Antikorperreinigung mit Glasmonolithen

Vereinfachung von Affinitatstrennungen mit HPLC-Systemen
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ruckstabile Glasmonolithen ermdgli-
Dchen eine schnelle und unkomplizier-
te Reinigung von Antikorpern, z.B.
aus Serum oder Zellkulturiiberstanden. Die
sehr gute Regenerierbarkeit lasst eine lange

Lebensdauer der S3ulen erwarten, was die
Kosten pro Probe niedrig halt.

Trennmethoden auf Basis biochemischer
Interaktionen gelten als effizient und se-
lektiv. Eine besonders hiufig angewendete
Affinitdtstrennung fiir Antikorper ist die
Protein-A-Chromatographie. Protein A ist
ein bakterielles Zellwandprotein von Sta-
phylococcus aureus mit einer spezifischen
Affinitdt zur F.-Region von Immunglobu-
linen der Klasse G (IgG). Die Bindungsaf-
finitdt zwischen dem Protein A und dem
Antikorper ist stark pH-abhingig. Wéhrend
die Antikorper in neutraler oder leicht al-
kalischer Losung an das Protein A binden
und somit an der festen Phase immobilisiert
werden, konnen die Matrixkomponenten
die Sdule ungehindert passieren. Anschlie-
Bend lassen sich die Immunglobuline bei
niedrigerem pH-Wert gut eluieren. Da IgG
der am héufigsten diagnostisch und thera-
peutisch eingesetzte Antikérpertyp ist, ist

die Protein-A-Methode das heute mit Ab-
stand wichtigste Verfahren der selektiven
Antikorperreinigung. Auch im Labormaf-
stab finden affinitdtschromatographische
Methoden vielfiltige Anwendung.

Als Carrier-Material fiir die Protein-
A-Chromatographie wird haufig ein Gel
aus quervernetzter Agarose in Form klei-
ner, poroser Kiigelchen verwendet. Dieses
Material ist geeignet fiir viele biochemische
Methoden, da es nur geringe unspezifische
Interaktionen mit Proteinen zeigt. Ein Nach-
teil des Materials liegt jedoch in der gerin-
gen Druckstabilitit, die eine sichere und
schnelle Anwendung schwierig macht. Ein
weiteres Problem ist die langsame Diffusion
der Proteine in die relativ groBen Kiigelchen,
was zu breiten Peaks und langen Spiil- und

Abb. 1: Monolithen aus Borosilicat-Glas.
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Regenerationszeiten fithrt. Da nur geringe
Flussraten verwendet werden konnen, sind
die Zykluszeiten vergleichsweise lang und
der Durchsatz gering.

Monolithische Materialien

Die meisten monolithischen Materialien wur-
den auf der Basis von Silica oder Polymeren
[1] entwickelt. Beide Wege sind aber in der
Produktion relativ schwierig zu kontrollieren.
Polymerbasierte Monolithen zeigten zwar
vielversprechende Ansitze, konnten sich aber
bisher nicht auf breiter Ebene durchsetzen.
Um die Schwachstellen der dlteren Systeme
zu Uberwinden, wurde eine Affinititssidule
mit immobilisiertem Protein A entwickelt, die
auf einem chemisch inerten und sehr stabilen
Borosilikat-Glasmonolithen als stationirer
Phase basiert. Diese Monolithen werden durch
Sintern von Glaspartikeln einheitlicher GroBe
erhalten und verfiigen tiber eine enge Poren-
verteilung. Der Vorteil eines Monolithen liegt
in der auBerordentlichen mechanischen Stabi-
litat. Durch die Verwendung von Borosilikat-
Glas wird auBerdem eine hohe chemische Be-
standigkeit des Trigers erreicht. Die spezielle
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Porengeometrie fiihrt zu deutlich niedrigeren
Gegendriicken als die PartikelgréBe erwarten
lasst. Dies erméglicht relativ hohe Flussraten
und damit sehr kurze Trennzeiten. Das fiihrt
wiederum zu scharfen Peaks und einer erhéh-
ten Antikorperkonzentration in der eluierten
Fraktion. Dies macht eine anschliefende Auf-
konzentrierung der gereinigten Antikorper
meist tiberfliissig, was eine weitere Arbeits-,
Kosten- und Zeitersparnis ergibt.

