Wiederfindung von 83 % und bewies die Effektivitit von Aptameren als
Affinitdtsreagenzien. Die Arbeitsgruppe um Peyrin nutzte in verschiedenen Arbeiten die
chiralen Diskriminierungseigenschaften von Aptameren zur Enantiomerentrennung aus [90,
91]. Hierzu wurden Aptamere gegen D-Vasopressin, D-Adenosin und L-Tyrosinamid
entwickelt und durch eine Biotin-Streptavidin-Interaktion an eine hochpordse Matrix aus
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Polystyroldivinylbenzol immobilisiert. AnschlieBend wurde der FEinfluss verschiedener
Parameter (Sédulentemperatur, pH und Salzkonzentration) auf die Enantioselektivitit
untersucht, wobei Informationen {iber den Bindungsmechanismus von Aptameren erhalten
wurden. Peyrin und Mitarbeiter konnten auch die Stabilitidt von Spiegelmeren am Beispiel des
L-RNA Aptamers gegen Tyrosin und am anti-D-Histidin L-RNA Aptamer erfolgreich
demonstrieren [92, 93]. Die Gruppe um McGown setzte Aptamere, die ein G-Quartett-Motiv
bilden, als stationdre Phasen fiir nicht-Target spezifische Kapillarelektrophorese ein, wobei
das 5°-Thiol modifizierte Aptamer kovalent an die innere Oberfliche der Quarzglaskapillare
gebunden wurde. Diese Phasen wurden zur Separation von Enantiomeren, Aminosduren,
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen und Dipeptiden verwendet [94-98]. Als
Modellsystem zur Untersuchung der Aptamer-basierten Proteinisolation in der Kapillar-
chromatografie verwendete die Arbeitsgruppe das Thrombin bindende DNA Aptamer [99].
Deng et al. (2001) separierten eine Gruppe von strukturell dhnlichen kleinen Molekiilen unter
Einsatz von Adenosin und ATP bindenden Aptameren als Liganden in einer gepackten
Kapillarchromatografie Séule. Die unterschiedlichen Affinitdten des immobilisierten
Aptamers fiir cyclic-:AMP, NAD', AMP, ADP und ATP erméglichte die Separation der
einzelnen Analyten aus einer komplexen Mischung [100]. Murphy et al. (2003) setzten als
Matrix Magnetpartikel zur Immobilisierung des Aptamers gegen Thyroid Transcription
Factor 1 (TTF1l) ein. Die Aptameraffinitdtschromatografie wurde in einem einzigen
Aufreinigungsschritt aus bakteriellem Zelllysat durchgefiihrt. Die Elution von TTF1 von der
Siule wurde unter DNase Behandlung bewirkt [101]. Uber eine einfache Elutionsstrategie,
die auf der fotolytischen Methode basiert, wurde die Detektion von Hepatitis C Virus RNA
Polymerase und Replikase aus einer Proteinmischung erzielt. Das RNA Aptamer wurde unter
Verwendung eines F-moc fotospaltbaren Linkers an Microbeads immobilisiert und in ein
Mikrofluidchip, die aus transparenten Mikrokandlen besteht, eingefiihrt. Die Proteinmischung
wurde in die Mikrokammer injiziert und nach einer Inkubation von 5 bis 30 min wurde das
gebundene Protein durch Bestrahlung mit UV-Licht bei 360 nm von der Sdule geldst und mit
der mobilen Phase herausgepumpt [102, 103]. Sowohl bei der Elution durch DNase
Behandlung als auch bei der fotolytischen Elution ist die Aptamermatrix nicht regenerierbar.
Zuletzt wurde von Oktem et al. (2007) die Aufreinigung von Thermus aquaticus DNA
Polymerase aus E. coli Zelllysaten unter Verwendung eines DNA-Aptamers, das kovalent an
Magnetpartikel immobilisiert wurde, vorgestellt [104].

Wie diese Anwendungsbeispiele zeigen, konnen Aptamere aufgrund der hohen Affinitéts-
und Spezifititseigenschaften als neuartige Liganden in Separation, Aufreinigung und
Quantifizierung von Analyten in Chromatografie, Elektrochromatografie und Kapillar-
elektrophorese Techniken agieren.
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Tabelle 2.3 Ubersicht iiber publizierte Aptamerliganden in der Chromatografie und Elektrochromatografie.
Targets/Spezies Aptamer Matrix Immobilisierung Literatur
L-Selektin DNA Azlacton aktiviertes Biotin-Streptavidin [89]
Polyacrylamid
D-Vasopressin DNA hochpqr(_)ses Polystyrol- Biotin-Streptavidin [90]
divinylbenzol
D-Adeno_sm und L- DNA hochpqr(_)ses Polystyrol- Biotin-Streptavidin [91]
Tyrosinamid divinylbenzol
Tyrosin L-RNA hochporéses Polystyrol- Biotin-Streptavidin [92]
divinylbenzol
D-Histidin L-RNA hochporGses Polystyrol- Biotin-Streptavidin 93]
divinylbenzol
Nicht-Target spezifisch G-Quartett DNA Quarzglas Kapillare kovalent [94-98]
Thrombin DNA Quarzglas Kapillare kovalent [99]
Adenosin und Analoga DNA hochpordses Polystyrol- Biotin-Streptavidin [100]
divinylbenzol
Thyroid Transcription DNA Magnetpartikel Biotin-Streptavidin [101]
Factor 1
HCV RNA Po_Iymerase RNA Microbeads F-moc ph_otocleavable [102, 103]
und Replikase Linker
Thermus aquaticus DNA DNA Magnetpartikel kovalent [104]

Polymerase
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3 Membranchromatografie: Materialien und Methoden

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten Membranadsorbereinheiten
vorgestellt, sowie die zur Proteinaufreinigung verwendeten Protokolle wiedergegeben und zur
Charakterisierung von Membranadsorbern eingesetzten Methoden geschildert.

3.1 Membranadsorbereinheiten

Die Membranadsorbereinheiten wurden von der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen zur Verfligung gestellt. Fiir Arbeiten im Mikrolitermaf3stab wurden die Vivapure
mini spin columns und Vivawell 8-strips eingesetzt (Abbildung 3.1, links). Die spin columns
sind so entwickelt, dass die Adsorbereinheiten in Eppendorfhiitchen {iiberfiihrt werden
konnen, wodurch die einzelnen Aufreinigungsschritte dann einfach in der Zentrifuge erfolgen.
Die 8-strips bestehen aus 8 nebeneinander angeordneten Einheiten und werden iiber einen
Lochrahmen mit 96-well Platten kombiniert. Somit konnen Proteingemische auf den 8-strips
in einer Zentrifuge oder in einem Uberdruckmodul getrennt werden. Eine Trennung mit Hilfe
von Unterdruck ist ebenfalls moglich.

Abbildung 3.1 Links: Vivapure spin columns und 8-strip. Rechts: Sartobind MA units.

Als ersten Schritt im Up-scale-Prozess kommen die Sartobind MA units zum Einsatz. Die
Einheiten sind als Spritzenvorsitze konzipiert, konnen aber ebenso an Chromatografieanlagen

angeschlossen werden, wobei mehrere Einheiten hintereinander geschaltet werden kdnnen
(Abbildung 3.1, rechts).

Alle drei Einheiten werden mit einer unterschiedlichen Anzahl von Membranlagen angeboten.
Die Matrix der 230 - 320 pm dicken Membranen besteht aus stabilisierter regenerierter
Cellulose mit einer mittleren PorengroB3e von 3 - 5 um. In Tabelle 3.1 sind einige technische
Daten der in dieser Arbeit getesteten Einheiten zusammengefasst. Zur Untersuchung der Up-



3 Membranchromatografie: Materialien und Methoden 16

scale Moglichkeit von den Mikrolitereinheiten in den Labormalstab wurden drei
verschiedene Membranfunktionalititen verwendet (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.1 Technische Daten der untersuchten Membranadsorbereinheiten nach Herstellerangaben.

Vivawell 8-strips Vivapure mini spin columns  Sartobind MA 75

(pro well)
Membranlagen 5 15 5 15 15
Membranflache [cm2] 1,6 4,8 1,87 5,61 75
Bettvolumen [uL] - - 60 180 2100
Max. Durchsatzvolumen [pL] 300 300 500 500 -

Tabelle 3.2 Verwendete Membranfunktionalitiiten.

Funktionelle Gruppe Bezeichnung Anwendung
R-CH,-Na"-(CHy),CI Quaternares Ammonium (Q)  starker Anionenaustauscher
R-CH»-SOsNa* Sulfonsaure (S) starker Kationenaustauscher

HOOC - CH; - NH - CH, - COOH Iminodiessigsaure (IDA) Metallchelatchromatografie

3.2 Protokolle zur Proteinaufreinigung

Die optimalen Aufreinigungsbedingungen wurden unter Verwendung von spin columns und
8-strips ermittelt und dann auf die Sartobind MA 75-Einheiten iibertragen. Alle Puffer und
Proteinlosungen wurden vor der Aufgabe auf die Membranen filtriert (0,2 um) und entgast.

Tonenaustauscher spin columns und 8-strips (Scouting Protokoll)

Zur Trennung von Proteinen {iber lonenaustauscher wurde das Proteingemisch parallel auf Q-
und S-Membranen bei verschiedenen pH-Werten gegeben. Die Membranen wurden jeweils
mit 300 uL bzw. 500 puL Flissigkeit beladen. Bei jedem Schritt wurde fiir 5 min bei 500 g (5-
lagige Einheiten) oder 1500 g (15-lagige Einheiten) zentrifugiert.
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Verwendete Puffer:
Bindungspuffer: 25 mM Na-Acetat; pH 4,5
25 mM KPP; pH 6,0
25 mM Tris/HCI; pH 7,5
25 mM NaHCOs; pH 9,0

Elutionspuffer: wie Bindungspuffer; zusétzlich 300, 600, 900 und
1500 mM NacCl

e Die 8-strips wurden iiber Halterahmen auf eine 96-well Deep Well Platte und die spin
columns in 2,2 mL Eppendorfhiitchen positioniert und mit den entsprechenden
Bindungspuffern dquilibriert.

e Zur Probenaufgabe wurde das Proteingemisch mit jedem der Bindungspuffer
verdiinnt, so dass der jeweilige pH-Wert in den Proben eingestellt wurde und auf die
Membranen aufgetragen.

e Nach dem dreimaligen Waschen mit Bindungspuffer wurden die gebundenen Proteine
mit steigendem Salzgehalt im jeweiligen Elutionspuffer eluiert.

Sartobind lon Exchange Q 75 bzw. S 75

Nach Bestimmung der optimalen Bindungs- und Elutionsbedingungen mittels spin columns
und 8-strips wurden die Proteine iiber Q 75 bzw. S 75 Einheiten aufgereinigt. Die Protein-
adsorption —und Elution wurde an einer Chromatografieanlage durchgefiihrt und durch
Messung der Leitfdhigkeit und des UV-Signals bei 280 nm verfolgt.

Durchfiihrung:

e Zunidchst wurde die entsprechende MA 75 Einheit mit Bindungspuffer bis zu einer
konstanten Basislinie dquilibriert.

e Die Membran wurde mit einer Flussrate von 1-10 mL/min mit der Proteinlosung bis
zum Durchbruch bzw. bis zum vollstdndigen Durchbruch beladen.

e Mit Bindungspuffer wurde dann bis zum proteinfreien Durchfluss gewaschen.

e Zur Elution des gebundenen Proteins wurde schlieBlich der Elutionspuffer
aufgetragen.

Regeneration der Membran und Lagerung: Zur Regeneration wurde die Membran nach der
Elution mit Bindungspuffer dquilibriert und mit 0,2 M NaOH behandelt. Nach wiederholtem
Waschen mit Bindungspuffer wurde die Einheit in 1 M KClI in 20 % Ethanol gelagert.
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Proteinaufreinigung iiber IDA spin columns und 8-strips

Bei der Proteinisolierung liber IDA-Membranen wurden verschiedene Metallionen auf ihre
Eignung zur Reinigung und Wiederfindung des zu analysierenden His-Tag Proteins getestet.
Es wurden jeweils 300 bzw. 500 pL Fliissigkeit aufgegeben. Die Zentrifugationen wurden bei
1500 g durchgefiihrt.

Eingesetzte Puffer:

Aquilibrierungspuffer: 0,1 M Natriumacetat, 500 mM NaCl, pH 4,5
Bindungspuffer: 50 mM NaH,PO4, 500 mM NacCl, pH 8,0

Elutionspuffer: 50 mM NaH,PO4, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazol,
pH 8,0 oder 0,1 M Imidazol in Aquilibrierungspuffer

I. Beladen der Membran mit Metall-Ionen

Verwendete Metallsalz-Losungen:

Ni**: 0,1 M Nickelsulfat (NiSO4* 6 H,0) in Aquilibrierungspuffer
Co>": 0,1 M Cobaltchlorid (CoCl,* 6 H,0) in Aquilibrierungspuffer
Cu”": 0,1 M Kupfersulfat (CuSO4* 5 H,0) in Aquilibrierungspuffer
Zn*": 0,1 M Zinksulfat (ZnSO4* 7 H,0) in Aquilibrierungspuffer

Die Membranen wurden mit Aquilibrierungspuffer 1 min zentrifugiert.

Zum Beladen der Metallionen wurden die Salz-Losungen auf die Membranen
aufgetragen und fiir 1 min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt.
AnschlieBend wurden die Membranen zweimal mit Aquilibrierungspuffer gewaschen
und 1 min zentrifugiert.

II. Aufreinigung des His-Tag Proteins

Hierzu wurden die mit Metallionen beladenen Membranen zundchst zweimal mit
Bindungspuffer dquilibriert, Zentrifugation fiir 1 min.

Die Proteinlésung in Bindungspuffer wurde auf die Membranen verteilt und fiir 3 min
zentrifugiert.

Zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteine wurde drei Mal mit Bindungspuffer
gewaschen (Zentrifugation 3 min).

Das Protein wurde mit dem Elutionspuffer in drei Fraktionen eluiert (Zentrifugation
3 min).
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Sartobind IDA 75

Die Aufreinigung von His-Tag Proteinen wurde nach Bestimmung des optimalen Metallions
mittels 8-strips tiber IDA 75 Einheit durchgefiihrt. Hierzu wurde die Einheit wie bei den
Ionenaustauschern an die FPLC angeschlossen. Es wurden dieselben Puffer wie bei den
Mikrolitereinheiten verwendet.

Versuchsdurchfiihrung:
I. Beladen der Membran mit Metall-Ionen

e Zunichst wurde der Adsorber mit dem Natriumacetatpuffer dquilibriert.
e Zur Metallchelat-Komplexbildung wurde mit 10 mL Metalllosung beladen und mit
Aquilibrierungspuffer gewaschen (20 mL).

II. Aufreinigung des His-Tag Proteins

e Auf die so vorbereitete Membran wurde nach Aquilibrieren mit 10 mL Bindungs-
puffer die Proteinlosung aufgetragen.

e Bis zum Erreichen einer konstanten Basislinie wurde dann mit Bindungspuffer
gewaschen.

e AnschlieBend wurden die gebundenen Proteine mit imidazolhaltigem Puffer eluiert.

Regeneration der Membran und Lagerung: Nach dem Elutionsschritt wurde die Membran mit
Aquilibrierungspuffer gewaschen. Um die Metallionen zu 16sen, wurde durch die Einheit
1 M H,SO4 durchlaufen lassen. Nach erneutem Waschen bis zum Erreichen des pH-Wertes
vom Natriumacetat-Puffer, wurde die Membran in dem Acetatpuffer mit 0,02 % Natriumazid
gelagert.

3.3 Visualisierung der Adsorptionsverteilung auf den Membranen

Coomassie Brillant Blau R-350 bindet an bestimmte Aminosduren der Proteine. Die
Nachweisgrenze liegt im Bereich von 0,1-0,2 pg Protein pro Bande und wurde deshalb zur
Visualisierung der Proteinadsorptionsverteilung auf den Ionenaustauschermembranen
verwendet. Hierzu wurden die Kationenaustauscher-Einheiten S 75, 8-strips und spin columns
mit 1-10 mg/mL Lysozym in KPP, pH 7,5 folgendermaflen beladen:

e Ansatz 1: Beladen der Einheit bis zum Durchbruch (C / Cy < 10 %), ohne Elution.

e Ansatz 2: Beladen der Einheit bis zum Durchbruch, anschlieBende Elution mit
2 M NacCl.

e Ansatz 3: Beladen der Einheit bis zum vollstdndigen Durchbruch (C/Cy > 90 %),
ohne Elution.

e Ansatz 3: Beladen der Einheit bis zum vollstindigen Durchbruch, anschlieBende
Elution mit 2 M NacCl.
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Zur Féarbung wurden die Membranen aus den Einheiten entnommen und einzeln geférbt:

e Zur Vorbereitung der Fiarbelosung wurde eine PhastGel Blue R Tablette (17-0518-01,
Pharmacia Biotech) in 80 mL ddH,O geldst und mit 120 mL. MeOH versetzt.
AnschlieBend wurde die Losung filtriert.

e Die Membranen wurden unter Schiitteln fiir 1 h bei Raumtemperatur in der
Coomassie-Losung inkubiert.

e Die Entfarberlosung wurde aus 30 % EtOH, 10 % Essigsdure und 60 % ddH,O
hergestellt.

e Die Membranen wurden nun in der Entfirberlosung so lange geschiittelt, bis die
Kontroll-Membran (ohne Protein) vollstindig entfarbt wurde.

e Zum Stoppen der Entfarbung wurden die Membranen in ddH,O gelagert.

3.4 Aufnahme von Bindungsisothermen

Zum Vergleich der Membranadsorbereinheiten wurden fiir lonenaustauschermembranen die
maximalen Bindungskapazititen und Dissoziationskontanten anhand von Bindungs-
isothermen bestimmt.

Verwendete Puffer: Bindungspuffer: 25 mM KPP, pH 7,5
Elutionspuffer: 25 mM KPP + 2 M NaCl, pH 7,5

Hierbei wurden die Q-Membranen mit unterschiedlichen Konzentrationen an BSA-Ldsung
und die S-Membranen mit unterschiedlichen Lysozym-Konzentrationen bis zum voll-
standigen Durchbruch (C/Cy > 90 %) bei konstantem Volumenstrom beladen. Aus den
Elutionen wurden die maximal gebundenen Proteinmengen ermittelt und gegen die
eingesetzte Proteinkonzentration aufgetragen. Die jeweilige maximale Bindungskapazitit und
die Dissoziationskonstante wurden anhand der Langmuir-Isotherme berechnet:

Y = koC(gm — @) — kagq 3.1)

dat

Der Ansatz geht davon aus, dass die Adsorptionsrate des Analyten proportional zu ihrer
Konzentration C in der mobilen Phase, einer Geschwindigkeitskonstante k, und der Zahl der
auf der Oberfliche verfiigbaren freien Bindungsplitze (qm-q) ist. Dabei steht qn fiir die
maximal verfiigbaren Bindungspldtze. Die Desorption ist der Anzahl der belegten Bindungs-
plitze und einer Geschwindigkeitskonstante kg proportional [118].

Im Gleichgewichtszustand gilt:

kq

_ qmC Kd
kq

= mit Kp;oo =
Kg+C Diss

(3.2)

Aus der linearisierten Form der Gleichung 3.2 kdnnen bei Auftragung von 1/q gegen 1/C die
Dissoziationskonstante Kp;ss aus der Steigung und die maximale Bindungskapazitit q,, aus der
Ordinate berechnet werden.
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3.5 Bereitstellung von hGH-Uberstiinden und hGH-ELISA

Die Scale-up Moglichkeit der Ionenaustauscher Membranen wurde am Beispiel der
Aufreinigung von Human growth hormone (hGH, Somatotropin) aus Kulturiiberstdnden
untersucht.

Die Kultivierungen der rekombinanten Zelllinie CHO®™® hGH (Chinese hamster ovary)
wurden von Fabienne Anton im Rahmen ihrer Diplomarbeit am Institut fiir Technische
Chemie durchgefiihrt [119]. Die an serumfreies Medium adaptierte Suspensionszelllinie zeigt
eine Methotrexat (MTX)-Resistenz. Die Verdopplungszeit der Zellen betridgt ca. 24 h. Die
CHOSFS hGH-Zellen wurden in dem proteinarmen Medium ProCHO 4-CDM (Cambrex)
kultiviert, welches 10 pg/mL Insulin enthélt und vor dem Gebrauch mit 4 mmol L-Glutamin,
0,1 umol MTX und Antibiotika (Penicillin, Streptomycin, Amphotericin) versetzt wurde.
Weitere Kulturiiberstinde wurden freundlicherweise von der Firma Cell Culture Service
GmbH, Hamburg zur Verfiigung gestellt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen in den Uberstinden und Proteinfraktionen wurde
ein hGH-ELISA (engl. enzyme linked immunosorbent assay) durchgefiihrt. Hierfiir wurde ein
Kit der Firma Roche (1 585 876) verwendet.

3.6 Produktion von His-Tag Proteinen

Zur Testung der IDA-Membranen wurden His-Tag Proteine aus Kulturiiberstinden bzw.
Zelllysaten aufgereinigt. In Tabelle 3.3 sind die verwendeten Proteine zusammengestellt. Der
E. coli Stamm zur Produktion von Bgl-His wurde freundlicherweise von PD Dr. Karl Friehs,
Technische Fakultdt, AG Fermentationstechnik, Universitdt Bielefeld zur Verfiigung gestellt.
Die Plasmide zur Expression der His-getaggten Esterasen wurden von Prof. Dr. Uwe
Bornscheuer, Abt. Biotechnologie & Enzymkatalyse, Institut fiir Biochemie, Universitét
Greifswald zur Verfligung gestellt.

Tabelle 3.3 Verwendete His-Tag Proteine [120].

Protein Kurzbezeichnung MW [Da] pl produzierender Stamm
B-Glucanase Bgl-His 26700 6,1 E. coli JM109 pET-bgl-his
Pseudomonas fluorescens PFEI 31059 5,91 E. coli K12 pJOE2702
Esterase |
Bacillus subtilis oNBE 54965 4,86 E. coli K12 pJOE2702
p-Nitrobenzylesterase
Bacé"us subtilis BsubE 29378 5,50 E. coli K12 pJOE2702
sterase
Bacillus stearothermophilus Bste 29341 5,23 E. coli K12 pJOE2702

Esterase
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Transformation

Zur Produktion der Esterasen wurden die erhaltenen Plasmide in den E. coli Sicherheitsstamm
K12 transformiert. Hierzu wurde wie folgt verfahren:

Materialien und Puffer:

LB-Kulturmedium: 10 g/L Bacto Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/L
NaCl

Agarplatten: LB + 15 g/ Agar
Antibiotikum: 100 mg/L. Ampicillin (Amp)

TSS (Transformation and storage solution): 10 % PEG 6000 (w/v), 5 %
DMSO (v/v), 35 mM MgCl, in LB-Medium, pH 6,5-6,8

Herstellung kompetenter Zellen: 50 mL LB-Medium wurden mit 500 puL einer K12-
Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 120 rpm inkubiert. Bei einer ODggo von
0,5 wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 10 min bei 3000 rpm und 4 °C
geerntet. Das Pellet wurde in 2 mL eiskaltem TSS resuspendiert und fiir 5 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend erfolgte direkt die Transformation.

Transformation: 50 pL kompetente Zellen wurden mit 5 ng Plasmid-DNA versetzt
und fiir 30 min auf Eis gestellt. Nach Hitzeschock-Behandlung bei 42 °C fiir 45 s
wurde erneut flir 5 min auf Eis gelagert. Anschliefend wurden zu den Zellen 200 uL
LB-Medium gegeben und bei 37 °C unter Schiitteln fiir 1 h inkubiert. Zur Selektion
der transformierten Zellen wurden 100 pL der Kultur auf LB/Amp Agarplatten
ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

Anlegen von Gefrierkulturen: Einzelne Kolonien auf den Agarplatten wurden in LB-
Medium mit Ampicillin-Zusatz kultiviert. Mit dieser Vorkultur wurde eine
Hauptkultur angeimpft. Bei einer ODggo von 0,5 wurden mit 200 uL. Kultur + 800 pL
Glycerin (87 %) Gefrierkulturen angelegt. Diese wurden bei -80 °C gelagert.

Expression

Alle Kultivierungen wurden in LB/Amp-Medium durchgefiihrt. Zur Sterilisation
wurde das LB-Medium in einem Wasserdampf-Hochdruckautoklaven fiir 20 min bei
121 °C und 1.013 x 10° Pa Uberdruck autoklaviert. Das Ampicillin wurde steril
filtriert dem autoklavierten Medium mit einer Endkonzentration von 100 mg/L
zugegeben.

Aus den Gefrierkulturen wurden Ubernacht-Vorkulturen angesetzt.

Mit der Vorkultur wurde die Hauptkultur angeimpft (1 mL auf 100 mL).

Die Kultivierungen wurden bei 30 °C und 120 rpm durchgefiihrt. Das Wachstum
wurde unter Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODggo) verfolgt.
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Bei einer ODgyp von 0,5 wurde zur Expression von Bgl-His die Kultur mit IPTG
versetzt (Endkonzentration 1 mM). Die Induktion der Esterasen erfolgte mit 0,2 % L-
Rhamnose.

4 h nach der Induktion wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 30 min bei 3345 g
und 4 °C geerntet. Da das Bgl-His sowohl intra- als auch extrazelluldr exprimiert wird,
wurde hier auch der Kulturiiberstand zur Proteinaufreinigung verwendet.

Die Pellets wurden im IDA-Bindungspuffer aufgenommen (10 mL/g Zellen) und mit
Ultraschall unter Eiskiihlung aufgeschlossen (90 W, 10 min, 0,6 s Pulsdauer). Nach
Zentrifugation fiir 30 min bei 3345 g und 4 °C wurden die Lysate steril filtriert.

Aktivitatsbestimmung von Esterasen mittels p-Nitrophenylacetat

Zur schnellen Bestimmung der Aktivitdt von Esteraseproben wurde ein fotometrischer Assay
verwendet, der auf der Hydrolyse von p-Nitrophenylacetat durch die Esterasen basiert. Dabei
wird p-Nitrophenolat (€410nm, pr7,5s = 14500) freigesetzt, das fotometrisch durch Absorption bei
einer Wellenldnge von 410 nm detektiert wird [120].

Durchfiihrung:

In einer 1 mL Mikrokiivette wurden 100 pL p-Nitrophenylacetat-Losung (10 mM in
DMSO) vorgelegt.

Zu untersuchende Esteraseprobe wurde mit 50 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,5
soweit verdiinnt, bis die Absorption der Losung unter 1 AU lag.

Auf die p-Nitrophenylacetat-Losung wurden 900 pL Probe aufgetragen und durch hin-
und herpipettieren gut durchmischt.

AnschlieBend wurde die kinetische Messung gegen Phosphatpuffer als Referenzzelle
gestartet (Absorptionsmessung im 10 s-Intervall {iber 3 min bei 410 nm).
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4 Membranchromatografie: Experimenteller Teil

Ein Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Membranadsorbersystemen fiir den Einsatz
im Downstream Processing. Hierbei sollten integrierte Systeme zur Entwicklung einer
optimalen Proteinaufreinigungsstrategie im Mikrolitermallstab untersucht werden. Dabei
wurde eine moglichst umfassende Beschreibung der Dynamik von Stofftransport und
Adsorption in der Membranchromatografie angestrebt, indem das Bindungs- und
Durchbruchverhalten, die Bindungskapazititen sowie die Scale-up-Fahigkeit verschiedener
Membranadsorber (Ionenaustauscher, Affinititsmembranen) durch die Verwendung eines
modularen Kartuschensystems bestimmt wurden.

Um verschiedene Targetproteine zu untersuchen und eine effiziente Strategie fiir deren
schnelle und direkte Separation und Aufreinigung zu erarbeiten, wurde ein Baukastensystem
auf Basis der Membranadsorbertechnologie entwickelt. Das Konzept dieses High-Throughput
Downstream Screening Systems (HTDSS) ist in Abbildung 4.1 dargestellt.

Kationenaustauscher

Anionenaustauschey
Protein A/

His-tag

Antikérper

Con A

Schritt 1: Probenaufgabe zur Bestimmung der besten Adsorbermembran

01 02 03 04 05 06 07 08

Kationenaustauscher

Anionenaustauscher

Protein A

His-tag
Antikarper

Con A

Schritt 2: Screening nach optimalen Elutionsbedingungen

Abbildung 4.1 Modulares Konzept fiir ein Screening Experiment [105].

Im ersten Schritt werden die zu untersuchenden Proben zur Bestimmung des fiir das jeweilige
Protein optimalen Membranadsorbers auf jeden Membrantyp aufgetragen. Beispielsweise
bindet das Protein in Probe 6 an den Kationenaustauscher, wihrend das Protein in Probe 3
von der Metallchelatmembran zuriickgehalten wird. Im zweiten Schritt kann dann nach
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optimalen Elutionsbedingungen gescreent werden. Zur Verwirklichung dieses Konzeptes
wurden die von der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen, hergestellten 8-er
Streifen (vgl. Abschnitt 3.1) verwendet.

4.1 Ionenaustauscher-Membranen

Im Rahmen ihrer im Institut fiir Technische Chemie, Universitit Hannover durchgefiihrten
Dissertationen optimierten Thorsten Weil und Kerstin Plate das Isolierungsverfahren von
Lactoferrin aus Molke {iber unterschiedliche Membrantechniken [122, 123]. In dem
Verfahren kamen unter anderem auch Kationenaustauschermembranen zum Einsatz, an denen
Lactoferrin gebunden und von restlichen Molkeproteinen getrennt wurde. Dabei konnte eine
MaBstabvergroBerung von 100 cm” auf 4 m? Membranfliche durchgefiihrt werden. In dieser
Arbeit soll nun anhand der von der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH zur Verfiigung
gestellten Membranmodule (siche Kapitel 3.1.1) gezeigt werden, ob eine Ubertragung vom
Mikrolitermafstab (Vivawell 8-strips, Vivapure mini spin columns) in den Labormalstab
(Sartobind MA units) und folglich auf den TechnikummaBstab moglich ist. Da die
wiederverwendbaren Sartobind MA Einheiten mit 75 cm?® und 15 Membranlagen die selbe
Anzahl an Lagen wie im Sartobind Large Scale System aufweisen und somit die Scale-down
Einheit im Up-scale Prozess darstellen, wird eine Ubertragung von 8-strips und spin columns
auf das MA 75 Modul iiberpriift.

Zuniachst werden die Einheiten nédher charakterisiert, indem starke Anionen- und
Kationenaustauscher Membranen mit unterschiedlicher Anzahl an Membranlagen unter
Verwendung von Standardproteinen beladen werden. Dabei wird neben der Bestimmung der
gebundenen Menge auch die Verteilung der Proteine auf den Membranen untersucht. Die
Kapazitdt der Membranen wird zum Zeitpunkt des 10 %igen Durchbruchs (C/Cy) bestimmt,
da diese Bedingungen iiblicherweise gewihlt werden, um den Verlust des Produktes wéihrend
der Aufreinigung zu minimieren. Daneben wird die maximale Bindungskapazitit der
Membranen > 90 % Durchbruch ermittelt. Nach Aufnahme von Bindungsisothermen wird das
Up-scaling anschlieBend am Beispiel der Aufreinigung von hGH aus Kulturiiberstand
demonstriert.

4.1.1 Charakterisierung der Ionenaustauscher

Als funktionelle Gruppen befinden sich auf den Membranen quaterndres Ammonium (Q) fiir
starke Anionenaustauscher und Sulfonsdure (S) fiir starke Kationenaustauscher. Um das
Bindungs- und Elutionsverhalten der lonenaustauscher zu erforschen, wurden BSA und
Lysozym als Modellproteine verwendet und nach den in Kapitel 3.2 vorgestellten Protokollen
beladen.
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8-strips

Zuerst wurde der Einfluss der Anzahl an Membranlagen auf die Bindung und Elution von 8-
strips untersucht. Hierzu wurden 1 mg/mL BSA bzw. Lysozym in 25 mM KPP, pH 7.5 auf
die 5- und 15-lagigen Anionen- bzw. Kationenaustauscher Module aufgetragen.

1,0 4 .

0,7 A
0,6 -
0,5 - * Q 8-strip (5-lagig)

CIC,

04 - S 8-strip (5-lagig)

0,2 A
0,1 A

0,0 T T T )

Durchlaufvolumen (mL)

Abbildung 4.2 Durchbruchkurven der 5-lagigen Ionenaustauscher 8-strips. Die Q- und S-Membranen wurden mit
1 mg/mL BSA bzw. Lysozym beladen (12 x 300 pL). Es sind jeweils der Mittelwert von 8 wells angegeben.

0,9 A

0,7 A

05 -

cic,

04 -
* Q 8-strip (15-lagig)

S 8-strip (15-lagig)
0,2 -

Durchlaufvolumen [mL]

Abbildung 4.3 Durchbruchkurven der 15-lagigen Ionenaustauscher 8-strips. Die Q- und S-Membranen wurden mit
1 mg/mL BSA bzw. Lysozym beladen (30 x 300 pL). Es sind jeweils der Mittelwert von 8 wells angegeben.
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Der Vergleich der Durchbruchkurven (Abbildung 4.2 und Abbildung 4.3) zeigt, dass bei 5-
lagigen 8-strips sich die beiden Tonenaustauscher dhnlich verhalten, wihrend bei 15-lagigen
Einheiten der Durchbruch mit Lysozym erst bei hoheren Auftragsvolumina eintritt. AuBerdem
wird bei diesen Einheiten auch ein asymmetrisches Durchbruchverhalten festgestellt, was auf
eine zunechmend durch Diffusion kontrollierte Bindung hindeutet. Dies wiirde auch die
geringere Bindungskapazitit bei den 15-lagigen Q 8-strips gegeniiber den S-Membranen
erkliaren. Da das Lysozym (14 kDa) um etwa 1/5 kleiner ist als das BSA (66 kDa) diffundiert
es vermutlich innerhalb der Membranschicht und wird besser adsorbiert. Betrachtet man die
Durchlaufkurven bei 0,5 mg/mL Proteinlosung (Abbildung 4.4) wird der Unterschied
zwischen den beiden Proteinen deutlicher.

CIC,
(=)
(6)]

* Q 8-strip (15-lagig)
S 8-strip (15-lagig)

Durchlaufvolumen [mL]

Abbildung 4.4 Durchbruchkurven der 15-lagigen Ionenaustauscher 8-strips. Die Q- und S-Membranen wurden mit
0,5 mg/mL BSA bzw. Lysozym beladen (23 x 300 pL). Es sind jeweils der Mittelwert von 8 wells angegeben.

Um die Stofftransportverhiltnisse in den Modulen zu verdeutlichen, wurden die mit Lysozym
beladenen Kationenaustauscher wie in Kapitel 3.3 beschrieben mit Coomassie Brillant Blau
R-350 Losung geférbt. In Abbildung 4.5 wird zundchst eine Abnahme der Proteinadsorption
von der obersten zur untersten Membranschicht beobachtet. Dabei bleibt ein dullerer Ring auf
den 8-strip Membranen vom Protein unbesetzt (Abbildung 4.5 (a)). Dies ist auf das Zylinder-
rohr zuriickzufiihren, das die einzelnen Membranlagen in den Einheiten zusammenhélt. Die
Adsorptionsfliche wurde deshalb aus der tatsdchlichen Membranfliche (0,32 c¢cm?®) durch
Subtraktion um den duBeren Ring errechnet und betrigt 0,204 cm®. In

Tabelle 4.1 wurden deshalb die bei einer Proteinkonzentration von 1 mg/mL ermittelten
Bindungskapazititen fiir die 8-strips auf diese durchstromte Membranfliche bezogen. Diese
Annahme stimmt jedoch bei einem vollstdndigem Durchbruch fiir 15-lagige 8-strips nicht
ganz (vergleiche Abbildung 4.5 (b)). Hier erkennt man, dass bei einer Uberladung in allen
Schichten die komplette Membran mit Protein belegt wird, wéhrend bei den 5-lagigen 8-
strips weiterhin der duBlere Rand erhalten bleibt. Die Bindung der Proteine an den Membranen
erfolgt durch Zentrifugation. Dabei kommt hauptsidchlich die Membranmitte mit den
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Probelosungen in Kontakt, nach Auflen hin ist die Membran durch Diffusion erreichbar. Der
diffusive Anteil im Stofftransport steigt anscheinend mit Erhohung der Anzahl an Membran-
lagen, so dass sogar der dullere Membranrand, der nicht mit der Proteinlésung durchstromt
wird, mit Lysozym belegt wird. Aufgrund dieses diffusiven Stofftransportes reicht eine

Elution mit 0,9 mL 2 M NaCl nicht aus, um die am Rand gebundenen Proteinmolekiile zu
16sen.

5-lagiges Kationenaustauscher 8-strip beladen mit 3 mL

5-lagiges Kationenaustauscher 8-strip beladen mit 3 mL Lysozym-L&sung und eluiert mit 0,9 mL 2 M NaCl

. . . . . ‘ $ ™ N _ w - ¥

15-lagiges Kationenaustauscher 8-strip beladen mit 3 mL

I E N EEEREE R E R B

15-lagiges Kationenaustauscher 8-strip beladen mit 6,9 mL

Blank: Kationenaustauschermembran ohne Protein, gefarbt und entfarbt wie die mit Protein beladenen Membranen

Kationenaustauschermembran inkubiert in 0,5 mg/mL Lysozym-L&sung

(a) Beladung mit 0,5 mg/mL Lysozym-Ldsung

5-lagiges Kationenaustauscher 8-strip beladen mit 3 mL

5-lagiges Kationenaustauscher 8-strip beladen mit 3 mL Lysozym-L&ésung und eluiert mit 0,9 mL 2 M NacCl

15-lagiges Kationenaustauscher 8-strip beladen mit 3 mL

® 2 0 00CO00D0000O06F6

15-lagiges Kationenaustauscher 8-strip beladen mit 3 mL Lysozym-Lésung und eluiert mit 0,9 mL 2 M NaCl

(b) Beladung mit 10 mg/mL Lysozym-L&sung

Abbildung 4.5 Coomassie-Firbung der mit Lysozym-Losung beladenen Kationenaustauscher Membranen. Gezeigt
sind von links nach rechts die Membranlagen in den 8-strips von der obersten zur untersten Lage. (a) Beladung mit
0,5 mg/mL Lysozym-Losung. (b) Beladung mit 10 mg/mL Lysozym-Losung.



4 Membranchromatografie: Experimenteller Teil 29

Tabelle 4.1 Ermittelte Bindungskapazititen fiir Ionenaustauscher 8-strips in Abhingigkeit von der Anzahl an
Membranlagen.

Q 8-strip S 8-strip

5-lagig (1,02 cm?)  15-lagig (3,06 sz) 5-lagig (1,02 sz) 15-lagig (3,06 cm?)

Bindungskapazitat bei
10 % Durchbruch*
[mg/cm?]

0,68 £ 0,03 0,28 £ 0,01 0,62 +£0,03 0,59 £ 0,02

Bindungskapazitat bei
vollstandigem (> 90 %) Durchbruch*
[mg/cm?]

1,47 £0,08 0,77 £0,01 1,36 £ 0,06 1,16 £ 0,05

Proteinwiederfindung [%] 93-97 %

* 1 mg/mL BSA bzw. Lysozym in 25 mM KPP, pH 7,5. Die Bindungskapazitat bei vollstdandigem Durchbruch wurde durch die
Quantifizierung des Proteingehalts der Elutionsfraktionen ermittelt.

Diese Tatsache spiegelt sich auch in der geringen Wiederfindungsrate (56 %) wieder, die bei
Uberladung festgestellt wurde (Daten nicht gezeigt). Bemerkenswert ist auch, dass die oberste
Membranlage auch nach der Elution mit Protein besetzt bleibt. Das Protein kann also unter
den gegebenen Bedingungen nicht vollstindig eluiert werden.

Die Ergebnisse der Durchbruchanalyse und der Membranfarbung zeigen, dass eine Erhohung
der Membrananzahl aufgrund steigendem diffusivem Stofftransport zu einer Verminderung
der Membrankapazitit in den 8-strips fiihrt, die sich vor allem bei grofleren Proteinmolekiilen
bemerkbar macht.

Spin columns

Fir die spin columns wurden &hnliche Ergebnisse erhalten. In Abbildung 4.6 ist das
Beladungsprofil von 15-lagigen spin columns (5,61 cm?®) angegeben. Wihrend bei den Q-
Membranen mit 2 mL BSA-L&sung beladen wurde, wurden bei den S-Membranen 3,6 mL
Lysozym-Losung aufgetragen, um den Proteindurchbruch zu erzielen. Die Bindungs-
kapazititen bei 10 % Durchbruch liegen mit 0,36 + 0,01 mg/cm” bzw. 0,63 + 0,03 mg/cm” fiir
Q- und S-Membranen iiber den von 8-strips (vgl. Tabelle 4.1).

Um die Proteinverteilung auf den Membranen in spin columns zu untersuchen, wurde
ebenfalls eine Coomassie-Farbung der mit Lysozym beladenen Kationenaustauscher durch-
gefiihrt (Abbildung 4.7). Entsprechend den 8-strips wird auch hier ein du3erer Membranrand
nicht mit Proteinlosung durchstromt. Aufgrund der groBeren Membranfldche allerdings ist
das Verhiltnis zur durchstromten Flache kleiner und es wird eine partielle Beladung dieses
duBeren Membranringes schon bei den 5-lagigen Einheiten beobachtet. Dies riihrt wahr-
scheinlich daher, dass die spin columns in Zentrifugen mit festem Winkel zentrifugiert
werden, so dass die Proben nicht unbedingt durch die Membranmitte durchlaufen. Wiirden die
Einheiten immer mit der gleichen Seite in die Zentrifuge eingesetzt, konnte man eine
Verschiebung der Proteinbindung zu der Seite hin feststellen.
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Abbildung 4.6 Ermittlung des Durchbruchs von BSA und Lysozym an 15-lagigen Ionenaustauscher spin columns. Die
Q- und S-Membranen wurden mit 1,3 mg/mL BSA bzw. Lysozym in 25 mM KPP, pH 7,5 beladen. Angegeben ist der
Mittelwert aus vier spin columns.

Qo0 &

5-lagiges Kationenaustauscher spin column beladen mit 3 mL einer 0,5 mg/mL Lysozym-Ldsung

O O ® ® » &2 & 5 - \

15-lagiges Kationenaustauscher spin column beladen mit 3 mL einer 0,5 mg/mL Lysozym-Losung

15-lagiges Kationenaustauscher spin column beladen mit 3 mL einer 10 mg/mL Lysozym-L6sung

@
15-lagiges Kationenaustauscher spin column beladen mit 3 mL einer 10 mg/mL Lysozym-L&sung und eluiert mit 1,5 mL 2 M NaCl

Abbildung 4.7 Coomassie-Farbung der mit Lysozym-Losung beladenen Kationenaustauscher Membranen. Gezeigt
sind von links nach rechts die Membranlagen in den spin columns von der obersten zur untersten Lage.

Teilweise erkennt man diesen Effekt in Abbildung 4.7. bei den mit 0,5 mg/mL Lysozym-
Losung beladenen 15-lagigen spin columns. Bei einer Uberladung der Membran (3 mL einer
10 mg/mL Lysozymlosung) wird auch bei diesen Einheiten die komplette Membranfldche mit
Protein belegt. Nach der Elution 16sen sich im Gegensatz zu den 8-strips auch die Proteine
von der Membran, die sich im &dulleren Rand befinden. Dafiir bleibt aber die erste
Membranlage wieder mit Protein besetzt. Es wird hier eine maximale Bindungskapazitit von
1,43 + 0,04 mg/cm’ bei einer effektiven Adsorptionsfliche von 5,61 cm? festgestellt. Es sollte
jedoch beachtet werden, dass bei solch einer Uberladung die Bindungskapazitit auf die
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tatsichliche Membranfliche von 6,28 ¢cm® bezogen werden miisste. Demnach betrigt die
maximal gebundene Proteinmenge 1,27 + 0,04 mg/cm?, wobei die Proteinwiederfindung bei
89 % liegt.