Glasmonolithen verfiigen ebenso wie die
Sepharose-basierten Materialien iiber eine
sehr hydrophile Oberfldche, die unspezifische
Wechselwirkungen mit Proteinen minimiert.
Zudem konnen die Monolithen wie alle auf
Silikat basierenden Materialien {iber einen
Silan-Linker einfach modifiziert werden
und das Zielprotein kovalent an der Oberfl4-
che fixiert werden. Dadurch wird ein uner-
wiinschtes Auslaugen (Leaching) des Binde-
molekiils (z. B. Protein A) minimiert. Auch
ist eine Reinigung der Sdulen mit vielen ver-
schiedenen Waschlésungen maoglich, um eine
Verschleppung (Carryover) von Verunreini-
gungen zu vermeiden.

Schnelle Reinigung von Antikorpern

Fir viele Zwecke miissen Antikdrper in Rein-
form vorliegen. Fiir die Herstellung von Kon-
jugaten mit Fluoreszenzfarbstoffen, Nano-
partikeln, Enzymen und anderen Labels ist
meist eine Vorreinigung der Antikérper un-
abdingbar. So sind in Serum und Plasma ne-
ben IgG auch zahlreiche andere Proteine und
Begleitstoffe vorhanden, die abgetrennt wer-
den miissen. Auch kommerziell vertriebene
Antikorper enthalten oft Konservierungsstof-
fe, Stabilisatoren oder storende Puffersubs-
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Abb. 2: Isolierung von IgG aus Humanserum.
A: Begleitproteine, B: IgG. Das Reinprodukt
eluiert schon nach weniger als einer Minute.
Puffer 1: 0.1 mol/L NaH,PO,, 0.15 mol/L
NaCl, pH 7.4; Puffer 2: 0.1 mol/L NaH,PO,,
0.15 mol/L NaCl, mit H;PO, auf pH 2.2 ein-
gestellt; Flussrate 5 mL/min.

tanzen [2]. Die Glasmonolithen wurden hier
fur die Protein-A-Affinitdtschromatographie
eingesetzt. Antikorper aus 100 pL humanem
Serum wurden mit der monolithischen Séule
bei einer Flussrate von 5 mL/min und einer
Gesamtlaufzeit von 1.5 Minuten aufgerei-
nigt. Ein Chromatogramm ist in Abbildung
2 gezeigt. Peak A zeigt die durchlaufenden,
ungebundenen Proteine. Die Antikorper wer-
den mit einem sauren Puffer (pH = 2.2) elu-
iert (Peak B) und anschlieBend neutralisiert.
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelek-
trophorese (SDS-PAGE) zeigt nur sehr geringe
Verunreinigungen in der Antikoérperfraktion.
Die Saule konnte bereits mehr als 200 Mal
regeneriert werden, ohne dass Einbuflen an
Qualitdt und Quantitit erkennbar wurden.
Dies spricht fiir eine auBerordentliche Halt-
barkeit und Robustheit der Sdule. Die mo-
nolithischen S&dulen lassen sich aufgrund

ihrer Druck- und Flussstabilitit leicht in jede
HPLC-Anlage integrieren und damit auch
sehr einfach mittels Autosampler und Frak-
tionssammler automatisieren. Auch eine Um-
kehrung des Flusses ist fiir bestimmte Saulen-
schaltungen risikolos moglich, da die Saulen
weitgehend symmetrisch aufgebaut sind und
keine Fritten enthalten.

Fazit

Die Reinigung von Antikérper-Praparatio-
nen ist eine hdufige Aufgabe in biochemi-
schen Forschungslaboratorien. Deshalb sind
effizientere Methoden zur Antikérperreini-
gung sehr wiinschenswert. Die Anwendung
von Glasmonolithen erméglicht die schnelle,
automatisierte Isolierung von Immunglobu-
linen (IgG) auf ginstigen HPLC-Systemen.
Aufgrund der hervorragenden Regenerier-
barkeit und Haltbarkeit der Affinitdtssdulen
sind die laufenden Kosten gering.
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