MA 75 units

Die Charakterisierung der Q 75 und S 75 Einheiten erfolgte analog zu den 8-strips und spin
columns. Zunichst wurde das Durchbruchverhalten der Module untersucht, wobei die Q-
Membranen bei verschiedenen Flussraten mit 1 mg/mL BSA in 25 KPP, pH 7,5 beladen
wurden. Zur Bestimmung der Bindungskapazitit der Kationenaustauscher wurde 1 mg/mL
Lysozym bei einer Flussrate von 1 mL/min aufgetragen. Abbildung 4.8 zeigt die erhaltenen
Durchbruchkurven. Es wird eine von der Flussrate unabhédngige Bindung festgestellt. Die
Bindungskapazitéit bei 10 % Durchbruch betrigt fiir Q 75 0,37 + 0,05 mg/mL und fiir S 75
0,66 + 0,03. Die Bindungskapazitdten sind vergleichbar mit den ermittelten Werten fiir 15-
lagige spin columns und liegen um 0,08 - 0,1 mg/cm” iiber den Bindungskapazititen der 15-
lagigen 8-strips.

A
0,9 - - 2 e+ & & 2 o
A ¢ x
08 - g T T
0,7 - t
0.6 ¢ *Q 75 1 mL/min
] 7 A
S 05 - N Q 75 2 mL/min
a )
04 - ¢ 4Q 755 mL/min
A
0,3 - xQ 75 10 mL/min
0,2 1 x S 75 1 mL/min
0,1 -
*
0 2 2 4 4 T :
0 20 40 60 80 100 120

Auftragungsvolumen [mL]

Abbildung 4.8 Durchbruchkurven von Q 75 und S 75 Einheiten. Bei den Anionenaustauschern wurde auch der
Einfluss der Flussrate auf die Bindung untersucht. Aufgetragen wurde eine 1 mg/mL BSA- bzw. Lysozym-Losung in
25 mM KPP, pH 7,5.

Die Proteinadsorption auf den MA 75 Einheiten wurde ebenfalls anhand der Kationenaus-
tauscher untersucht. Hierzu wurde eine 10 mg/mL Lysozym-Ldsung verwendet. Zwei S 75
Module wurden bis zum vollstdndigen Durchbruch beladen, von dem einen Modul wurde das
Protein wieder eluiert, wihrend das andere nur mit Bindungspuffer gewaschen wurde. Ein
drittes Modul wurde nur bis zum Durchbruch beladen. Anschliefend wurden die Membranen
aus den Modulen entfernt und einzeln in der Coomassie-Farbelosung inkubiert (Abbildung
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4.9). Die effektive Membranfliche bei den MA 75 Einheiten betrigt 5 cm® pro Membranlage.
Aufgrund des Modulaufbaus bleibt der d&uBBere Membranrand auch bei vollstdndiger Beladung
unbesetzt. Wihrend bei der Beladung bis zum Durchbruch ab der 8. Membranschicht die mit
Protein beladene Fliche kleiner wird, beobachtet man bei vollstindigem Durchbruch eine
gleichmiafBige Beladung aller Membranschichten.

Das gebundene Protein wird mit 2 M NacCl bis auf die erste Lage komplett wieder eluiert. In
der ersten Schicht wird dhnlich den 8-strips und spin columns (vergleiche Abbildung 4.5 und
Abbildung 4.7) eine leichte Farbung der Membran festgestellt.

Q0000 0QOPB W & & 2

S 75 beladen bis zum Durchbruch

000000000000000

S 75 beladen bis zum vollstandigen Durchbruch

S 75 beladen bis zum Durchbruch und eluiert mit 2 M NaCl

Blank: Kationenaustauscher Membran ohne Protein, gefarbt und entfarbt wie die mit Protein beladenen Membranen

Abbildung 4.9 Coomassie-Firbung der mit 10 mg/mL Lysozym-Losung beladenen Kationenaustauscher Membranen.
Gezeigt sind von links nach rechts die Membranlagen in den S 75 Einheiten von der obersten zur untersten Lage.

4.1.2 Scale-up vom Mikro- in den Labormafistab

Grundsitzlich werden bei einem Scale-up Prozess die Betthchen, lineare FlieBgeschwindig-
keit, Probenkonzentration und das Verhiltnis Gradienten- zu Gesamtvolumen konstant
gehalten, wihrend das Probenvolumen, die Flussrate und der Bettdurchmesser erhoht werden.
Dabei werden im analytischen MaBstab zuerst die Trennung optimiert und alle wichtigen
Parameter ermittelt. Nach einer MaBstabvergroerung um den Faktor 10 oder 100 erfolgt in
einem weiteren Schritt die Ubertragung auf die tatsichliche ProzessgroBe. Neben den
Anspriichen an die verwendete Apparatur muss hierbei auch die gleichmdBige Stromungs-
verteilung tiber groBflichige Betten gewihrleistet sein [106].

In dieser Arbeit sollte nun eine Mal}stabvergroerung von Mikroliter- in den Labormalstab
stattfinden. In den ndchsten Versuchen wurden deshalb die 8-strips den MA 75 Einheiten
gegeniibergestellt. Beziiglich der Adsorptionsverteilung wurde bei den MA 75 units eine
bessere Stromungsverteilung festgestellt. Zum genaueren Vergleich der Membranadsorberein-
heiten wurden die maximalen Bindungskapazititen und Dissoziationskontanten anhand von
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Bindungsisothermen ermittelt, wobei zundchst die Abhédngigkeit der Proteinbindung von der
FlieBgeschwindigkeit iiberpriift wurde. Da durch Bearbeitung der 8-strips in der Zentrifuge
die Bestimmung der Flussrate nicht moglich war, wurden die 8-Strips mit geeigneten
Anschliissen an eine FPLC-Anlage angeschlossen. Unter Variation der FlieBgeschwindigkeit
wurden die 5- und 15-lagigen Q 8-strips mit 1 mg/mL BSA beladen, wobei die Flussrate und
das Probenvolumen entsprechend der Q 75 Einheit (Abbildung 4.8) angepasst wurde. Es
wurden also 1,3 mL bzw. 4 mL BSA-Losung aufgegeben und die gebundene Proteinmenge
wurde durch Messung der Elutionsfraktionen bestimmit.

In Abbildung 4.10 sind die eluierten Proteinmengen gegen die linearen FlieBgeschwindig-
keiten fiir die 5- und 15-lagigen Q 8-strips sowie fiir die Q 75 Einheit aufgetragen. Hierbei
wird eine von der Auftragungsgeschwindigkeit relativ unabhingige Proteinadsorption fest-
gestellt. Bei einer Steigerung der FlieBgeschwindigkeit um den Faktor 10 wird lediglich eine
Abnahme von 10 % festgestellt. Die weiteren Versuche wurden bei einer FlieBgeschwindig-
keit von 1 cm/min durchgefiihrt.
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Abbildung 4.10 Abhingigkeit der Proteinbindung an Anionenaustauscher von der Auftragsgeschwindigkeit.
Aufgetragen wurden 1,3 mL (5-lagige 8-strips), 4 mL (15-lagige 8-strips) bzw. 100 mL (Q 75) einer 1 mg/mL BSA-
Losung.

Da bei einem Up-scale Prozess lediglich der Bettdurchmesser verandert wird, wahrend die
Betthohe konstant gehalten wird, wurden bei der Aufnahme der Adsorptionsisothermen nur
die 15-lagigen 8-strips mit den MA 75 Einheiten verglichen. Hierzu wurden die Anionen- und
Kationenaustauscher Module mit unterschiedlichen Konzentrationen an BSA bzw. Lysozym-
Losung beladen. Adsorptionsisothermen werden normalerweise beim vollstindigen Durch-
bruch (> 98 %) aufgenommen, deshalb wurden die Q 8-strips zundchst mit je 8 mg beladen
(Abbildung 4.11). Es wurde aber nur ein Durchbruch von 90 % erreicht. Fiir einen kompletten
Durchbruch wurden im néchsten Versuch 24 mg Protein auf die 8-strips aufgetragen. Die
Adsorptionsisotherme fiir diese Beladung ist in Abbildung 4.12 dargestellt. Man erkennt
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einen fast linearen Anstieg mit steigender Proteinkonzentration. Anscheinend findet bei einer
Uberladung der Membran nicht nur eine Adsorption in Monolage statt. Wie auch bei den
Membranfirbungen gezeigt wurde, wird bei solch einer Uberladung die komplette
Membranfldche zur Proteinbindung ausgenutzt. Deshalb miisste in diesem Fall die Beladung
auf die gesamte Flache bezogen werden.

0,9 -
0,8 -
0.7 1 * 1 mg/mL
0,6 - = 0,5 mg/mL
Q0,5 - + 0,4 mg/mL
O
04 - x 0,3 mg/mL
= 0,2 mg/mL
0,3 -
0,1 mg/mL
9.2 1 +0,05 mg/mL
01 4 4
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Aufgetragene BSA-Menge [mg]

Abbildung 4.11 Durchbruchkurven von 15-lagigen Q 8-strips.
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Abbildung 4.12 Adsorptionsisotherme fiir 15-lagige Q 8-strips bei einer Proteinbeladung von 24 mg. Dargestellt sind
die Isothermen bezogen auf 3,06 cm? bzw. 4,8 cm? Membranfliiche.



4 Membranchromatografie: Experimenteller Teil 35

Aufgrund dieser Ergebnisse und den Ergebnissen aus der Membranfiarbung wurde bei der
Uberpriifung der Up-scale Moglichkeit von den 15-lagigen 8-strips auf MA 75 Einheiten fiir
8-strips der Mittelwert aus der gesamten Membranfliche und der durchstromten Flache als
effektive Adsorptionsfliche angenommen (3,93 cm?). Um eine Uberladung der Membranen
zu verhindern und so die effektive Adsorptionsfliche konstant zu halten, wurde deshalb bei
allen Proteinkonzentrationen auf die Membranen in beiden Modulen eine Proteinmenge von
1,3 mg/cm’ aufgetragen.

Die Abbildung 4.13 und Abbildung 4.14 zeigen die Adsorptionsisothermen sowie die
ermittelten Langmuir Isothermen fiir Q- und S-Membranen in den beiden Modulen.
Grundsitzlich wird eine hohere Proteinbindung bei S-Membranen festgestellt und die
Adsorptionen an MA 75 Einheiten lassen sich durch die Langmuir Isotherme besser
beschreiben. Die ermittelten Parameter der Isothermen sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.
Die Bindungskapazititen und Affinitdten der 8-strips sind fiir beide Ionenaustauscher
vergleichbar mit denen der MA 75 Einheiten.
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Abbildung 4.13 Adsorptionsisothermen fiir Q 75 und 15-lagige Q 8-strips bei einer Proteinbeladung von 1,5 mg/cm?.
Angegeben ist der Mittelwert aus drei Messungen.
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Abbildung 4.14 Adsorptionsisothermen fiir S 75 und 15-lagige S 8-strips bei einer Proteinbeladung von 1,5 mg/cm’.
Angegeben ist der Mittelwert aus drei Messungen.

Tabelle 4.2 Parameter der fiir die Ionenaustauscher Membranen ermittelten Isothermen.

Q 8-strips Q75 S 8-strips S75
Koiss [Mg/mL] 2,98 x 102 1,72 x 107 6,68 x 102 2,39x 107
Qmax [Mg/cm?)] 0,53 0,48 0,85* 0,84

* Bezogen 3,93 cm? Membranflache.

Bei einer angenommenen effektiven Membranflache von 3,93 cm? fiir 8-strips lassen sich die
beiden Ionenaustauscher Einheiten miteinander gut vergleichen. Dies ist jedoch nur ein
Néherungswert, der nur bei einem Durchbruch von > 90 % gilt. Bei einem Durchbruch von
10% werden bei den MA 75 Einheiten hohere Bindungskapazititen festgestellt
(Kapitel 4.1.1).

4.1.3 Anwendung: Aufreinigung von hGH mittels S-Membranen

Die Scale-up Moglichkeit der lonenaustauscher Membranen wurde auch am Beispiel der
Aufreinigung von Human growth hormone (hGH, Somatotropin) aus Kulturiiberstinden
untersucht. Das Somatotropin ist ein aus 191 Aminosduren aufgebautes Protein mit 2
Disulfidbriicken und einer Molmasse von ungefahr 21,5 kDa. Als Wachstumshormon ist es
zusammen mit anderen Hormonen wie Insulin und Thyroxin essenziell flir ein normales
Liangenwachstum. Ein Mangel an hGH in der Kindheit fiithrt zu Kleinwiichsigkeit, die durch
Zufuhr von hGH behandelt werden kann.
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Die Kultivierungen mit der rekombinanten Zelllinie CHO®® hGH wurden von Fabienne
Anton durchgefiihrt [119]. Weitere Kulturiiberstinde wurden von der Cell Culture Services
GmbH, Hamburg zur Verfiigung gestellt (Kapitel 3.5). Zur Aufarbeitung wurden die Zellen
abzentrifugiert und der Kulturiiberstand durch 0,2 pm Membran filtriert. In Suck et al. wurden
bereits die Aufreinigungsbedingungen fiir hGH anhand des Scouting Protokolls iiber spin
columns optimiert: Kationenaustauscher Membran, Bindungspuffer: 25 mM NaAc, pH 4,5;
Elution mit 0,3 und 0,6 M NaCl in Bindungspuffer [107]. Diese wurden fiir das Up-scaling
iibernommen.

Zunichst wurde in dem Uberstand der pH-Wert auf 4,5 eingestellt. Die Konzentration an
hGH in der Probe betrug 12,4 pg/mL. Um das Bindungs- und Elutionsverhalten der
Membranen bei solch einer geringen Probenkonzentration zu {iberpriifen, wurden 7,2 bzw.
80 mL Uberstand auf S 8-strip (1 well) bzw. S 75 Einheiten aufgetragen. Das Ergebnis der
Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE iiberpriift (Abbildung 4.15). Das hGH wird komplett
an die Membranen gebunden. Das Protein wird mit 0,3 M und 0, 6 M NaCl eluiert. W&hrend
die Erhohung der Salzkonzentration auf 1 M keine weitere Elution von hGH bewirkt, ist in
der Elution mit Laemmli-Puffer hGH vorhanden. Dies zeigt, dass hGH erst unter
denaturierenden Bedingungen vollstindig von der Membran geldst werden konnte.

S 8-strip S75
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Marker

hGH-Uberstand

Durchlauf

Elution mit 0,3 M NaCl
Elution mit 0,6 M NaCl
Elution mit 1 M NaCl
Elution mit Laemmli-Puffer
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Abbildung 4.15 SDS-PAGE-Analyse der Aufreinigung von hGH aus Kulturiiberstand iiber Kationenaustauscher
(12 %iges Gel, Silber-Firbung).

Nach diesem Vorversuch wurden die Bindungskapazititen der Kationenaustauscher fiir hGH
bestimmt. Hierzu wurde auf die S 75 Einheit 2,25 L Kulturiiberstand mit einer Flussrate von
5 mL/min aufgetragen und nach Waschen mit Bindungspuffer unter Einstellung eines Stufen-
gradienten eluiert (Abbildung 4.16). Beim 8-strip wurde ein aufkonzentrierter Uberstand
(24 x 300 pL) verwendet und mit dem gleichen Gradienten eluiert. In Abbildung 4.17 ist die
SDS-PAGE-Analyse der Proteinfraktionen fiir beide Einheiten dargestellt. Die Bindungs-
kapazitit der Membranen wurde offensichtlich erschopft (vgl Spur 3 und 15). In den
Elutionsfraktionen werden Verunreinigungen durch andere Proteine festgestellt. Bei einer
Uberladung der Membran spielen anscheinend auBer den ionischen Wechselwirkungen auch
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andere Krifte eine Rolle. So koénnen z. B. Wechselwirkungen mit den bereits gebundenen
Proteinmolekiilen auftreten oder Membranstellen besetzt werden, an denen geringe sterische
Hinderungen existieren, wo die ionischen Interaktionen zwischen den Liganden und der
Proteinoberfliche nicht zur Wirkung kommen. Die Elution mit Laemmli—Puffer (Spur 9)
zeigt, dass die Membran mit anderen Proteinen des Kulturiiberstands stark verunreinigt
wurde.
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Abbildung 4.16 Chromatogramm der hGH-Aufreinigung iiber S 75 Modul.
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Abbildung 4.17 SDS-PAGE-Analyse der hGH-Aufreinigung iiber Kationenaustauscher 8-strip und MA 75 (12 %iges
Gel, Silber-Férbung).



4 Membranchromatografie: Experimenteller Teil 39

Die hGH-Konzentrationen in den Elutionsfraktionen wurden mit einem ELISA bestimmt und
so die hGH-Bindungskapazititen ermittelt. Mit 202,1 pg/cm? fiir S 8-strip und 146,1 pg/cm?
fiir S 75 wurden vergleichbare Bindungskapazititen fiir beide Adsorber erhalten. Fiir eine
effiziente Aufreinigung groflerer Mengen sollte die Aufreinigungsprozedur jedoch in
mehreren Schritten erfolgen, ohne die Membrankapazitét vollstindig auszunutzen.

4.2 Metallchelat Membranen

Neben den Ionenaustauscher Membranen wurden auch Membranen mit Metall
chelatisierenden Gruppen zur Proteinaufreinigung untersucht. Die Metallchelatchromatografie
wird besonders héufig zur Isolierung rekombinanter Proteine eingesetzt. An das Zielprotein
fusioniert man mehrere Histidine in direkter Abfolge. Durch diese Fusion, die als His-Tag
bezeichnet wird, bindet das Zielprotein fester an das Metallion als die {ibrigen Proteine.
StandardmiBig werden 5 oder 6 Histidine als Tag verwendet. Die hier eingesetzten
Membranen sind mit Iminodiessigdure (IDA)-Gruppen funktionalisiert. Bei der Trennung
iiber IDA-Membranen konnen verschiedene Metallionen auf ihre Eignung zur Reinigung und
Wiederfindung des zu analysierenden His-Tag Proteins getestet werden. Die 8-strips sind
hierfiir besonders geeignet. Nach Ermittlung der optimalen Aufreinigungsbedingungen iiber
8-strips und spin columns wurden groBere Mengen iiber IDA 75 Einheiten mit 75 cm?
Membranfldche und 2,1 mL Bettvolumen aufgereinigt (vgl. Abschnitt 3.1).

4.2.1 Herstellung von His-Tag Proteinen

Die IDA Module wurden durch Isolation von His-Tag Proteinen (Bgl-His und His-getaggte
Esterasen PFEI, BsubE, pNBE und Bste) aus E. coli Kulturiiberstinden und Zelllysaten
ndher charakterisiert. Eine Auflistung der Proteine mit Molekulargewichten und pI-Werten
sowie das Herstellungsverfahren sind in Kapitel 3.6 angegeben. Zur Produktion der Esterasen
wurden die erhaltenen Plasmide in den E. coli Sicherheitsstamm K12 transformiert. Alle
Kultivierungen wurden in LB-Medium mit 100 pg/mL Ampicillin durchgefiihrt. Bei einer
ODgoo von 0,5 wurde bei Bgl-His mit 1 mM IPTG induziert, wihrend die Induktion der
Esterasen mit 0,2 % L-Rhamnose erfolgte. Nach 4 h Kultivierung wurden zur Gewinnung der
Esterasen die Zellen mit Ultraschall aufgeschlossen. Da das Bgl-His auch extrazellulér
vorliegt, wurde der Uberstand zur Proteinisolierung verwendet.
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4.2.2 Optimierung der Aufreinigung von His-Tag Proteinen mittels 8-strips und
Ubertragung auf IDA 75

Durch die Kombination der 8-strips mit 96-well Platten kann ein Hochdurchsatz Screening
durchgefiihrt werden. So wurden die IDA 8-strips zur parallelen Bestimmung der optimalen
Aufreinigungsbedingungen der His-Tag Proteine eingesetzt. Dabei wurden vor allem
verschiedene Metallionen (Ni2+, Co™, Cu2+, Zn2+) auf ihre Bindungseffizienz hin untersucht.
Nach Beladung der einzelnen wells der 8-strips mit den Metallionen wurden die Proteine aus
den Zelllysaten und Kulturiiberstinden isoliert (vgl. Abschnitt 3.2). Der Erfolg der
Aufreinigungen wurde mittels SDS-PAGE iiberpriift. Die His-getaggten Enzyme konnten
iiber Co”" beladene Membranen in hoher Reinheit aus den Lysaten isoliert werden (Abbildung
4.18). Wiahrend der Aufreinigung von PFEI wurde eine hohe Instabilitit des Enzyms in
Losung festgestellt, deshalb wurde dem Elutionspuffer 50 % Glycerin zugesetzt. Der Einsatz
von Glycerin stellte bei den Membranadsorbern kein Problem dar.

Bste PFEI BsubE pNBE

M P N Co"Cu”Zn” P Co” M P Co” P Co”
kDa

50 S
i " =
= -
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=

30__g g —_ 3
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Abbildung 4.18 SDS-PAGE-Gel des Screeningversuchs nach Metallionen bei der Aufreinigung von His-tag-Proteinen
iiber IDA 8-strips (12 %iges Gel, Coomassie-Firbung). M: Marker; P: Probe (E.coli Zelllysat); Ni2+, Co2+, Cu2+,
Zn2+: Elution unter Angabe des verwendeten Metallions; Bste: Bacillus stearothermophilus Esterase; PFEI:
Pseudomonas fluorescens Esterase I; BsubE: Bacillus subtilis Esterase; pNBE: Bacillus subtilis p-Nitrobenzylesterase.

Im Folgenden ist beispielhaft fiir das Enzym Bgl-His die Ubertragung der optimierten
Aufreinigungsbedingungen auf IDA 75 Einheiten vorgestellt. 3 mL Zellaufschluss wurden bei
einer Flussrate von 1 mL/min, wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, auf eine mit Co**-Ionen
beladene Membran aufgetragen. Das gebundene Protein wurde anschlieBend mit Imidazol
eluiert. Die densitometrische Analyse der Proteinfraktionen auf dem SDS-Gel zeigt, dass das
Protein mit {iber 97 % Reinheit aus dem Zelllysat isoliert werden konnte (Abbildung 4.19).
Eine detaillierte Beschreibung zur densitometrischen Quantifizierung der Proteine nach SDS-
PAGE befindet sich in Abschnitt 7.3.1.
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Abbildung 4.19 (a) Chromatogramm und (b) SDS-Polyacrylamid-Gel der Aufreinigung von Bgl-His aus dem
Zellaufschluss iiber IDA 75 (12 %iges Gel, Coomassie-Firbung). Die Metallchelat-Membran wurde mit Co**-Ionen
beladen. P: Probe Bgl-His Zelllysat, F: Fraktion, M: Marker. Aufgetragen wurden 3 mL Zellaufschluss, nach
Waschen mit 20 mL 50 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, pH 8,0 wurde mit 20 mL 50 mM NaH,PO,4, 500 mM NaCl, 250
mM Imidazol, pH 8,0 eluiert. Die Losungen wurden in 1 mL Fraktionen aufgefangen.

4.2.3 Charakterisierung der IDA Membranen

Zur Charakterisierung des Bindungsverhaltens von IDA Modulen wurde zuerst die
Ligandendichte auf den Membranen bestimmt, indem die Membranen mit Co>*-Ionen beladen
wurden. Durch Absorptionsmessung der aufgetragenen und durchgelaufenen Metalllosung bei
487 nm wurde mittels einer Co”'-Standardreihe die Metallionendichte auf der Membran
ermittelt. Die Metallionen werden bei allen Modulen gleichermaBlen komplexiert (2,7 +
0,5 umoL/cm?). Bei der Regeneration der wiederverwendbaren IDA 75 Einheiten mit 1 M
Schwefelsdure wurde eine Wiederfindung der Metallionen {liber 94 + 3 9% festgestellt. Es tritt
also kaum eine Ausblutung des Liganden auf.

Im zweiten Schritt wurde die Bestimmung der Proteinadsorption an die mit Metallionen
beladenen Membranen durchgefiihrt, wobei die Abhédngigkeit der Bindungskapazitdt von der
Probenauftragsgeschwindigkeit untersucht wurde. Hierfiir wurden die Esterasen PFEI und
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pNBE in Zusammenarbeit mit Michael Biiring (laufende Dissertation, Institut fiir Technische
Chemie, Universitit Hannover) im 8 L-Maf3stab produziert [121]. Die Enzymmengen in den
Zellaufschliissen sowie den Elutionsfraktionen der Proteinaufreinigung wurden densito-
metrisch nach SDS-PAGE unter Verwendung von BSA als Standard quantifiziert (siche
Abschnitt 7.3.1). Das Durchbruchverhalten der Module wurde durch Aktivititsmessung der
Durchlauffraktionen verfolgt. Hierzu wurde ein fotometrischer Assay verwendet, der auf der
Hydrolyse von p-Nitrophenylacetat durch die Esterasen basiert. Dabei wird p-Nitrophenolat
(€410nm, pH7,5 = 14500) freigesetzt, das fotometrisch durch Absorption bei einer Wellenlénge
von 410 nm detektiert wird (vgl. Abschnitt 3.7). Die relativen Absorptionen der Fraktionen
wurden dabei zur Absorption der aufgetragenen Probe ins Verhéltnis gesetzt.

Bindung von PFEI an IDA Module

Um die benétigte Probemenge fiir den His-Tag Proteindurchbruch zu ermitteln, wurden
100 mL des PFEI Zellaufschlusses, der 122 pg/mL Enzym enthilt, mit einer Flussrate von
1 mL/min auf die IDA 75 Einheit aufgetragen (Abbildung 4.20). Mittels SDS-PAGE Analyse
und Aktivititsmessung der Fraktionen wurde der Enzymdurchbruch von 10 % bei einem
Auftragungsvolumen von 52,4 mL festgestellt. Dies entspricht einer PFEI-Menge von 6,4 mg.
Zum Vergleich der Bindungskapazititen von IDA 75 mit 8-strips und spin columns wurden
103 pg/cm? PFEI bei verschiedenen linearen FlieBgeschwindigkeiten auf die Membranen
aufgegeben, wobei ein Zellaufschluss mit 155 pg/mL PFEI verwendet wurde. Die Mikroliter-
einheiten wurden hierzu wie bei den lonenaustauschern an die FPLC angeschlossen. Die
Bindungskapazititen wurden aus der eluierten Proteinmenge errechnet. Tabelle 4.3 fasst die
Ergebnisse der Proteinaufreinigung in Abhéngigkeit FlieBgeschwindigkeit zusammen. Bei
einer 10fachen Erhohung der Flussrate wird eine Kapazititsabnahme von ca. 10 % fest-
gestellt. AufBer bei den 15-lagigen 8-strips werden vergleichbare Bindungskapazitéten fiir die
Module erhalten. Die niedrigeren Bindungskapazitit hierbei sind, wie in Abschnitt 4.1.1
bereits diskutiert, auf die von der tatsichlichen Membranfliche geringere -effektive
Adsorptionsfliache zuriickzufiihren.

Tabelle 4.3 Bestimmung der Bindungskapazitit der IDA Module anhand der Aufreinigung von PFEI in Abhiingigkeit
von der FlieBgeschwindigkeit.

0,2 cm/min 0,4 cm/min 1 cm/min 2 cm/min 4 cm/min

IDA 75 (75 cm?) 82 pg/cm? 85 pg/cm? 75 p/cm? 73 pyg/cm?
15-lagige spin columns (5,61 cm?) - 83 pg/cm? 88 pg/cm? 85 pg/cm? 74 pyg/lcm?
15-lagige 8-strips (4,8 cm?) - 58 pg/cm? 60 pg/cm? 57 pg/cm? 51 pg/cm?

5-lagige 8-strips (1,6 cm?) - 89 pg/cm? 75 pg/cm? 82 pg/cm? 70 pg/cm?
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Abbildung 4.20 Aufreinigung von PFEI aus dem Zellaufschluss iiber IDA 75. (a) Chromatogramm, (b) SDS-
Polyacrylamid-Gel mit Angabe der densitometrisch bestimmten Proteinmenge (12 %iges Gel, Coomassie-Firbung)
und (c) Aktivititsmessung. Die Metallchelat-Membran wurde mit Co**-Ionen beladen (Faktion 1-6). Aufgetragen
wurden 100 mL Zellaufschluss, nach Waschen mit 30 mL 50 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, pH 8,0 wurde mit 30 mL
50 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0 in 50 % Glycerin eluiert. Die Losungen wurden in 5 mL
Fraktionen aufgefangen.
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Bindung von pNBE an IDA Module

Neben PFEI wurde auch das Bindungsverhalten von pNBE an IDA Modulen untersucht. Da
bei PFEI die 15-lagigen spin columns vergleichbare Kapazititen wie die IDA 75 Einheiten
zeigten, wurden hierbei diese beiden Einheiten gegeniibergestellt. Aus einer 8§ L Kultivierung
wurden 81,59 g Zellen geerntet. Diese wurden in 815 mL IDA Bindungspuffer aufge-
schlossen, zentrifugiert und durch 0,2 um Filter filtriert. Der Zellaufschluss enthielt
245 pg/mL pNBE.

Beim IDA 75 Modul wurde der Durchbruch von pNBE in Abhingigkeit von der Flussrate
anhand der Aktivititsmessung der Proteinfraktionen verfolgt. Hierbei wurden 50 mL Zelllysat
auf die Membran aufgegeben (163 ng pNBE/cm?). Die Bindungskapazititen bei 10 %
Durchbruch wurden aus der aufgetragenen Proteinmenge errechnet, wihrend die Bindungs-
kapazititen bei vollstaindigem Durchbruch aus den eluierten Proteinmengen bestimmt wurden.
Bei den spin columns wurden entsprechend der IDA 75 Einheit 4 mL Probe verwendet, wobei
hier nur die maximalen Bindungskapazititen bei verschiedenen Flussraten ermittelt wurden.
Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Abbildung 4.21 zeigt die Ergebnisse
der Durchbruchanalyse. Hierbei wird mit steigender Flussrate eine Verschiebung des
Durchbruchs zu kleineren Auftragungsvolumina, also eine zunehmende Abhéngigkeit der
Bindungskapazitéit von der Flussrate, beobachtet. Tabelle 4.4 fasst die ermittelten Kapazititen
fiir IDA 75 Einheiten und 15-lagige spin columns zusammen. Wéhrend bei den IDA 75
Einheiten bei einer 10fachen Erhohung der Flussrate eine Abnahme der Bindungskapazitit
um ca 55 % festgestellt wird, bleibt die Bindungskapazitit der spin columns konstant. Fiir
beide Einheiten werden jedoch etwa 42 % geringere Kapazititen als beim PFEI erzielt.
Hierfiir konnte die Grofe des His-Tag Proteins verantwortlich sein. Das pNBE ist mit
54965 Da Molmasse groBer als das PFEI (31059 Da). Die grof3en Proteinmolekiile behindern
sich anscheinend gegenseitig bei der Komplexbildung. Dies erkldrt auch die Abhédngigkeit
von der Flussrate bei der IDA 75 Einheit. Warum dieser Effekt bei den spin columns nicht
auftritt, ist unklar.

Die Bindung von His-Tag Proteinen an Metallchelat Membranen ist demzufolge abhéngig
von der GroBe und sicherlich verbunden damit von der Zugénglichkeit des His-Tags fiir das
immobilisierte Metallion. Auch wenn sich die IDA Module in Abhingigkeit von dem His-
getaggten Protein unterschiedlich verhalten, konnen durch Arbeiten im Mikrolitermafstab die
Aufreinigungsbedingungen beziiglich der Pufferauswahl im Hochdurchsatz optimiert und auf
grofere Einheiten iibertragen werden.
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Abbildung 4.21 Durchbruchkurven von pNBE bei der Aufreinigung iiber IDA 75 in Abhéngigkeit von der Flussrate.
Die Metallchelat-Membran wurde mit Co’*-Tonen beladen. Aufgetragen wurden 50 mL Zellaufschluss, nach Waschen
mit 30 mL 50 mM NaH,PQO,, 500 mM NaCl, pH 8,0 wurde mit 30 mL 50 mM NaH,PO,, 500 mM NacCl, 250 mM
Imidazol, pH 8,0 eluiert. Die Losungen wurden in 5 mL Fraktionen aufgefangen.

Tabelle 4.4 Bestimmung der Bindungskapazitit der IDA Module anhand der Aufreinigung von pNBE in

Abhingigkeit von der Flieigeschwindigkeit.

0,2 cm/min 0,4 cm/min 1 cm/min 2 cm/min

IDA 75 (10 % Durchbruch) 35 pg/lcm? 32 pg/cm? 20 p/cm? 16 pg/cm?

IDA 75 (vollstandiger Durchbruch) 38 pg/cm? 34 pg/cm? 26 pg/cm? 18 pg/cm?
(valistandiger Durchbruch) : 26uglom? 26 uglem® 24 pglem’
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5 Membranchromatografie: Zusammenfassung und Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden verschiedene Adsorbermodule (8-strips, spin columns,
MA 75) mit Ionenaustauscher und Metallchelatmembranen durch Untersuchung des
Bindungs- und Elutionsverhaltens niher charakterisiert und miteinander verglichen.

Ionenaustauscher (Q und S)

Zundchst wurde der Einfluss der Anzahl an Membranlagen auf die Bindungseigenschaften der
Ionenaustauscher 8-strips und spin columns untersucht. Es wurde festgestellt, dass sich eine
Steigerung der Membranlagenanzahl von 5 auf 15 Lagen negativ auf die Bindungskapazitit
auswirkt, da die Strémung in diesen Modulen in der Membranmitte komprimiert wird und nur
ein geringer Teil der Membranoberfliche ausgenutzt wird. Erst bei einer Uberladung der
Module wird die ganze Membranfldche mit Proteinen belegt. Probleme gab es aufgrund des
Modulaufbaus in der Bestimmung der effektiven Adsorptionsfliche. Wahrend die durch-
stromte Adsorptionsfliche bei MA 75 Einheiten gleich bleibt, wird die gesamte effektive
Adsorptionsflaiche in den Mikroliter-Einheiten aufgrund steigender diffusiver Anteile im
Stofftransport (Filmdiffusion) bei einer Uberladung vergroBert (vgl. Ergebnisse der
Membranfarbung: Abbildung 4.5 und Abbildung 4.7).

Die Bindungskapazititen bei 10 % Durchbruch korrelieren fiir alle drei Module (15
Membranlagen) (sieche Tabelle 5.1). Aufgrund des groBeren BSA Molekiils werden fiir Q
Membranen geringere Bindungskapazititen ermittelt.

Tabelle 5.1 Vergleich der Bindungskapazititen der 15-lagigen Ionenaustauscher Module bei 10 % Durchbruch.

Q S
8-strip spin column IDA 75 8-strip spin column IDA 75
(3,06 cm?) (5,61 cm?) (75 cm?) (3,06 cm?) (5,61 cm?) (75 cm?)
Bindungskapazitat* 0,28 + 0,01 0,36 + 0,01 0,37+ 0,05 0,59 £ 0,02 0,63 0,03 0,66 + 0,03

[mg/cm?]

*1 mg/mL BSA bzw. Lysozym in 25 mM KPP, pH 7,5.

Bei linearen FlieBgeschwindigkeiten zwischen 0,2 und 2 cm/min ist die Bindungskapazitit
der Module von der Auftragsgeschwindigkeit relativ unabhédngig. Bei einer 10fachen Fluss-
rate wird lediglich eine Abnahme von 10 % in der Proteinbindung festgestellt.

Vergleicht man die mittels Langmuir Isotherme erhaltenen Bindungskapazititen, so weisen
die Anionenaustauschermembranen wiederum eine geringere Bindungskapazitdt auf und die
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Adsorptionen an MA 75 Einheiten lassen sich durch die Langmuir Isotherme besser
beschreiben. Die Bindungskapazititen der 15-lagigen 8-strips bei einer angenommenen
effektiven Fliche von 3,93 cm’ (Mittelwert aus der durchstromten und tatsdchlichen
Membranfldche) sind fiir beide lonenaustauscher vergleichbar mit denen der MA 75 Einheiten
(vgl. Abschnitt 4.1.2).

Als Beispiel zur Anwendung der Ionenaustauscher Membranadsorber in Realproben wurde
das Wachstumshormon hGH aus CHO-Kulturiiberstinden {iber Kationenaustauscher-
membranen aufgereinigt. Hierbei wurde fiir S 8-strips und S 75 ein dhnliches Bindungs-
verhalten gegeniiber hGH erhalten. Zu einer effizienten Aufreinigung tiber lonenaustauscher
sollte statt der vollen Ausnutzung der Membranfliche die Reinigungsprozedur mehrmals
durchlaufen werden.

Metallchelat Membranen

Die mit metallchelatisierenden IDA-Gruppen funktionalisierten 8-strips, spin columns und
IDA 75 Einheiten wurden direkt fiir die Aufreinigung von Enzymen aus E. coli Zelllysaten
eingesetzt. Nach Testung von verschiedenen Metallionen iiber 8-strips konnten die mit Co*'-
Ionen beladenen Membranen als optimale Matrix zur Isolierung von His-Tag Proteinen
identifiziert werden.

Zur Charakterisierung der IDA-Membranen wurden die Esterasen PFEI und pNBE in
grofBeren Mengen produziert und iiber die Module aufgereinigt, wobei der Einfluss der
FlieBgeschwindigkeit auf die Proteinbindung untersucht wurde. Bei diesen Membrantypen
wurde eine proteinabhdngige Adsorption festgestellt. Wahrend bei PFEI unabhédngig von der
Auftragungsgeschwindigkeit fiir alle Module dhnliche Bindungskapazititen erhalten wurden,
reduzierte sich die gebundene Proteinmenge bei pNBE fiir IDA 75 Einheiten mit steigender
Flussrate auf die Héilfte. Zudem wurden fiir pNBE deutlich geringere Bindungskapazititen
erzielt (vgl. 4.2.3). Dies hidngt sicherlich zum einen von der Proteingrofle und zum anderen
von der Zugénglichkeit des His-Tags zur Komplexbildung ab.

Durch Verwendung von 8-strips und spin columns mit unterschiedlichen Funktionalititen
kann im Mikrolitermaf3stab die optimale Aufreinigungsstrategie fiir das jeweilige Protein,
einschlieBlich der Bestimmung der Membransorte und Ermittlung der Bindungs- bzw.
Elutionspuffer, entwickelt werden. Obwohl eine Ubertragung auf MA 75 Einheiten und somit
auf Sartobind Large Scale System prinzipiell moglich ist, sollte das Up-Scaling in den
ProduktionsmalBstab iiber die MA 75 Einheiten erfolgen, um die FlieBgeschwindigkeit zu
optimieren und aufgrund der festen effektiven Adsorberfliche die Bindungskapazitét sicher
festzustellen.
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Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, eine Aptamer-basierte Affinitdtschromatografie fiir den
priparativen Einsatz zu entwickeln. Hierzu wurden zwei gegen His-Tag gerichtete Aptamere
aus der Patentschrift US 2005/0142582 Al als Modellliganden verwendet (Tabelle 6.1),
welche in einem phosphathaltigen Selektionspuffer (50 mM K,;HPO,4, 150 mM NacCl, 0,05 %
Tween 20, pH 7,5 (PBS-T)) aus einer DNA Bibliothek isoliert wurden [108].

Tabelle 6.1 Verwendete Aptamere

Aptamer 6H5 6H7
Sequenz 5"GGC TTC AGG TTG GTC TGG TTG 5" GCT ATG GGT GGT CTG GTT GGG ATT
q GGT TTG GCT CCT GTG TAC G 3’ GGC CCC GGG AGC TGG C 3°
Molekulargewicht [Da] 12598 12667
Affinitat His-Tag His-Tag
Modifizierung 5°C6-NH, 5°C6-NH, und 3'C7-NH,

Um die Eignung der ausgewdhlten Aptamere fiir den FEinsatz in der Chromatografie
aufzukldren, wurde zu Beginn der Arbeit die Funktionalitit der Aptamere mittels Ober-
flichenplasmonresonanz untersucht. AnschlieBend wurden verschiedene Matrizes (Sepharose
Beads, Membranen und Magnetpartikel) mit unterschiedlichen Funktionalititen (Epoxy,
Aldehyd, Carboxyl und Amino) zur Immobilisierung der Aptamere getestet und die
Aptamerchromatografie auf Basis der am besten geeigneten Oberflidche optimiert.

Im Folgenden sind die Versuchsprotokolle der zur Entwicklung der Aptamerchromatografie
angewandten Techniken wiedergegeben. Die Versuche wurden, wenn nicht anders
angegeben, mit den 5°’C6-NH, modifizierten Aptameren durchgefiihrt.

6.1 Oberflichenplasmonresonanz (SPR) Spektroskopie

Die SPR Messungen wurden mit freundlicher Genehmigung von Dr. Thomas Reinard am
Institut fiir Pflanzengenetik, Abteilung 2, Pflanzenbiotechnologie der Leibniz Universitét
Hannover durchgefiihrt.

Verwendetes Gerdt: Autolab ESPRIT (EcoChemie, Utrecht, Niederlande)
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System Parameter:
Measurement Interval [s]: 1
Pump (1+2) Flow [uL/s]: 16,7
Synchronized Mix Flow [puL/s]: 16,7
Pump (1+2) Mix Volume [uL]: 15
Synchronized Mix Volume [pL]: 15
Drain Speed [1-255]: 250
Wash Speed [1-255]: 250
Verwendete Losungen:
Carboxylfunktionalisierung: 11 mg 11-Mercaptoundecansdure in 50 ml 98% Ethanol
Ligandenimmobilisierung: 10 mM Natriumacetat pH 4,5 (Immobilisierungspuffer)
0,4 M EDC
0,1 M NHS
1 M Ethanolamin pH 8,5 (Blockierungspuffer)
0,1 M HCI (Regenerationspuffer)

Protein Bindung/Elution: 50 mM K,HPO4, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20,
pH 7,5 (PBS-T)

1 % SDS

Eingesetzte Liganden: 2,4 mg/mL 6HS5- bzw. 6H7-Aptamer und 1 mg/mL 6His-Antikdrper in
NaAc-Puffer

Targetprotein: 0,015 mg - 5 mg/mL PFEI in PBS-T

Vorbereitung der Goldchipoberfliche: Zur Einfiihrung von Carboxylgruppen wurde der
Goldchip in der 11-Mercaptoundecansédure-Losung iiber Nacht inkubiert. AnschlieSend wurde
er jeweils dreimal mit ddH,O und EtOH griindlich gewaschen und mit Druckluft getrocknet.
Der Chip wurde auf dem Hemizylinder in die ESPRIT eingesetzt und durch Waschen mit
Natriumacetat-Puffer stabilisiert.

Experimenteller Ablauf der ESPRIT-Messungen:
1. Immobilisierung des Liganden an die Sensoroberfléche:

Von der Liganden-Probe und den Reaktionslosungen EDC, NHS und Ethanolamin wurden je
2 x 75 pL (fiir Mess- und Referenzzelle) in eine 384-well Mikrotiterplatte eingefiihrt. Als
Stocklosungen wurde NaAc sowie HCl verwendet. Die Kopplung wurde im “Ligand
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Immobilization Mode” des Gerites vollautomatisch durchgefiihrt. Folgende Reaktionszeiten
wurden dabei definiert:

Baseline: 120 s Immobilisierungspuffer
EDC/NHS activation: 300 s EDC + NHS Gemisch
Ligand coupling: 1800 s Probe
Deactivation: 600 s Blockierungspuffer
Regeneration: 120 s Regenerationspuffer

2. Automatisierte Ligand-Target-Interaktion

Um den Matrixeffekt zu minimieren, wurde die Chipoberfliche zunichst mit PBS-T
stabilisiert. Das PFEI wurde in steigenden Konzentrationen in der Mikrotiterplatte vorgelegt.
Die Messungen erfolgten gegen eine Referenzmesszelle, wobei statt des Targetproteins PBS-
T verwendet wurde. Die Bindungsexperimente wurden im “Full Kinetic Kurve Plot” Modus
durchgefiihrt. Folgende Zeiten wurden fiir die Bindung und Elution des Targets eingestellt:

Baseline: 120 s PBS-T

Association: 3600 s PFEI bzw. PBS-T

Dissociation: 300 s PBS-T

Regeneration: 300 s (SDS fiir Aptamerchips, HCI fiir den Antikdrperchip)

Die Messungen wurden mit der Kinetic Evaluation-Software des Gerdtes und Microsoft
Office Excel 2007 ausgewertet.

6.2 Bestimmung der Aptamerkonzentration

Die Bestimmung der Aptamerkonzentrationen in Losungen erfolgte am NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc; Wilming-ton, DE, USA) unter dem
Programm Nucleic Acid, ssDNA. Durch Subtraktion des Uberstandes und der
Waschfraktionen von der eingesetzten Probelosung wurde die immobilisierte Aptamermenge
ermittelt.

6.3 Aptamere auf Epoxy-Sepharose Gel

Verwendete Matrix: Epoxy activated-Sepharose 6B (E 6754-5G, SIGMA)

Verwendete Puffer: Bindungspuffer: 0,1 M NaHCOs, pH 10
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Blockierungspuffer: 1 M Ethanolamin, pH 8
Waschpuffer: 0,1 M NaAc, pH 4 und 0,1 M Tris/HCI, pH 8
Eingesetzte Aptamer-Losung: 1 mg/mL 6H7 in Bindungspuffer

Vorbereitung des Gels: In 1,5 mL Reaktionsgefdll wurden 50 mg Feststoff (entspricht 150 puL
Gel) mit 1 mL H,O quellen lassen und fiir 30 s bei 10000 g abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde herauspipettiert und das Gel mehrmals gewaschen (insgesamt 4 ml H,O 1 h lang).

Durchfiihrung:

Bei jedem Schritt wurde das Gel mit der jeweiligen Losung resuspendiert und inkubiert. Zur
Entfernung des Uberstands wurde anschlieBend fiir 30 s bei 10000 g zentrifugiert und die
Losung herauspipettiert.

e Das Gel wurde zunédchst 3 x mit 150 pL Bindungspuffer dquilibriert (je 1 min).

e Nach Zugabe von 150 uL Aptamer-Losung wurde bei 40°C fiir 20 h unter Schiitteln
bei 1000 rpm inkubiert.

e AnschlieBend wurde das Gel 3 x mit 150 pL. Bindungspuffer fiir je 5 min gewaschen.

e Zum Blockieren wurde das Gel fiir 4 h mit 300 uL. 1 M Ethanolamin unter Schiitteln
behandelt.

e Waschen nach dem Blockieren: 300 uL NaAc, 1 min; 300 uL Tris/HCI, 1 min. Diese
Schritte wurden drei Mal wiederholt.

6.4 Reaktion mit Aldehydmembran

Verwendete Matrix: Aldehydmembran (94ALD-06-001, Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen)

Verwendete Puffer: Bindungspuffer: 0,1 M NaPP, 0,15 M NaCl, pH 7,2
Aktivierungspuffer: 5 M NaCNBH3; in 0,01 M NaOH
Blockierungspuffer: 1 M Tris/HCl, pH 7,4 oder 0,1 % NaBH4
Waschpuffer: 1 M NaCl

Aptamer-Losung: 1 mg/mL 6H7 in Bindungspuffer

Durchfiihrung:

¢ Eine 1 cm® Membran wurde 3 x mit 200 pL Bindungspuffer dquilibriert.

e 300 pL Aptamer-Losung + 2,5 pL Aktivierungspuffer wurden auf die Membran
gegeben und unter Schiitteln auf dem Thermoschiittler (1000 rpm) fiir 6 h bei 25°C
inkubiert.
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Zum Waschen wurde die Membran 3 x mit 300 pL Bindungspuffer fiir 5 min
geschiittelt.

Die reaktiven Aldehydgruppen wurden bei 25 °C fiir 30 min mit dem jeweiligen
Blockierungspuffer behandelt.

Waschen nach dem Blockieren: 3 x 300 uL Waschpuffer jeweils 1 min.

Zur Bestimmung der gebundenen Aptamer-Konzentration wurden die Aptamer-Probe und der
Durchlauf mit Ethanol gefallt:

Zu der jeweiligen Losung wurde 1/10 Volumen 5 M NaCl gegeben.

Es wurden 4 Volumenteile 96 % Ethanol addiert und iiber Nacht bei -80 °C gelagert.
Nach Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 15 min wurde der Uberstand verworfen und
die Pellets wurden mit 500 uL 70 % Ethanol {iberschichtet.

Nach erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand sorgfiltig entfernt und die Pellets
bei 42 °C fiir 15 min an der Luft trocknen lassen.

Die Pellets wurden dann in 50 pL. H,O geldst und mit dem Nanodrop vermessen.

6.5 EDC-NHS Aktivierung der Carboxyloberflichen

Verwendete Matrices: 5 Membranlagen aus IDA und Carboxylic acid (C) Vivapure spin

columns (VS-MCMINI24 und VS-IX01CM24, Sartorius Stedim
Biotech GmbH, Gottingen)

Verwendete Puffer: Bindungspuffer: 0,1 M MES + 0,5 M NaCl; pH 5,2

Aktivierungspuffer: 0,2 M EDC + 0,05 M NHS in Bindungspuffer

Blockierungspuffer: 0,1 M Ethanolamin in Bindungspuffer; pH 6

Aptamer-Losung: 1 mg/mL 6H7 in Bindungspuffer

Durchfiihrung:

Die Membranen wurden 3 x mit 300 pL. Bindungspuffer fiir jeweils 5 min dquilibriert.
Zur Aktivierung der Carboxyl-Gruppen wurden die Membranen mit 300 pL
Aktivierungspuffer fiir 15 min behandelt und anschlieBend mit Bindungspuffer
gewaschen (300 pL, 1 min).

300 pL Aptamer-Losung wurde auf die Membranen gegeben und 2 h bei
Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert.

Nach der Inkubation wurde mit 300 pL Bindungspuffer, I M NaCl und noch mal mit
Bindungspuffer gewaschen (je 5 min).

Das nicht reagierte NHS wurde mit 300 pL Blockierungspuffer fiir 1 h blockiert.
AnschlieBend wurden die Membranen 3 x mit 300 uL. Bindungspuffer gewaschen.
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6.6 EDC Aktivierung der Carboxyl Magnetic Beads

Magnetpartikel: Biomag® Maxi Carboxyl (84130, Polysciences, Inc.)

Verwendete Puffer:  Aquilibrierungspuffer: 0,1 M Phosphat, 0,15 M NaCl, pH 7,2
Bindungspuffer: 0,1 M MES, 0,9 % NaCl, pH 4,7

Aptamer-Losung: 1 mg/mL 6H7 in Bindungspuffer

Magnetpartikel: 100 uL. Beads (40 mg/mL)

Die Arbeit mit den Magnetpartikeln wurde mittels Pipettierrobotter KingFisher automatisiert
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Beads und die Reaktionslosungen in eine 96-well
Mikrotiterplatte pipettiert und der KingFisher wurde gemiB3 den Versuchsbedingungen
programmiert. Entsprechend des Protokolls wurden dann die Magnetpartikel fiir jeden
Reaktionsschritt anhand von Magnetstdbchen (12-er Streifen) von well zu well {iberfiihrt. Bei
mehr als acht Reaktionsschritten kann eine Pause in das Programm eingetragen werden, in der
die Platte ausgewechselt werden kann. Es kénnen 12 Parallelversuche durchgefiihrt werden,
wobei die Reaktionszeiten identisch sein miissen.

e Die Beads wurden 3 x mit 100 pL. Phosphat-Puffer dquilibriert (je 30 s).

e Nach Einfithrung der Magnetpartikel in die Aptamer-Losung wurden 30 pL EDC in
Bindungspuffer (100 mg/mL) zugegeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

e AnschlieBend wurde 3 x mit 100 pL Aquilibrierungspuffer gewaschen (jeweils 5 min).

6.7 Immobilisierung an Amino Magnetic Beads

Magnetpartikel: BioMag® Maxi Amine (84140, Polysciences, Inc.)
Verwendete Puffer: Bindungspuffer: 50 mM K,;HPO,, 150 mM NaCl, pH 7,5 (PBS)
Aktivierungslosung: 1 mg/mL Cyanurchlorid in Acetonitril

Aktivierung des Aptamers: 100 pL Aptamer in Bindungspuffer (1 mg/mL 6HS5 oder 6H7)
wurde mit 22 pL. Cyanurchloridlosung versetzt und fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Das iiberschiissige Cyanurchlorid wurde unter Verwendung von einer Microcon YM-3, 3 kDa
Ultrafiltrationseinheit (42403, Millipore) entfernt.

Immobilisierung mittels KingFisher:

e 100 uL Amino Magnetic Beads (50 mg/mL) wurden 3 x mit 100 uL. PBS é&quilibriert.

e Zur Immobilisierung wurden die Beads mit 100 pL aktivierter Aptamer-Losung fiir
2 h inkubiert.

e AnschlieBend wurde 3 x mit 100 pL Bindungspuffer fiir jeweils 10 min gewaschen.
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6.8 Aminofunktionalisierung regenerierter Cellulose Membranen

Basismembran: Regenerierte Cellulose Membran Filter (18407-047 N, Sartorius Stedim
Biotech GmbH, Goéttingen)

Die Cellulose-Membran wurde zur Immobilisierung von aktivierten Aptamermolekiilen mit
primidren Amino-Gruppen funktionalisiert. Hierzu wurden zunéchst die terminalen Hydroxy-
gruppen der regenerierten Cellulosemembran mit dem Ethylenglycoldiglycidylether
(EGDGE) in Epoxygruppen iiberfiihrt. Die Epoxy-Membran wurde anschlieBend mit
1,6-Hexandiamin (HDA) umgesetzt.

Einfiihrung von Epoxy-Gruppen: Eine Lage Membran (0,1 g) wurde in 10 mL 0,3 M
EGDGE-Lo6sung (in 2-Propanol-Wasser-Azeotrop) mit 5 pl. 1 M Kalilauge 20 h bei
Raumtemperatur und 700 rpm inkubiert und anschlieend mit Wasser gewaschen.

Amino-Funktionalisierung: Zu 0,1 g der Epoxy-Membran wurden 10 mL einer 2 %igen
Losung von 1,6-Hexandiamin in 0,1 M Boratpuffer, pH 9,4 gegeben und 20 h bei Raum-
temperatur und 1000 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran fiinf Mal mit Wasser
gewaschen.

Acid Orange II-Test : Zur Uberpriifung der Funktionalitit der hergestellten Aminomembran
wurde der Acid Orange II-Test durchgefiihrt. Das Prinzip des Tests beruht auf der ionischen
Wechselwirkung des Acid Orange-Farbstoffes mit primdren Aminen. Bei niedrigen pH-
Werten (pH 3) wird ein reversibler Amino-Farbstoff-Komplex gebildet, der bei hoheren pH-
Werten (pH 12) wieder aufgelost wird. Der freigesetzte Farbstoff wird dann durch
Absorptionsmessung bei A =480 nm fotometrisch bestimmt. Durchfiihrung: Die trockene
Aminomembran wurde mit 20 mL 0,5 mM Acid Orange II-Ldsung (pH 3) versetzt und 24 h
bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran fiinf Mal
mit verdiinnter Salzsdure (pH 3) gewaschen. Nach dem Trocknen wurden 2 mL verdiinnte
NaOH (pH 12) zugegeben und 15 min geschiittelt. Dieser Schritt wurde mit 5 mL NaOH
wiederholt. Als Kontrolle wurde auch eine Lage nicht funktionalisierte Membran gleicher-
mafen behandelt. Die Dichte der auf der Membranoberfldche befindlichen Aminogruppen
wurde fotometrisch mit Hilfe einer Kalibrationskurve berechnet.
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6.9 Bindung des Targetproteins

Die Funktionalitdt der Aptamermatrices wurde anhand der Bindung und Elution von His-Tag
Proteinen tiberpriift.

His-getaggte Targetproteine: Bgl-His, PFEIL, pNBE, Bste (Kapitel 3.1.5)

Verwendete Puffer: Bindungspuffer: 50 mM K,HPO,, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20,
pH 7.5 (PBS-T)

Waschpuffer: 50 mM K,;HPO,4, 500 mM NaCl, 0,05 % Tween 20,
pH 7,5 (PBS-T+NaCl)

und PBS-T+NaCl + 1 M KCI
Elutionspuffer: PBS-T + 1 M Imidazol (PBS-T+Imidazol)

Durchfiihrung: Die Proteinprobe wurde auf die Aptamermatrix gegeben und fiir 2 h inkubiert.
Gewaschen wurde 1 x 10 min mit PBS-T+NaCl, 1 x 10 min mit PBS-T+NaCl + 1 M KC1 und
1 x 30 min nochmals mit PBS-T+NaCl. Die Elution wurde mit 1 M Imidazol in PBS-T (1 x
30 min, 2 x 10 min) durchgefiihrt. Die eingesetzten Volumina wurden an die jeweilige
Oberflache angepasst.
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7 Aptamerchromatografie: Experimenteller Teil

Zur Entwicklung der Aptamer-basierten Affinititschromatogratie wurden die in Kapitel 6
vorgestellten gegen His-Tag gerichteten Aptamere verwendet. Diese Aptamere binden
Proteinmolekiile, die mit mehreren Histidinresten fusioniert wurden. Da die Fusionierung in
der rekombinanten Proteinherstellung eine géngige Methode ist und die Produktion der
Proteine mit wenig Kostenaufwand verbunden ist, wire diese Art der Aptamerchromatografie
universell einsetzbar. AuBerdem wiirde sie durch die ebenso milden Aufreinigungs-
bedingungen eine effektive Alternative zur IMAC bieten, in der zum Teil carcinogene
Metallionen Verwendung finden. Da die Metallionen auf der Materialoberfliche nur
komplexiert werden, kann ein Leaching des Metallliganden von der Sdule nicht verhindert
werden. Bei den Aptameren soll dagegen die Bindung kovalent erfolgen, so dass eine
Auswaschung des Liganden nicht auftreten kann.

Zur Bestimmung der Eignung der Aptamere fiir die Chromatografie wurde zunéchst die
Funktionalitit der Aptamere mittels SPR nachgewiesen. AnschlieBend wurden Immobili-
sierungsstudien durchgefiihrt, um eine geeignete Matrix zu finden, an der die Aptamere ohne
Verlust der Funktionalitit kovalent gebunden werden konnen. Hierfiir wurden verschiedene
Matrizes mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen getestet. Die Immobilisierung der
Aptamere erfolgt dabei liber den Amino-Link.

7.1 Bestimmung der Funktionalitit der verwendeten Aptamere mittels SPR

Das Messprinzip der Oberflichenplasmonresonanz Spektroskopie basiert auf der Detektion
von Massendnderungen in einem evaneszenten Feld. Dieses entsteht an der Grenzflache
zweier Medien mit unterschiedlichen Brechungsindizes (Glas und Wasser), wenn
polarisiertes, monochromatisches Licht, das von der Seite mit hoherem Bindungsindex
kommt, unter dem Winkel 0 total reflektiert wird. Ist die Glasoberfliche mit einer
Edelmetallschicht (z. B. Gold oder Silber) iiberzogen, fiihrt die Wechselwirkung des
evaneszenten Feldes mit den freien Elektronen des Edelmetalls (Oberflichenplasmonen) zu
einem Intensititsminimum des reflektierten Lichtes. Bei Adsorption von Molekiilen an die
diinne Metallschicht verdndern sich die Resonanzbedingungen und es kommt zu einer
Verschiebung des Intensititsminimums. Die Resonanzenergie ist dabei proportional zur
Massenkonzentration. Mit der SPR konnen markierungsfreie Assays aufgebaut werden,
indem an die Sensorchipoberfliche Biomolekiile wie z. B. Proteine, Peptide und Nuklein-
sduren immobilisiert werden und mogliche Targets iiber die funktionalisierte Chipoberfldche
gespiilt wird. Der zeitliche Verlauf der Assoziation bzw. Dissoziation des Analyten wird iiber
die Messung des verdnderten Winkels erfasst und dient der Bestimmung von kinetischen
Parametern.
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Zur Untersuchung der Interaktion immobilisierter Aptamere mit ihren Targets wurde in dieser
Arbeit eine Goldchipsensoroberfliche mit dem 6HS5- bzw. 6H7-Aptamer funktionalisiert und
in steigenden Konzentrationen mit His-getaggtem PFEI inkubiert, wobei zwischen den
Messungen mit 1 % SDS regeneriert wurde. Die SPR-Sensorgramme wurden mittels ESPRIT
aufgezeichnet. Zum Vergleich wurden analoge Messungen mit einem Antikdrper gegen den
His-Tag (6His-Antikorper) durchgefiihrt. Hier erfolgte die Regeneration mit 0,1 M HCI. Eine
detaillierte Versuchsdurchfiihrung ist in Kapitel 6.1 beschrieben.
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Abbildung 7.1: SPR-Sensorgramme der Interaktionen zwischen dem Aptamer 6HS bzw. 6H7 sowie dem 6His-
Antikorper und PFEI bei 2 mg/mL Analytkonzentration. Aufgetragen ist die Differenz der Winkeliinderung zur
Referenzzelle (PBS-T) im zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 7.2: Mittels SPR bestimmte Bindungsisothermen des His-getaggten Proteins PFEI an das 6HS- und 6H7-
Aptamer sowie an den 6His-Antikérper.
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Die Funktionalitit der beiden Aptamere 6HS5 und 6H7 gegeniiber dem His-Tag konnte mittels
SPR-Messung nachgewiesen werden (Abbildung 7.1). Bei einer PFEI Konzentration von
2 mg/mL wurden dabei vergleichbare Affinititen wie beim Antikorper festgestellt. Fiir
genauere Betrachtungen wurden die maximalen SPR-Signale (Equilibrium Response, Req)
gegen die Analytkonzentration im Gleichgewicht aufgetragen (Abbildung 7.2). Die PFEI-
Bindungsisothermen verlaufen bei niedrigen Targetkonzentrationen fiir alle drei Liganden
ahnlich. Steigt jedoch die Analytkonzentration in Losung, werden héhere SPR-Signale bei
den Aptameren erhalten. Da die Aptamere kleiner sind als der Antikorper, konnte der
Aptamerchip mit hoheren Ligandendichten besetzt sein und somit mehr Protein adsorbieren
als der Antikoérperchip. Da die Konzentration an immobilisierten Liganden nicht bekannt ist,
ist ein direkter quantitativer Vergleich der Bindungskonstanten und maximalen Bindungs-
kapazititen zwischen den Aptameren und dem Antikdrper nicht mdglich. Dennoch konnte mit
diesen Experimenten die Funktionalitit der Aptamere nachgewiesen werden. Die Aptamere
konnen also unter Erhalt ihrer aktiven Konformation immobilisiert und in der Affinitéts-
chromatografie eingesetzt werden.

7.2 Immobilisierung des 6H7-Aptamers an Epoxy- bzw. Aldehydoberflichen
und Bindung / Elution von Bgl-His

Da in der herkdmmlichen Affinititschromatografie zur Immobilisierung von Antikérpern vor
allem Epoxyoberflichen verwendet werden, wurden auch hier zundchst diese Matrizes
untersucht. Die unter Ringspannung stehenden Epoxygruppen lassen sich unter sehr milden
Reaktionsbedingungen nukleophil mit Thiol-, Hydroxyl- oder Aminogruppen 6ffnen. Eine
andere héufig eingesetzte Immobilisierungsmethode ist die Reaktion mit Aldehyd-Gruppen.
Aldehyde bilden mit primdren und sekunddren Aminen Schiffsche Basen, die durch
Natriumcyanoborhydrid zu einer stabilen kovalenten Alkylaminbindung reduziert werden.

Zur Testung der beiden Reaktionswege wurde das 6H7-Aptamer an Epoxy aktivierte
Sepharose Beads (150 puL) nach dem Versuchsprotokoll in Kapitel 6.3 immobilisiert. Aldehyd
aktivierte Membran (1 cm®) wurde nach der Vorschrift in Kapitel 6.4 mit dem Aptamer
behandelt. Der Erfolg der Immobilisierung bei Epoxy Beads wurde durch einfache
Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop ermittelt (siche Kapitel 6.2). Da die
Absorptionsmessung bei der Aldehydmembran durch die Reaktionsprodukte gestort wurde,
wurden hier die Fraktionen erst nach Fillung mit Ethanol vermessen. Die Aptamer
funktionalisierten Oberflaichen wurden mit aufgereinigtem Bgl-His als Modellprotein nach
dem Protokoll in Kapitel 6.9 tiiberpriift. Hierzu wurden die Durchlauf-, Wasch- und
Elutionsfraktionen per SDS-PAGE qualitativ analysiert.

Obwohl bei der Aldehydoberfliche wihrend der Ethanolféillung ein Konzentrationsverlust
von ca. 50 % auftrat (Probe vor und nach der Féllung vermessen), konnte an beiden Ober-
flichen eine Immobilisierung des Aptamers festgestellt werden (Tabelle 7.1). Eine Bindung
und Elution des His-Tag Proteins an die funktionalisierte Oberfldche konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Anscheinend wird die Aktivitit des Aptamers
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durch den Immobilisierungsprozess negativ beeinflusst. Da die Epoxy und Aldehyd Gruppen
sehr reaktiv sind, reagiert das Aptamer eventuell nicht nur {iber den terminalen Aminolink,
sondern es findet auch eine kovalente Bindung zur Oberfldche innerhalb der Aptamersequenz
statt. Die Kopplung ist somit nicht gerichtet und die Ausbildung der dreidimensionalen
Struktur, die zur Targeterkennung notwendig ist, wird behindert. Auch eine Reduzierung der
Reaktionstemperatur und Verwendung von PBS-T zur Aptamerimmobilisierung fiihrte bei
dem Epoxy-Gel zu keinem Erfolg.

Tabelle 7.1 Immobilisierung des 6H7-Aptamers an Epoxy bzw. Aldehydoberfliche.

immobilisierte Aptamermenge

Epoxy aktivierte Sepharose Gel 8526 pmol/mL

Aldehydmembran 311 pmol/cm?

7.3 Carboxylfunktionalisierte Oberflichen in der Entwicklung der Aptamer-
chromatografie

Da die Immobilisierung der Aptamere an die Goldchipoberfliche fiir die SPR-Messungen
iiber die EDC-NHS Aktivierung von Carboxylgruppen erfolgreich unter Erhalt der
Funktionalitdt durchgefiihrt werden konnte, wurde diese Kopplungsmethode auf die
Chromatografieentwicklung tibertragen. Die Carboxyl-Gruppen der Matrix reagieren dabei
mit EDC zu hochreaktiven Esterintermediaten, die mit primdren Aminen eine Peptid-Bindung
eingehen (Abbildung 7.3). Um die Effizienz der Amid-Bindung zu steigern, wird der
Reaktion NHS zugegeben, wobei zunichst aktive NHS-Ester gebildet werden, die weniger
anfillig gegeniiber einer Hydrolyse sind und im zweiten Schritt mit dem Aminolink des
Aptamers reagieren.

) Apt
\ Cl/ _ Aptamer
mit primarem Aminolink
f \t p/\/\/\Apt
o] 0 N H,N
o™
+ N —_— o) +
OH N o) NH
(0]
C
Carboxyl Matrix / / HoN

N N

// Harnstoff H
Amid-Bindung

O-Acylisoharnstoff

Abbildung 7.3 Aktivierung von Carboxylgruppen und Bildung von Amidbindungen.
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Immobilisierung an C- und IDA-Membran

Zunichst wurde versucht, die Carboxyl-Gruppen einer schwachen Kationenaustauscher-
membran (C-Membran) sowie einer Iminodiessigsduremembran (IDA-Membran) iiber EDC-
NHS zu aktivieren (siehe Kapitel 6.5) und das 6H7-Aptamer an Membranen zu koppeln. Der
Erfolg der Immobilisierung wurde anhand der Bindung von aufgereinigtem Bgl-His
iberpriift. Die qualitative SDS-PAGE-Analyse der Proteinfraktionen zeigte, dass kein Protein
gebunden und eluiert werden konnte. Wie bei den Aldehyd-Oberflichen storten die
Reaktionsprodukte die Konzentrationsbestimmung durch einfache Absorptionsmessung und
es konnte somit nicht ermittelt werden, ob die Kopplung nicht funktioniert hat oder das
immobilisierte Aptamer nicht mehr aktiv war. Da diese Membranen urspriinglich nicht zur
kovalenten Bindung von Liganden hergestellt wurden, ist es moglich, dass die Carboxyllinker
auf den Membranen aufgrund ihrer Lénge fiir eine EDC-NHS Aktivierung nicht geeignet sind
und somit die aktivierten Carboxylgruppen untereinander reagieren, ohne das Aptamer zu
binden. Diese Vermutung wird durch das Ergebnis des Immobilisierungsversuchs an
Carboxyl Magnetpartikel bestétigt.

Aptamerchromatografie auf Basis von Carboxyl Magnetpartikeln

Hierbei wurden Magnetpartikel, die mit Carboxylgruppen versehen sind und in der
Affinitdtschromatografie hiufig eingesetzt werden, wie in Kapitel 6.6 beschrieben, mit dem
6H7-Aptamer funktionalisiert. Auf eine Bildung von NHS-Intermediaten wurde dabei
verzichtet und die Immobilisierung als Ein-Schritt-Reaktion durchgefiihrt. Die Funktionalitét
der so hergestellten Aptamer Magnetpartikel wurde durch Bindung und Elution von Bgl-His
als Modellprotein kontrolliert (Abbildung 7.4).

1
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50_
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5 3 Durchlauf
— -..- 4 Waschfraktion 1
- 5 Waschfraktion 5
15 _— 6 Elution
-
-

Abbildung 7.4 SDS-PAGE-Gel zur Analyse von Bindung und Elution von Bgl-His an Aptamer funktionalisierte
Carboxyl Magnetpartikel (12 %iges Gel, Silber-Firbung).

Es zeigte sich, dass das Protein an die funktionalisierte Magnetpartikel gebunden und wieder
eluiert werden konnte. Ausgehend von diesem Ergebnis wurde folgende Versuchsreihe
angesetzt: Um nachzuweisen, dass das Protein spezifisch an das Aptamer und nicht an die
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Magnetpartikeloberfliche gebunden wurde, wurden die Beads auch ohne Aptamer als
Kontrolle mit dem Protein inkubiert. Die Reproduzierbarkeit dieser Immobilisierungs-
methode, die Spezifitit der Aptamere sowie der Einfluss des Puffers auf die Immobilisierung
und Funktionalitdt wurde mit dem 6H5-Aptamer untersucht, wobei das Aptamer in MES bzw.
PBS-T an die Beads gekoppelt und zur Aufreinigung von PFEI aus dem Zelllysat eingesetzt
wurde. Hierzu wurden zunédchst 4 x 200 pL Beads (20 mg/mL) in je 100 pL aufgenommen
und mit PBS gewaschen. Folgende Ansitze wurden durchgefiihrt:

1. Ansatz: 100 pL 6HS5-Aptamer in MES pH 4,7 (ca. 3 mg/mL) + 30 uL EDC in MES
(100 mg/mL).

2. Ansatz: 100 pL 6H5-Aptamer in PBS-T pH 7,5 (ca. 3 mg/mL) + 30 uL EDC in PBS-T
(100 mg/mL).

3. Ansatz (ohne Aptamer als Kontrolle): 100 pL MES + 30 pLL EDC in MES (100 mg/mL).

In Abbildung 7.5 sind die letzten Waschfraktionen und Elutionen der Versuchsreihe
aufgetragen. Eine Bindung und Elution des Enzyms wird nur an in MES immobilisiertem
Aptamer festgestellt (siche Spur 3 und 4). Es sind keine weiteren Banden in den Elutionen zu
erkennen, das Protein wurde demnach spezifisch und in hoher Reinheit isoliert. Daraus
resultiert auch, dass fiir die Immobilisierung ein Puffer mit niedrigem pH-Wert notwendig ist,
damit die Carboxylgruppen in protonierter Form vorliegen und aktiviert werden kdnnen. Die
Funktionalitit der Aptamere wird durch den Puffer nicht beeintrachtigt. Eine Behinderung der
Funktionalitét tritt dagegen auf, wenn 3°‘-modifiziertes Aptamer verwendet wird; es wird
keine Proteinbindung festgestellt (Daten nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass das
Aptamer an dem terminalen Link gekoppelt wird und es entscheidend ist, an welchem Ende
das Oligonukleotid modifiziert ist.

Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass die Immobilisierung {iber aktivierte
Carboxylgruppen in der Aptamerchromatografie eingesetzt werden kann und Magnetpartikel
sich als gute Matrizes hierfiir eignen. Zur Optimierung dieser Methode musste eine Mdg-
lichkeit gefunden werden, um die Ligandendichte auf den Magnetpartikeln zu bestimmen.
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Im 2 3 47 5RGRINTIRL S
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Abbildung 7.5 SDS-PAGE-Analyse der Aufreinigung von PFEI aus dem Zelllysat iiber Aptamer funktionalisierte
Carboxyl Magnetic Beads (12 %iges Gel, Coomassie-Firbung). Die Immobilisierung des Aptamers an die Beads
erfolgte dabei in MES, PBS bzw. PBS-T. Die Beads wurden auch ohne Aptamer als Kontrolle getestet.
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HPLC-Analytik zur Bestimmung der immobilisierten Aptamermenge

Da die Ethanolfillung der Aptamere mit grolen Verlusten verbunden war (vgl. Kapitel 7.2),
wurde das Problem der Konzentrationsanalyse in den Aptamerfraktionen in Anlehnung an M.

Gilar (2001) mittels Reversed Phase HPLC geldst [109]:
Verwendete Sdule: XTerra®MS, C18, 3,5 um, 20 x 4,6 mm

Eingesetzte Puffer: Mobile Phase A, 0,1 M TEAA, pH 7; B, 100 % ACN

Neben dem in der Literaturstelle angegebenen Gradienten wurden verschiedene Lauf-
bedingungen getestet. In Abbildung 7.6 ist das Chromatogramm mit den optimierten Analyse-
bedingungen am Beispiel des 6H7-Aptamers dargestellt. Es konnte auch eine Standardkurve
erstellt werden (Abbildung 7.7).

Die Analytik wurde jedoch nicht weiter verfolgt, da die Aptamerchromatografie auf Basis von
Amino Magnetpartikel entwickelt wurde, bei der die immobilisierte Aptamerkonzentration
mittels einfacher Absorptionsmessung bestimmt werden konnte.
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Abbildung 7.6 Chromatogramm der Ionenpaar RP HPLC Analyse des 6H7-Aptamers (1 mg/mL). XTerra®MS, C18,
3,5 pm, 20 x 4,6 mm. Mobile Phase A, 0,1 M TEAA, pH 7; B, 100 % ACN. Injektion 10 pL, 1 min bei 92 % A: 8 % B,
in 0,1 min auf 85 % A: 15 % B fiir 8 min, in 0,1 min auf 92 % A: 8 % B fiir 3,9 min, 0,5 mL/min, 30 °C, UV 260 nm.
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Abbildung 7.7 Mittels Ionenpaar RP HPLC erstellte 6H7-Kalibrationsgerade.

7.4 Cyanurchloridaktivierung der Aptamere und Immobilisierung an Amino
Magnetic Beads

Viel effizienter als die Immobilisierung an aktivierte Carboxyloberflichen erwies sich die
Immobilisierungsmethode iiber Cyanurchloridaktivierung der Amin funktionalisierten
Aptamere und Kopplung an Aminooberflichen (Abbildung 7.8).
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Abbildung 7.8 Cyanurchloridaktivierung der Aptamere mit primirem Aminolink und Immobilisierung an amino-
modifizierte Oberflichen.
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Nach Van Ness et al. (1991) erfolgt dabei die Aktivierung der Oligonukleotide ausschlieBlich
tiber die terminale Aminogruppe und nicht iiber die Basen der Oligonukleotidsequenz, was zu
einer gerichteten Immobilisierung fithrt [110]. Die Ausbildung der dreidimensionalen Struktur
zur Targeterkennung wird dadurch nicht behindert, wobei jedoch ermittelt werden muss, an
welchem Ende das Aptamer mit dem Aminolink versehen werden muss, damit die richtige
Faltung stattfindet.

Das von Ferguson et al. (1996) vorgestellte Protokoll zur Cyanurchloridaktivierung von
Oligonukleotiden [111] wurde in Zusammenarbeit mit Johanna Walter (laufende Dissertation
am Institut fiir Technische Chemie, Universitdt Hannover [112]) auf Aptamere {libertragen und
zur Entwicklung Aptamer-basierter Microarrays und Affinitdtschromatografie optimiert.
Hierbei wurde neben dem Einfluss des molaren Verhiltnisses von Aptamer zu Cyanurchlorid
auch der Einfluss des Aktivierungspuffers auf die Aptamerimmobilisierung und
anschlieBende Targetbindung untersucht. Unter Variation des molaren Verhiltnisses von
Aptamer zu Cyanurchlorid (1:0,5; 1:1; 1:5 und 1:100) wurde das 6H7 Aptamer aktiviert an
PEI-(Polyethylenimin) Glasoberflichen immobilisiert. Obwohl mit steigender Cyanurchlorid-
Konzentration eine Zunahme der Aptamerdichte auf der Glasoberflaiche beobachtet wurde,
stellte sich fiir die Effizienz der Targetbindung ein Verhéltnis von 1:5 als Optimum dar. Das
nach Ferguson et al. vorgestellte Protokoll sieht eine Cyanurchloridaktivierung der Oligo-
nukleotide in 0,1 M Boratpuffer, pH 8,3 vor. Bei der Untersuchung des Puffereinflusses auf
die Aktivierung und folglich auf die Ligand-Target-Bindung wurde der Boratpuffer mit dem
Selektionspuffer fiir His-Tag Aptamere (PBS-T) verglichen. Hierbei wurde zwar eine hohere
Ligandendichte nach Aktivierung in Borat-Puffer erhalten, aber das in PBS-T aktivierte
Aptamer zeigte nach der Immobilisierung eine hohere Affinitét gegentiber dem Target [112].
Das optimierte Aktivierungsprotokoll ist in Kapitel 6.7 beschrieben.

Die Anwendung des optimierten Protokolls auf die Aptamerchromatografie erfolgte auf Basis
von Amin funktionalisierten Magnetpartikeln. Hierzu wurden die Aptamere 6HS und 6H7 mit
Cyanurchlorid aktiviert und an die Magnetpartikel immobilisiert. Zur Priifung der
Funktionalitit der so hergestellten Aptamer-Beads wurden die 6H5 funktionalisierten Beads
2h mit dem aufgereinigten Protein PFEI in PBS-T inkubiert. Nach Waschen mit PBS-
T+NaCl wurde mit PBS-T + 1 M Imidazol eluiert. Zur Kontrolle der spezifischen Bindung
wurde das Protein auch mit Magnetpartikeln ohne Aptamerfunktionalisierung inkubiert. Das
Ergebnis dieser Versuche ist Abbildung 7.9, links dargestellt. Es wird eine Bindung des
Proteins an das Aptamer festgestellt, wobei eine schwache Bindung auch bei den
Kontrollbeads zu sehen ist (Spur 6 und 3: Elution 1). Um die unspezifische Adsorption des
Proteins an die Magnetic Beads zu unterbinden, wurde ein erneuter Versuch gestartet, wobei
die Beads nach dem Binden des Proteins in der vorletzten Waschfraktion mit 1 M KCI in
PBS-T+NaCl gewaschen wurden. Die Analyse per SDS-PAGE =zeigte, dass das Protein
ausschlieBlich an das Aptamer gebunden wurde (vgl. Spur 10 und 13, Abbildung 7.9, rechts).

Um den Effekt der Aptamermodifizierung auf die Funktionalitit des immobilisierten
Aptamers aufzukldren, wurde das 6H7-Aptamer am 3‘-Ende mit einem Aminolink (C7-NH,)
versehen, wie oben beschrieben an Magnetpartikel gekoppelt und mit dem Zielmolekiil
inkubiert. Es konnte jedoch keine Proteinbindung festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Ohne die richtige Orientierung ist also ein Gelingen einer funktionalen Aptamer-
immobilisierung nicht moglich.
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Abbildung 7.9 SDS-PAGE-Analyse der Bindung und Elution von PFEI an iiber Cyanurchloridaktivierung an Amino
Magnetic Beads immobilisiertem Aptamer (12 %ige Gele, Coomassie-Firbung). Zur Kontrolle der spezifischen
Bindung wurden auch Amino Beads ohne Aptamer mit dem Protein inkubiert. Links: Waschen nur mit PBS-T+NaCl.
Rechts: Waschen mit PBS-T+NaCl + 1 M KCl in der zweiten Waschfraktion.

7.5 Optimierung der Aptamerchromatografie auf Basis von aminomodifizierten
Magnetpartikeln

Nach Testung unterschiedlicher Oberflichen und Funktionalititen konnten die amino-
gelinkten Aptamere iiber Cyanurchloridaktivierung an Amino Magnetic Beads erfolgreich
immobilisiert und zur Proteinbindung eingesetzt werden. Um die optimalen chromato-
grafischen Bedingungen festzustellen, muss nun die Ligandendichte, aber vor allem die
gebundene und eluierte Targetmenge bestimmt werden. Denn entscheidend fiir den Erfolg der
Chromatografie ist nicht die Ligandendichte, sondern die Targeterkennung. Die Liganden-
dichte wurde durch Konzentrationsbestimmung der Fraktionen mittels Nanodrop ermittelt
(siehe Kapitel 6.2).

Da die hohe Imidazolkonzentration im Elutionspuffer (1 M) die herkdmmlichen Proteintests
wie BCA, Coomassie, und Lowry storte und ein Umpuffern zeit- und kostenaufwendig und
mit hohen Proteinverlusten verbunden war, musste zur Bestimmung der eluierten Protein-
menge zunidchst eine alternative Analysemethode entwickelt werden (Abschnitt 7.5.1).

Zur Optimierung der Aptamerchromatografie wurden dann die Immobilisierungszeit, der
Einfluss der Aptamerkonzentration, die Protein-Aptamer-Interaktionszeit sowie der Einfluss
des Elutionspuffers untersucht. Hierbei wurden die beiden gegen His-Tag gerichteten
Aptamere 6HS und 6H7 verglichen. Als Modellprotein wurde das iiber Metallchelatmembran
aufgereinigte Enzym PFEI verwendet. Schlieflich wurden die Aptamer-Beads in der
Aufreinigung von Proteinen aus dem Zelllysat eingesetzt.
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7.5.1 Etablierung eines geeigneten Analyseverfahrens zur Bestimmung der Proteine
neben Imidazol

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in imidazolhaltigen Puffern wurden verschiedene
Analysemethoden getestet. Hierbei wurde PFEI als Modellprotein eingesetzt.

Groflenausschlusschromatografie

Zunichst wurde versucht, die Konzentration des Proteins im Elutionspuffer iiber die
Gelausschlusschromatografie zu ermitteln. Hierzu wurde unter Verwendung eines 35 mM
Phosphat-Puffers als Eluent (pH 7,5) jeweils 10 pL Probe auf eine PSS Proteema 300 A-Siule
aufgetragen, wobei die Flussrate und Laufzeit variiert wurden. Die Auftrennung zwischen
dem Protein und Imidazol gelang jedoch nicht, da die Ausschlussgrenze der Siule
anscheinend nicht klein genug war, um den Pufferzusatz vom Proteinpeak zu unterscheiden
(Daten nicht gezeigt).

Kapillarelektrophorese

Des Weiteren wurden Versuche zur kapillarelektrophoretischen Konzentrationsbestimmung
des Proteins durchgefiihrt. In Eriksson et al. (2001) ist das Enzym Alkalische Phosphatase
unter anderem mit Hilfe der Kapillarzonenelektrophorese (CZE: Capillary Zone
Electrophoresis) charakterisiert worden [113]. Die hier beschriebenen Bedingungen wurden
fiir das Enzym PFEI angepasst. Das PFEI konnte als ein scharfer Proteinpeak nachgewiesen
werden (Abbildung 7.10). Auch eine Standardkurve konnte erstellt werden (Abbildung 7.11).
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Abbildung 7.10 Elektropherogramm von PFEI in PBS-T. Kapillare: 50 pm * 40 cm fused silica; Puffer: 0,02 M
Tricine, 0,04 M NaCl, pH 8,5; Druckinjektion: 0,5 psi, 10 sec; Spannung: 20 kV; Temperatur: 22 °C.
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In 1 M Imidazol énderte sich jedoch die Retentionszeit des Proteins und der Protein-Peak
wurde vom Imidazolpeak {iiberlagert. Bei allen PFEI-Konzentrationen wurden &hnliche
Elektropherogramme erhalten (beispielhaft dargestellt in Abbildung 7.12). Deshalb wurden
fiir die Messung weitere phosphat-, borat- und citrathaltige Laufpuffer getestet. Auch Zusétze
wie SDS und Hydroxyethylcellulose wurden verwendet (MEKC: Micellar electrokinetic
chromatography). Es konnte aber keine Auftrennung erzielt werden.
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Abbildung 7.11 Mittels CE erstellte Standardkurve PFEI-Standardkurve.
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Abbildung 7.12 Elektropherogramm von PFEI in PBS-T + 1 M Imidazol. Kapillare: 50 pm * 40 cm fused silica;
Puffer: Tricine; Druckinjektion: 0,5 psi, 10 sec; Spannung: 20 kV; Temperatur: 22 °C.
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Densitometrisch-quantitative Bestimmung der Proteine in Imidazol nach SDS-PAGE

Bisher konnte die Bindung und Elution der His-getaggten Proteine an die Aptamere nur auf
dem SDS-Gel nachgewiesen werden. Deshalb wurde beschlossen, in Anlehnung an
Tomaszewska-Gras et al. (2002) und Wehinger et al. (1970) das Protein im Elutionspuffer
densitometrisch auf dem SDS-Gel mittels Coomassie-Farbung zu quantifizieren [114, 115].
Hierzu wurde das SDS-Gel als digitales Bild mit einer Auflosung von 600 dpi eingescannt
und mit dem Programm AlphaEaseFC Stand Alone analysiert (Abbildung 7.13). Zur weiteren
Auswertung und zur grafischen Darstellung wurden die Daten anschlieend in das Microsoft
Excel Programm importiert.
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Abbildung 7.13 Screenshot der Benutzeroberfliche des AlphaEaseFC Stand Alone Programms.

Da zur Bestimmung der Proteinmenge auf dem Gel ein Standard notwendig ist, wurde ein
Proteingemisch aus Transferrin, BSA, Trypsinogen und Lysozym hergestellt und als
Massenstandard getestet. Hier wurde festgestellt, dass die einzelnen Proteine bei gleicher
Konzentration von dem Coomassie-Farbstoff unterschiedlich stark gefiarbt werden und sich
solch ein Gemisch nicht als Massenstandard eignet.

Die Quantifizierung musste also bezogen auf einen einzelnen geeigneten Proteinstandard
erfolgen. Zur Ermittlung des Standards wurde erst anhand des MicroBCA Tests die
Konzentration des aufgereinigten und umgepufferten PFEI-Enzyms bestimmt. Dann wurden
in jede Tasche eines SDS-Gels die oben genannten Proteine und das Enzym in der gleichen
Menge aufgetragen. Bei der anschlieBenden densitometrischen Untersuchung der einzelnen
Proteinbanden wurde ermittelt, dass BSA mit der gleichen Intensitit wie PFEI durch
Coomassie gefarbt wird. Dies wurde mit einem zweiten Gel bestitigt, indem die beiden
Proteine in drei verschiedenen Konzentrationen einzeln und als Gemisch aufgetragen wurden
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(siche Gelbild in Abbildung 7.13). Die Auswertung des Gels ist in Tabelle 7.2
wiedergegeben. Es wird festgestellt, dass sich das Enzym mit dieser Methode gut
quantifizieren lasst. Der Vorteil von BSA ist auch, dass sich dessen Molekulargewicht um ca.
35 kDa von PFEI unterscheidet und somit als interner Standard bei den Elutionsfraktionen
verwendet werden kann.

Die Untersuchung der Sensitivitidt und des linearen Arbeitsbereichs ergab, dass bei einem
Probenauftrag von 20 pL (Gel mit 10 Taschen) zwischen 6,25 und 200 pg/mL BSA eine
Standardkurve erstellt werden konnte (Abbildung 7.14). Die SDS-PAGE Analysemethode
wurde somit zum quantitativen Nachweis von Proteinen neben Imidazol etabliert.

Tabelle 7.2 Berechnung der Konzentrationen fiir BSA und PFEI einzeln und im Gemisch aus den Intensitéiten fiir
BSA in Spur 5 (200 pg/mL), 6 (100 pg/mL) und 7 (50 pg/mL) (siehe obere Bande auf dem Gelbild in Abbildung 7.13).

Spur eingesetzt [ug/mL] Peakflache # berechnet pg/mL
2 200 PFEI 6969 204,5
3 100 PFEI 4249 123,5
4 50 PFEI 2097 59,3
5 200 PFEI 6943 203,7
6 100 PFEI 3796 110,0
7 50 PFEI 2140 60,6
8 200 BSA 6710 196,8
9 100 BSA 3143 90,5
10 50 BSA 1338 36,7
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Abbildung 7.14 Mittels SDS-PAGE densitometrisch ermittelte BSA-Kalibrationsgerade.
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7.5.2 Bestimmung der Aptamer-Immobilisierungszeit

Bei der schrittweisen Optimierung der Aptamerchromatografie wurde zunéchst die optimale
Zeit fir die Immobilisierung der Aptamere bestimmt. Folgende Zeiten wurden dabei
betrachtet: 10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h und 22 h. Fiir jeden Zeitpunkt wurden
jeweils 3 x 100 pL Beads in eine Mikrotiterplatte eingefiihrt. Um den Uberstand zu entfernen,
wurde die Platte auf einen Magnetblock gesetzt, so dass die Magnetpartikel auf dem
Plattenboden festgehalten und nicht mit heraus pipettiert wurden. Nach Waschen mit PBS
wurden die Beads mit je 100 uL 6H5 (1455 pg/mL) bzw. 6H7 (1331 pg/mL) in PBS versetzt
und bei Raumtemperatur unter Schiitteln bei 900 rpm inkubiert. Nach der jeweiligen
Inkubationszeit wurde drei Mal fiir 10 min mit 100 uLL PBS gewaschen. Durch Subtraktion
der Konzentration in den Uberstinden und Waschfraktionen von den eingesetzten
Probelosungen wurde die jeweils immobilisierte Aptamermenge ermittelt (Abbildung 7.15).
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Abbildung 7.15 Bestimmung der Immobilisierungszeit der Aptamere 6HS und 6H7 an Amino Magnetic Beads.

Die Immobilisierung nach Cyanurchloridaktivierung verlduft unabhéngig vom Aptamer. Nach
einer Reaktionsdauer von 2 h wird mehr als die Hilfte der maximalen Ligandendichte erreicht
und nach 3 h ist die Reaktion beendet. Fiir den Einsatz in der Affinitdtschromatografie ist
jedoch nicht die Ligandendichte, sondern die Affinitdit der Beads zum Targetmolekiil
entscheidend. Deshalb wurde der Einfluss der Immobilisierungszeit auf die Proteinbindung
untersucht. Hierzu wurden die Beads in einer 1 mg/mL PFEI-Probe fiir 2 h inkubiert. Nach
dem Waschen wurde das gebundene Protein mit Imidazol eluiert. Die Konzentrations-
bestimmung der Proteine im Elutionspuffer wurde nach dem in Abschnitt 7.5.1 ermittelten
Protokoll durchgefiihrt.
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Abbildung 7.16 Abhéingigkeit der Proteinbindung von der Immobilisierungszeit der Aptamere.

Abbildung 7.16 zeigt das Ergebnis dieser Untersuchungen. Im Gegensatz zur Aptamerdichte
wird nach 2 h Immobilisierungszeit nur noch ein geringer Anstieg der eluierten Proteinmenge
festgestellt. Offensichtlich wird ab einer bestimmten Ligandendichte die Targetbindung
begrenzt. Vermutlich behindern die immobilisierten Aptamere aufgrund sterischer und
elektrostatischer Wechselwirkungen sich gegenseitig in der Ausbildung ihrer dreidimen-
sionalen Struktur und somit in der Targeterkennung. Durch diese Wechselwirkungen kdnnte
auch die Zuginglichkeit des Targets an die Bindungsstelle des Aptamers beeintriachtigt
werden. Infolge dieser Ergebnisse wird in weiteren Versuchen fiir beide Aptamere eine
Immobilisierungszeit von 2 h als optimal angenommen.

7.5.3 Abhiangigkeit der Aptamerdichte von der Immobilisierungskonzentration

Nach Ermittlung der Immobilisierungszeit sollte der Einfluss der Aptamerkonzentration auf
die Ligandendichte gepriift werden. Hierfir wurden die Aptamere in verschiedenen
Konzentrationen eingesetzt und fiir 2 h inkubiert. Anhand der Absorptionsmessung von
Uberstinden und Waschfraktionen wurden die immobilisierten Aptamermengen errechnet.

In Abbildung 7.17 sind die eingesetzten Aptamerkonzentrationen und die resultierenden
Aptamerdichten dargestellt. Unabhéngig vom Aptamer nimmt mit steigender Anfangs-
konzentration die Belegungsdichte auf der Beadoberfliche zundchst zu, erreicht ein
Maximum bei ca. 1500 pg/mL und nimmt dann wieder ab. Eine Erkldrung fiir diese Abnahme
konnte die intermolekulare Reaktion der aktivierten Aptamere untereinander sein, die
eventuell in solch hohen Konzentrationen zu Basenpaarbindungen zwischen den Einzel-
strdngen flihrt und eine Immobilisierung der Oligonukleotide verhindert.
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Abbildung 7.17 Abhéingigkeit der Aptamerimmobilisierung von der eingesetzten Aptamerkonzentration.

Die Affinitdten der Aptamer-Beads in Abhdngigkeit von den Anfangskonzentrationen wurden
anhand der Proteinbindung iberpriift. Im Gegensatz zur Aptamerimmobilisierung ist in
Abbildung 7.18 eine deutliche Séttigungskurve fiir beide Aptamere zu erkennen. Ab einer
Aptamerkonzentration von 500 pg/mL wird keine nennenswerte Zunahme der Affinitét
festgestellt. Dieses Resultat stiitzt die oben genannte Vermutung, dass durch die steigende
Ligandendichte die Zuginglichkeit des His-Tag Proteins an die Bindungsstelle des Aptamers
durch benachbarte Aptamermolekiile erschwert wird und somit entgegen der Erwartung keine
Erhohung der Affinitdt gegeniiber dem Protein auftritt.
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Abbildung 7.18 Einfluss der eingesetzten Aptamerkonzentration auf die Proteinbindung.
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Aus diesen Experimenten wurde sowohl fiir 6HS als auch fiir 6H7 eine Aptamerkonzentration
von 1 mg/mL als Optimum ermittelt und fiir die weiteren Optimierungsversuche eingesetzt.

7.5.4 Variation der Protein-Aptamer-Interaktionszeit

Zur Verwirklichung einer effizienten Affinitdtschromatografie ist die Kontaktzeit des
Targetmolekiils mit dem matrixgebundenen Liganden ein entscheidender Faktor. Ist die
Interaktionszeit zu kurz, kommt es nicht zu einer Bindung des Zielmolekiils und die Kapazitit
der Affinititsmatrix wird nicht vollstindig ausgeschopft. Inkubiert die komplexe Target-
mischung (z. B. das Zelllysat) jedoch zu lange mit der stationdren Phase, fiihrt dies
moglicherweise zur Denaturierung des Zielmolekiils und zu einer verkiirzten Lebensdauer der
Matrix.

Um die beste Protein-Aptamer-Interaktionszeit herauszufinden, wurden aktivierte 6HS und
6H7-Losungen (1 mg/mL) fiir 2 h mit den Amino-Beads (100 pL) inkubiert. Unter Variation
der Interaktionszeit wurde anschlieBend eine 1 mg/mL PFEI-Probe an die Beads gebunden
und eluiert (Abbildung 7.19). Bis zu 2 h Interaktionszeit ist ein Anstieg in der Proteinbindung
zu erkennen. Bei lidngeren Inkubationszeiten nimmt die gebundene Proteinmenge wieder ab.
Der Grund fiir die Abnahme der Proteinbindung mit der Zeit liegt hochstwahrscheinlich an
der Instabilitit des Enzyms, das sogar in 50 % Glycerin gelagert werden muss, um ein
Ausfallen zu verhindern.
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Abbildung 7.19 Auswirkung der Protein-Aptamer-Interaktionszeit auf die Proteinbindung.
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7.5.5 Optimierung der Elutionsbedingungen

Bisher wurde, wie in der Patentschrift US 2005/0142582 A1 angegeben, mit PBS-T + 1 M
Imidazol eluiert. Es sollte nun untersucht werden, ob mit einer geringeren Imidazol-
Konzentration das Protein von den Beads verdringt werden kann, um so eventuell in ein fiir
Standardproteintests kompatiblen Bereich zu gelangen und auch das Umpuffern des
aufgereinigten Proteins zu vereinfachen. Hierzu wurden die Aptamer-Beads mit 1 mg/mL
PFEI-Losung inkubiert und gewaschen. Zur Elution von PFEI wurden PBS-T-Puffer mit
Imidazolkonzentrationen von 100, 250, 500, 750 und 1000 mM eingesetzt. Um eine maximale
Elution des Proteins zu bewirken, ist 1 M Imidazol notwendig (Abbildung 7.20).
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Abbildung 7.20 Eluierte Proteinmenge in Abhiingigkeit von der Imidazolkonzentration.

7.6 Charakterisierung der Aptamerbeads

Nach Optimierung der Aptamerimmobilisierung, Proteinbindung und —elution wurden nun
zur Charakterisierung der Aptamerbeads die maximalen Bindungskapazititen und die
jeweiligen Dissoziationskonstanten anhand der Frontalanalyse ermittelt. Hierzu wurden die
Amino-Magnetic Beads mit 6HS5 bzw. 6H7 funktionalisiert. Das aufgereinigte Enzym PFEI
wurde in Konzentrationen von 0,1, 0,3, 0,5, 1,0, 1,5 und 2,0 mg/mL auf die Beads
aufgetragen und fiir 2 h inkubiert. Nach dem Waschen der Partikel zur Entfernung des
unspezifisch gebundenen Proteins wurde mit Imidazol eluiert. Abbildung 7.21 zeigt die
Isothermen fiir die Adsorption von PFEI an die beiden Aptamerbeads. Die PFEI-Isotherme an
6H7-Beads weist gegeniiber der Isotherme an 6H5-Beads neben einer hoheren Kapazitit auch
eine hohere Affinitét zur stationdren Phase auf.
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Abbildung 7.21 Bindungsverhalten von PFEI an Aptamer-Beads.

Unter Verwendung der Langmuir-Gleichung wurden aus der linearisierten Darstellung der
Werte die maximalen Bindungskapazititen und Dissoziationskonstanten kalkuliert (Tabelle
7.3).

Obwohl gleiche Ligandendichten bei beiden Aptamerbeads erreicht werden, ist die maximale
Bindungskapazitit der 6H7-Beads um den Faktor 2,8 erhoht. Wéhrend also bei den 6HS-
Beads jedes vierte Aptamermolekiil das Protein bindet, liegt das Verhéltnis bei 6H7-Beads bei
0,66. Mit Dissoziationskonstanten im mikromolaren Bereich liegt das Gleichgewicht
zwischen Bildung und Zerfall des Aptamer-Protein-Komplexes auf der Seite der
Komplexbildung, wobei fiir 6H7-Beads eine etwa doppelt so groBe Affinitit festgestellt wird
wie fiir die 6H5-Beads. Diese Ergebnisse bestitigen die Befunde aus den Microarray-
Experimenten [112]. In Tabelle 7.4 sind fiir die beiden Aptamerbeads die Wiederfindungs-
raten ermittelt worden. Mit Wiederfindungsraten iiber 75 % sind beide Aptamerbeads in der
Aufreinigung von His-Tag-Proteinen effizient einsetzbar.

Tabelle 7.3 Parameter der fiir die Aptamerchromatografie ermittelten Isothermen.

6H5-Beads 6H7-Beads
Ligandendichte [pmol/mg Beads] 400 400
Omax [Hg/Mg Beads] 2,9 8,2
Omax [PMol/mg Beads] 94 263
Kapazitat / Ligandendichte 0,24 0,66
Koiss [M] 9,7x10° 4,6x10°
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Tabelle 7.4 Berechnung der Wiederfindungsraten fiir die Aptamer-Beads mittels Gelauswertung. Jeweils 100 pL
Beads (5 mg) wurden mit PFEI beladen und eluiert. Die Konzentrationen der Uberstiinde, der einzelnen Wasch- und
Elutionsfraktionen wurden elektrophoretisch bestimmt.

6H5-Beads 6H7-Beads
Probe [ug] 150 100
Uberstand [ug] 123,5 51,5
Summe Waschfraktion 1-3 [ug] 12,3 8,2
Beladung [ug] 14,2 40,3
Summe Elution 1-3 [ug] 10,9 30,1
Wiederfindungsrate [%)] 77 75

7.7 Anwendung der Aptamerchromatografie: Aufreinigung von His-Tag
Proteinen aus Zelllysaten

Die bisher vorgestellten Versuche wurden mit einem aufgereinigten His-Tag Protein
durchgefiihrt. Um die Anwendung der entwickelten Aptamerchromatografie auf reale Proben
zu demonstrieren, wurden die beiden Aptamerbeads (6HS5 und 6H7) zur Aufreinigung der
His-getaggten Enzyme PFEI (6HS5), pNBE (6H5) und Bste (6H7) aus dem Zelllysat eingesetzt
(siehe Abbildung 7.22). In den Elutionen (Spur 4, 8 und 13) erkennt man, dass die Enzyme in
hoher Reinheit (> 93 %) isoliert werden konnten. Hier wird auBlerdem festgestellt, dass die
Affinitdt der Aptamere zu den einzelnen Enzymen unterschiedlich ist (vgl. Spur 4 und 8).
Eine Erkldrung hierfiir konnte in der Zuginglichkeit des His-Tags flir das Aptamer liegen.
Wird die durch die Tertidrstruktur des Targetproteins der Zugang zum His-Tag eingeschrinkt,
kann die Bindung zum Protein nicht stattfinden.

PFEI pNBE Bste

123456789 10 11 12 13 14

kDa
60

1, 10: Marker

2,6, 11: Zelllysat

3,7,12: letzte Waschfraktion (40 uL, PBS-T+NaCl, 30 min)
4,8, 13: Elution 1 (40 pL, 1 M Imidazol, 30 min)

5,9, 14: Elution 2 (40 pL, 1 M Imidazol, 30 min)

Abbildung 7.22 SDS-PAGE-Analyse der Aufreinigung von His-getaggten Proteinen aus den Zelllysaten iiber
Aptamerchromatografie (12 %ige Gele, Silber-Firbung). Die Aptamere 6HS5 wund 6H7 wurden iiber
Cyanurchloridaktivierung an amoinofunktionalisierte Magnetpartikel immobilisiert. Die 6H5-Beads wurden zur
Aufreinigung von PFEI und pNBE und 6H7 zur Aufreinigung von Bste verwendet.
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Zwei unverzichtbare Faktoren fiir eine effiziente Chromatografie sind die Wiederverwend-
barkeit und Langzeitstabilitit der stationdren Phase. Diese wurden fiir die Aptamerchromato-
grafie anhand der Aufreinigung von PFEI aus dem Zelllysat untersucht.

7.7.1 Untersuchung der Wiederverwendbarkeit der Aptamerbeads

Um die Wiederverwendbarkeit der entwickelten Aptamerchromatografie zu untersuchen,
wurden die beiden Aptamere 6HS5 und 6H7 an Amino Magnetic Beads immobilisiert und
mehrfach zur Aufreinigung von PFEI aus dem Zelllysat eingesetzt. Die eluierte Proteinmenge
nach jeder Verwendung wurde densitometrisch bestimmt (Abbildung 7.23). Hierbei wird nach
6-facher Verwendung eine Abnahme der eluierten Proteinmenge von 44 % bei 6HS5- und
32 % bei 6H7-Beads festgestellt. Zum Teil hingt dieser Kapazititsverlust damit zusammen,
dass der Pipettierroboter wahrend des Pipettierens der Magnetpartikel von well zu well
Partikel verliert und letztlich weniger Partikel zur Verfligung stehen als zum Anfang des
Experiments. Zum anderen ist die nicht vollstindige Regeneration der Partikel nach der
Elution fiir die sinkende Bindungskapazitit verantwortlich. Vermutlich binden die Imidazol-
molekiile wie bei den Metallchelatoberflaichen so stark an die Aptamere, dass sie durch das
Protein nicht komplett verdringt werden konnen. Deshalb sollte nach effektiveren
Regenerationspuffern gesucht werden.
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Abbildung 7.23 Wiederholte Aufreinigung von PFEI aus dem Zelllysat mittels Aptamerbeads.
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7.7.2 Untersuchung der Langzeitstabilitit der immobilisierten Aptamere

Ob und wie lange die Aptamerbeads gelagert werden konnen, wurde anhand von
Magnetpartikeln untersucht, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit Aptamer modifiziert,
mindestens einmal verwendet und nach Aquilibrieren mit dem Bindungspuffer bei 4 °C
aufbewahrt wurden. Als Proteinlosung wurde 1 mg/mL aufgereinigtes PFEI verwendet. Die
Ergebnisse der Stabilititstests sind in Abbildung 7.24 wiedergegeben. Verglichen wurden
dabei die Konzentrationen in den ersten Elutionsfraktionen. Die Funktionalitit der Aptamer-
beads wird durch Lagerung nicht beeintrachtigt und eine Aufbewahrung bei 4 °C iiber 6
Monate stellt kein Problem dar. Die Bindungskapazitit bleibt relativ konstant. Die etwas
niedrigere Bindungskapazitit bei den 107 Tage alten Aptamerbeads resultiert aus dem
mehrfachen Einsatz dieser Beads in der Proteinaufreinigung, alle anderen wurden vor der
Durchfiihrung des Stabilitétstests lediglich einmal verwendet.

200 ~
180 A
160 -
140 -
120 A
100 A
80 -
60

40 - \\./\

20 -

—— PFEI an 6H5-Beads
PFEI an 6H7-Beads

1. Elution [pg/mL]

2 16 69 73 107 191

Zeit nach der Immobilisierung [Tage]

Abbildung 7.24 Untersuchung zur Langzeitstabilitit der Aptamerbeads. Getestet wurden Magnetpartikel, die zu den
angegebenen Immobilisierungszeitpunkten mindestens einmal verwendet wurden. Die Beads von vor 107 Tagen
wurden mehrmals benutzt.

7.8 Versuche zur Entwicklung Membran-basierter Aptamerchromatografie

Um die Vorteile von Membranadsorbern in der Aptamerchromatografie ausnutzen zu kénnen,
wurde versucht, eine Membran-basierte Aptamerchromatografie zu entwickeln. Hierzu wurde
eine regenerierte Cellulose Membran verwendet (Abbildung 7.25).
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Abbildung 7.25 Struktur von Cellulose.

Diese wurde nach Kroll et al. (2007) mit primidren Amino-Gruppen funktionalisiert [116]. Die
genaue Versuchsdurchfiihrung ist in Kapitel 6.8 beschrieben. Dabei wurden zundchst die
terminalen Hydroxygruppen der regenerierten Cellulosemembran mit dem Ethylenglycol-
diglycidylether (EGDGE) in Epoxygruppen iiberfiihrt (Abbildung 7.26). Die Epoxy-
Membranen wurden anschlieBend mit 1,6-Hexandiamin (HDA) umgesetzt (Abbildung 7.27).
Zur Uberpriifung der Funktionalitit der hergestellten Aminomembran wurde der Acid Orange
[I-Test durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 6.8). Die Dichte der auf der Membranoberfliche
befindlichen Aminogruppen wurde mit Hilfe einer Kalibrationskurve berechnet und betrug
2,5 umol/g bzw. 15 nmol/cm”.

(\
OH (0) (0]
/St HO
RC kat. KOH
2-PrOH/H,0 O
o) 20h, RT \/\
\/\o O

Regenerierte
Cellulosemembran (RC) Ethylenglycoldiglycidylether (EGDGE) RC--EPO

Abbildung 7.26 Einfithrung von Epoxygruppen an eine regenerierte Cellulose Membran.
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Abbildung 7.27 Aminfunktionalisierung der RC-Membran.
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Um die Eignung der hergestellten Aminomembran fiir den Einsatz in der Aptamer-basierten
Affinititschromatografie zu iiberpriifen, wurde wie bei den NH,-Magnetic Beads verfahren.
Hierzu wurde eine 8,67 cm® Membran mit 200 pL aktiviertem 6H7-Aptamer (973 pg/mL)
versetzt und 2 h inkubiert. Nach Waschen mit PBS wurde die immobilisierte Aptamermenge
mit 34 pg (2,7 nmol ) bestimmt, was einer Konzentration von 0,31 nmol/cm” entspricht.

Zur Untersuchung der Aptamermembran wurden 200 pL aufgereinigte Bgl-His-Probe
(4 mg/mL) auf die Membran gegeben und fiir 2 h inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS-
T+NaCl wurde mit PBS-T+Imidazol und 0,05 % SDS eluiert. Es wurde auch eine amino-
funktionalisierte Membran ohne Aptamer als Kontrolle getestet.

Aptamer-Membran Amino-Membran

123 4 5 6 7 8 9 10 11 121314 15 16 17 18 19 20

kDa 1, 12: Marker
2, 11: Durchlauf
3 - 6: Waschfraktion 1 -4
(1mL, 15 min)
13 - 16: Waschfraktion 1 - 4
(1mL, 15 min)
7, 17: Waschfraktion 5
(100 pL, 30 min)
8, 18: Elution 1
(100 pyL 1 M Imidazol, 30 min)

50__

30__
25 ’- - —_—— 9, 19: Elution 2
i - - (200 pL 1 M Imidazol iiber Nacht)

10, 20: Elution 3
(100 pL 0,05 % SDS, 15 min)

Abbildung 7.28 SDS-PAGE-Analyse der Bindung und Elution von Bgl-His an Aptamer-Membran und Amino-
Membran (12 %ige Gele, Coomassie-Firbung).

Die Analyse der Proteinfraktionen (Abbildung 7.28) zeigt keinen Unterschied zwischen der
Aptamer- und der Aminomembran. Das Protein scheint, eher an die Membran als an das
Aptamer gebunden zu haben. Um die unspezifische Bindung an der Membran zu verhindern,
wurde nach der flir die aminofunktionalisierten Microarrays etablierten Vorschrift vor-
gegangen [112]. Hierzu wurde eine 4,34 cm’ Aminomembran mit 100 uL 6H7-Aptamer-
16sung (973 pg/mL) versetzt und tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Umpolung
der Membranoberfliche wurde die Membran in einer Losung von 0,55 g Bernsteinsdure-
anhydrid + 34 mL DMSO + 2 mL Boratpuffer (pH 8,3) fiir 10 min inkubiert. Nach dem
Waschen mit ddH,0 (2 x 1 min) wurde die Membran mit 10 mg/mL BSA in PBS-T blockiert.
Um die Faltung des immobilisierten Aptamers zu gewihrleisten, wurde die Membran 1 min in
kochendes Wasser gehalten und anschlieBend fiir 30 min in PBS-T bei Raumtemperatur
geschiittelt. Diese Schritte wurden auch mit einer Kontroll-Membran durchgefiihrt. Als
Proteinprobe wurde ein aufkonzentrierter Bgl-His-Uberstand verwendet. Abbildung 7.29 zeigt
das Ergebnis dieses Versuchs.

Der Vergleich der Fraktionen per SDS-PAGE weist keinen Unterschied zwischen den beiden
Membranen auf. Das zur Blockierung verwendete BSA wird ebenfalls ausgewaschen.
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Aptamer-Membran Amino-Membran
1,20: Marker
KDa 1 ‘_2__ 3 4 5 6 7 8 9 10 __’11. 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2 11 | DurchEIFEgHE
=} | 2-5.  Waschfraktion 1, 2 und 4
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& — (1 mL, 30 min)
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- - - (100 L, 0,05 % SDS, 30 min)
— - =

Abbildung 7.29 SDS-PAGE-Analyse der Bindung und Elution von Bgl-His an eine mit Bernsteinsiureanhydrid
umgepolte und mit BSA blockierte Aptamer bzw. Amino-Membran (12 %ige Gele, Silber-Farbung).

Auf Membranbasis konnte somit bisher keine Aptamerchromatografie entwickelt werden. Die
Griinde hierfiir konnten sein: Die Konzentration der Aminogruppen auf der Membranober-
flache ist zu gering. Die Aminogruppen sind aufgrund der pordsen Struktur fiir die Aptamere
schwer zugénglich. Der Aminolinker ist zu kurz, so dass das Aptamer mit der Membran in
Wechselwirkung tritt und die Ausbildung der dreidimensionalen Struktur behindert wird. Die
pordse Struktur konnte auch den Zugang des Targetproteins an das immobilisierte Aptamer

beeintrdchtigen. All diese Ursachen miissten in zukiinftigen Arbeiten einzeln untersucht
werden.
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8 Aptamerchromatografie: Zusammenfassung und Ausblick

Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine Aptamer-basierte Affinititschromatografie entwickelt.
Hierfiir wurden die gegen His-Tag gerichteten Aptamere 6HS und 6H7 aus der Patentschrift
US 2005/0142582 Al als Modellliganden verwendet. Beide Aptamere wurden mit einem C6-
NH,-Linker am 5‘-Ende verwendet. Nach Uberpriifung der Funktionalitit dieser Aptamere
mittels SPR  Spektroskopie wurden verschiedene Matrizes mit unterschiedlichen
Modifizierungen zur Immobilisierung der Aptamere unter Erhalt ihrer Aktivitit getestet. Die
Reaktion mit Epoxy und Aldehyd Gruppen fiihrte zwar zur Immobilisierung der Aptamere an
die Matrix, die immobilisierten Aptamere wiesen aber keine Aktivitidt auf. Die reaktions-
freudigen Gruppen reagieren nicht nur mit dem terminalen Aminolink, sondern auch mit den
Funktionen innerhalb der Basensequenz, was zu einer ungerichteten Kopplung fiihrt und die
Ausbildung der dreidimensionalen Struktur, die zur Targeterkennung notwendig ist,
behindert.

Viel gerichteter erfolgt hingegen die Bindung an Carboxyloberfldchen, die mit EDC aktiviert
wurden. Hierbei wurde festgestellt wurde, dass C- und IDA-Membranen nicht {iber EDC-
NHS aktiviert werden konnen. Vermutlich sind die Carboxyllinker auf den Membranen
aufgrund ihrer Linge fiir eine EDC-NHS Aktivierung nicht geeignet und reagieren bei einer
Aktivierung eher untereinander als mit dem Aptamer. Die Aptamere konnten aber in einer
Ein-Schritt-Reaktion an Carboxyl Magnetpartikel immobilisiert und zur Aufreinigung von
His-Tag Proteinen eingesetzt werden.

Die besten Resultate wurden iiber die Immobilisierung der Cyanurchlorid-aktivierten
Aptamere an Amino Magnetpartikel erhalten. Es konnte gezeigt werden, dass die
Immobilisierung hierbei ausschlieBlich iiber den terminalen Aminolink erfolgt und die
Aptamermodifizierung eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der Aptamerchromato-
grafie spielt. Wihrend bei der Immobilisierung iiber die 5°‘-Aminomodifizierung die
Funktionalitdt des 6H7-Aptamers nicht beeintrdchtigt wurde, fand beim 3‘-modifizierten
Aptamer keine Targetbindung statt. Auf Basis von Amino Magnetpartikeln wurde die
Aptamerchromatografie optimiert. Tabelle 8.1 fasst die Ergebnisse der Optimierung
zusammen. AnschlieBend wurde die entwickelte Aptamerchromatografie unter Verwendung
von PFEI als Modellprotein charakterisiert (Tabelle 8.2) und die Anwendbarkeit in realen
Proben durch Aufreinigung von His-getaggten Esterasen aus den Zelllysaten erfolgreich
demonstriert.

Die immobilisierten Aptamere konnten iiber 6 Monate ohne signifikanten Aktivititsverlust
gelagert werden. Die Aptamerbeads konnen mehrfach wiederverwendet werden, wobei aber
eine Abnahme der Bindungskapazitit festgestellt wird. Anscheinend bindet wie bei der
Metallchelatchromatografie das Imidazol so stark an das Aptamer, dass es von dem Protein
nicht verdringt werden kann. Es miissen ndhere Untersuchungen zur Regeneration der
Aptamerbeads durchgefiihrt werden. Dazu konnten Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten
getestet werden. Da die Oligonukleotide durch Erhitzen reversibel denaturiert werden, konnte
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das Imidazol eventuell auf diesem Wege entfernt werden. Ein Kochen der Magnetpartikel
wiirde aber zum Verblocken und zum verminderten Magnetismus fiihren. Diese einfache
Regenerationsmethode konnte aber bei einer Aptamerchromatografie auf Membranbasis
Anwendung finden.

Tabelle 8.1 Optimierte Aufreinigungsbedingungen fiir His-getaggte Proteine iiber Aptamerchromatografie.

Verwendetes Aptamer 6H5 und 6H7
Modifizierung 5°C6-NH,
Aktivierung Cyanurchlorid in PBS, 1 h
Matrix Amino Magnetic Beads
Immobilisierungskonzentration 1 mg/mL
Immobilisierungsdauer 2h
Proteinbindung His-Tag
Zeit fur die Targetbindung 2h
Waschpuffer 1 M KCI
Elutionspuffer 1 M Imidazol

Tabelle 8.2 Charakterisierung der auf Basis von Amino Magnetpartikeln entwickelten Aptamerchromatografie. PFEI
wurde als Modellprotein verwendet.

6H5-Beads 6H7-Beads
Ligandendichte [pmol/mg Beads] 400 400
Omax [PMol/mg Beads] 94 263
Kapazitat / Ligandendichte 0,24 0,66
Koiss [M] 9,7x10° 46x10°
Wiederfindungsrate [%] 77 75

Der Versuch die Aptamerchromatografie auf Membranbasis aufzubauen gelang bisher nicht.
Hier konnten ldngere Amino Spacer wie PEI an die Membran angebracht werden, um den
Abstand zur Membranoberfliche zu vergréfern und die Ausbildung der dreidimensionalen
Struktur der Aptamere zu ermdglichen.

Die Aptamertechnik bietet eine gute Alternative zu den herkommlichen Affinitdtsmethoden.
Im Vergleich zu der Metallchelat Chromatografie ist zwar die Prozesszeit bei der
Aufreinigung von His-Tag Proteinen iiber Aptamere deutlich erhoht, dieses Problem konnte
jedoch durch Selektion von Aptameren mit hoherer Affinitdt gelost werden. Durch
Entwicklung von Aptameren gegen Antikorper konnte in Zukunft die bisher auf der Protein A
oder Protein G Basis durchgefiihrte Immunoaffinititschromatografie durch Aptamer-
technologie ersetzt werden.
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9 Anhang

9.1 Standardanalyseverfahren

Gelelektrophorese zur Detektion von Proteinen

Das Prinzip der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) beruht
auf der Trennung von Proteingemischen im elektrischen Feld nur nach ihrem
Molekulargewicht. Hierzu werden die Proteingemische bei 95°C durch Zugabe von
Natriumdodecylsulfat (SDS) und B-Mercaptoethanol, das als Reduktionsmittel eingesetzt
wird, denaturiert und entfaltet. Das SDS maskiert dabei die Eigenladung der Proteine, so dass
sich ein relativ konstantes Verhiltnis von Masse zu Ladung ergibt. Das B-Mercaptoethanol
spaltet eventuell vorhandene Disulfidbriicken. Somit héngt die Trennung der Proteine nur
noch von ihren Molmassen und nicht mehr von ihrer Gréf8e und Form im nativen Zustand ab.
In Tabelle 9.1 ist die Zusammensetzung der verwendeten Gele aufgestellt.

Puffer:
SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS; pH 8,3 (1x TGS)

SDS-Probenpuffer (Laemmli-Puffer): 20 mM Tris/HCl, 2 mM EDTA (Na-Salz), 5 %
SDS, 0,02 % Bromphenolblau in 90 mL ddH,O geldst. Direkt vor der Benutzung
werden 10 % 2-Mercaptoethanol zugesetzt.

Die Elektrophorese wurde zundchst fiir 30 min bei einer Spannung von 100 V und
anschlieBend fiir 60-90 min bei 200 V betrieben.

Die Proteinbanden auf dem Gel werden mit Coomassie- oder Silber-Farbemethode
visualisiert. Die Coomassie-Farbung ist in Kapitel 3.3 beschrieben.

Silber-Farbung:

Die Silberfarbung ist die empfindlichste unspezifische Farbemethode. Die Nachweisgrenze
liegt unter 1 ng pro Bande. Sie ist insbesondere zur Uberpriifung der Reinheit eines Proteins
geeignet. Der Nachteil der Silberfirbung besteht darin, dass sie nicht quantifizierbar ist.
Verschiedene Proteine firben unterschiedlich stark. Die Silberionen werden dabei an
Aminoséureseitenketten gebunden und anschlieend reduziert.
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Tabelle 9.1 Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele.

Sammelgel (6 %) Trenngel (12 %) Trenngel (15 %)

Acrylamid (40 %) 731 L 2,92 mL 3,65 mL
Bisacrylamid (2 %) 390 pL 1,56 mL 1,95 mL
Tris (1,5 M) pH 8,8 - 2,8 mL 2,8 mL
Tris (1,5 M) pH 6,8 760 L

SDS (1 %) 300 pL 1mL 1mL
H.O 3,82 mL 1,72 mL 0,6 mL
TEMED 10 uL 20 pL 20 pL
APS (25 %) 10 L 20 pL 20 L

Durchfiihrung:

e Das Gel wurde fiir 30 min in dem Entfarber/Fixierer unter Schiitteln inkubiert. Dann
wurde es zweimal kurz mit ddH,O gewaschen.

e AnschlieBend wurde das Gel fiir 2,5 min in Farmers Reducer (1 Spatelspitze
K;[Fe(CN)s], 1 Spatelspitze Na;S,05 in ca. 100 mL ddH,0) geschwenkt und solange
mit ddH,O gewaschen, bis es vollstindig entfarbt wurde.

e Zur Komplexierung von Silberionen wurde das Gel fiir 30 min in einer frisch
zubereiteten 0,1 %-igen AgNO;-Losung inkubiert.

e Es wurde danach fiir jeweils 30 s mit ddH,O und anschlieBend mit 2,5 %-iger
Na,COs-Losung gewaschen.

e Zur Entwicklung wurde das Gel in 100 mL 2,5 %-iger Na,COs-Ldsung und 400 uL
CH,0O-L6sung solange inkubiert, bis deutliche Banden sichtbar wurden.

e Gestoppt wurde die Farbung durch Schwenken des Gels fiir 10 min in 5 %-iger
CH;COOH.

e Das Gel wurde danach in Wasser gelagert werden.

Absorptionsmessung bei 280 nm

Die Konzentration von Standardproteinen wurde durch Absorptionsmessung der
Probenfraktionen bei 280 nm bestimmt, indem mit dem jeweiligen Protein eine Standardkurve
erstellt wurde.

BCA-Test

Die Methode basiert auf der kolorimetrischen Detektion von Proteinen unter Komplexierung
von Cu'" durch BCA (engl. bicinchonic acid). Dabei werden Cu**-Ionen von Proteinen im
alkalischen Milieu zu Cu'" reduziert, die von zwei BCA-Molekiilen umgeben werden. Dieser
wasserlosliche, violett gefarbte Komplex hat ein Absorptionsmaximum bei 562 nm, welches
proportional zur Proteinkonzentration ist.
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Durchfiihrung:

Zuerst wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe als Standard erstellt. Die zu unter-
suchenden Proben wurden gegebenenfalls verdiinnt.

Es wurden 150 pL Probe bzw. BSA-Standard und 150 pL vom nach Hersteller-
angaben hergestellten BCA-Reagenz in die wells einer Mikrotiterplatte pipettiert und
fiir 30 s geschiittelt.

Die Mikrotiterplatte wurde abgedeckt fiir 2 h bei 37°C inkubiert.

Nach Abkiihlen der Platte auf Raumtemperatur wurde bei 570 nm die Absorption
gemessen.

Coomassie-Test

Dieser

Test beruht auf der Methode nach Bradford, bei der die Proteine durch Coomassie-

Brillantblau-Einlagerung kolorimetrisch quantifiziert werden konnen. Das Absorptions-
maximum liegt zwischen 465 nm und 595 nm.

Durchfiihrung:

Zuerst wurden BSA-Standards angesetzt und die Proben verdiinnt.

Dann wurden je nach Konzentrationsbereich 5 pL (100-1500 pg/mL) bzw. 150 pL
(1-25 pg/mL) von jedem Standard und jeder Probe in die Mikrotiterplatte pipettiert.

Es wurden 250 pL bzw. 150 pL Coomassie-Reagenz addiert und fiir 30 s geschiittelt.
Die Platte wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend wurde
die Absorption bei 570 nm gemessen.

9.2 Abkiirzungsverzeichnis

ACN

AMP

APS

ATP

BCA

Acetonitril
Ampicillin
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat

bicinchonic acid

Bgl-His 3-Glucanase

BSA

BsubE

Bovine Serum Albumin

Bacillus subtilis Esterase
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Bste

C

CHO
CE/CZE
DMSO
DNA

E. coli
EDC
EDTA
EGDGE
ELISA
FPLC
HDA
hGH
His
HTDSS
IDA
IgG
IMAC
IPTG
LB

MA
MES
MW
MWCO
NHS

NTA

Bacillus stearothermophilus Esterase

Carboxylic acid, schwache Kationenaustauscher Membran
Chinese hamster ovary

Capillary Electrophoresis / Capillary Zone Electrophoresis
Dimethylsulfoxyd

Desoxyribonuceic Acid

Escherichia coli
Diethylaminopropyl-N-Ethylcarbodiimid
Ethylenediaminetetraacetic Acid
Ethylenglycoldiglycidylether

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Fast Performance Liquid Chromatography
1,6-Hexandiamin

Human growth hormone

Histidin

High-Throughput Downstream Screening System
Iminodiaccetic Acid

Imunoglobulin G

Immobilized Metal Chelate Affinity Chromatography
Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid

Luria-Bertani

Membranadsorber

2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid
Molekulargewicht

Molecular Weight Cut-Off

N-Hydroxy Succinimide

Nitrilotriacetic Acid
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OD
PAGE
PBS
PBS-T
PCR
PEG
PEI
PFEI

pNBE

RNA

rpm
RT

SBB
SDS
SELEX
SPR
ssDNA
TEAA
TEMED
TSS

Uuv

Optische Dichte

Polyacrylamid Gelelektrophorese

Phosphate Buffered Saline

50 mM K,HPO,, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20, pH 7,5
Polymerase Chain Reaction

Polyethylenglycol

Polyethylenimin

Pseudomonas fluorescens Esterase |

Bacillus subtilis p-Nitrobenzylesterase

Quaterndres Ammonium, starke Anionenaustauscher Membran
Ribonucleic Acid

Revolutions Per Minute

Raumtemperatur

Sulfonséure, starke Kationenaustauscher Membran
Sodiumborate Buffer

Sodiumdodecylsulfat

Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
Surface Plasmon Resonance

single stranded DNA

Triethylammonium-Acetat

Tetramethylethylendiamin

Transformation and storage solution

Ultraviolettes Licht
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9.3 Chemikalien

Acetonitril (Fluka, Buchs, CH)

Acrylamid (40 %) (Roth, Karlsruhe)

Agarose (Fluka, Buchs, CH)

anti His Tag (Acris, Hiddenhausen)

APS (Roth, Karlsruhe)

Aptamere (6H5 und 6H7) Synthese durch Operon (Koln)
Bacto-Trypton (Roth, Karlsruhe)

Bisacrylamid (2 %) (Roth, Karlsruhe)

Borsdure (Sigma, Buchs, CH)

Bromphenolblau (Sigma, Buchs, CH)

BSA (Sigma, Buchs, CH)

Cobaltsulfat (Merck, Darmstadt)

Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL
61105 USA)

Cyanurchlorid (Sigma, Buchs, CH)
Dikaliumhydrogenphosphat K;HPO4 (Sigma, Buchs, CH)
EDC (Fluka, Buchs, CH)

EDTA (Na-Salz) (Fluka, Buchs, CH)

Ethanol (Merck, Darmstadt)

Ethanolamin (Sigma, Buchs, CH)

Formaldehydlésung (36,5 %) (Fluka, Buchs, CH)
Glycerin (Fluka, Buchs, CH)

Glycin (Sigma, Buchs, CH)

HCI (30%) (Fluka, Buchs, CH)

Hefeextrakt (Fluka, Buchs, CH)



9 Anhang

90

Imidazol (Merck, Darmstadt)

IPTG (AppliChem, Darmstadt)

Kaliumchlorid (Fluka, Buchs, CH)
Kaliumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)
Kupfersulfat (Merck, Darmstadt)

Lysozym (Sigma, Buchs, CH)

2-Mercaptoethanol (Fluka, Buchs, CH)
11-Mercaptoundecanonic Acid (Aldrich, Buchs, CH)
MgCl; (Riedel de Haén, Seelze)

Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit (Pierce, Rockford, IL 61105 USA)

Modified Lowry Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL 61105
USA)

Natriumacetat (Riedel de Haén, Seelze)

Natriumchlorid (Fluka, Buchs, CH)

NaHCO; (Merck, Darmstadt)

NHS (Fluka, Buchs, CH)

Natriumhydrogenphosphat Dihydrat (Merck, Darmstadt)
Natronlauge (Riedel de Haén, Seelze)

NiSOy (Fluka, Buchs, CH)

PhastGel Blue R (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)
Protein Ladder, 10-200 kDa (Fermentas, St. Leon-Rot)
Rhamnose (Sigma, Buchs, CH)

Silbernitrat (Riedel de Haén, Seelze)

Schwefelsdure (Fluka, Buchs, CH)

SDS (Sigma, Buchs, CH)

TEMED (Roth, Karlsruhe)

Transferrin (Sigma, Buchs, CH)
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Tris-Base (Fluka, Buchs, CH)
Trypsinogen (Sigma, Buchs, CH)
Tween 20 (Sigma, Buchs, CH)

ZnSOy4 (Merck, Darmstadt)

9.4 Verwendete Geriite

Autoklav: Systec V-150 (Systec GmbH, Wettenberg)

Brutschrank: CertomatR HK (B. Braun Biotech International, Melsungen)

CE: Beckmann P/ACE MDQ System,

Photodiode Array Detector (Beckmann Coulter, Fullerton, Californien, USA)

Fotometer: Multiskan Spectrum (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
USA)

Microplate Reader Benchmark (BIO-RAD, Miinchen)
FPLC: BioLogic AVR7-3 (BIO-RAD, Miinchen)
Fraktionssammler: Model 2128 (BIO-RAD, Miinchen)
HPLC: Merck KgaA, Darmstadt; Hitachi Europe GmbH, Miinchen

Pumpe: L-7100

Detektor: L-7455 DAD (Diode Array Detector)

Autosampler: L-7200

Degasser: L-7612

Séulenofen: L-7350

Datenverarbeitung: HSM 4.1

Steuerung: D-7000 Interface

KingFisher: Thermo Scientific KingFisher (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA)

Nanodrop: Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc;
Wilming-ton, DE, USA)
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Reinstwasseranlage: Arium 611 uf uv (Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen)

pH-Meter: HI 221 Calibration Check Microprocessor pH Meter (Hanna
Instruments, Kehl am Rhein)

Power-Supply (Gelelektrophorese): Electrophoresis Power Supply -EPS 301
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)

SPR: Autolab ESPRIT (EcoChemie, Utrecht, Niederlande)

Thermocycler: Px2 Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
USA)

Thermomixer: Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg)

Ultraschallbad: Bandelin Sonorex Super RK 510 H (BANDELIN electronic GmbH &
Co. KG, Berlin)

Zentrifuge fiir Eppendorf-Reaktionsgefdfe: Centrifuge 5415 R (Eppendorf,
Hamburg)

Zentrifuge fiir Falkontubes und Mikrotiterplatten: Megafuge 1.0 RS (Heraeus
Instruments GmbH, Osterode)
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