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Protein-Aggregaten auf der Spur — mit statischer und dynamischer Lichtstreuung

Michelle Chen
Wyatt Technology Corporation

Auf jeder Stufe der Entwicklung protein-
basierter Therapeutika kann es zur Bildung
von Aggregaten kommen. Um diese aufzu-
spliren und naher zu charakterisieren, steht
eine Reihe von Methoden zur Verfiigung, die
auf Basis von Lichtstreuung arbeiten. In
diesem Beitrag werden sie vorgestellt.

Proteinaggregate kdnnen sich schon wah-
rend des Herstellungsprozesses bilden, aber
auch bei Lagerung oder Transport der Prépa-
rate — und sogar im Zuge der Verabreichung
kann dies vorkommen. Aggregate stellen
eine Bedrohung fir die Stabilitat und Wirk-
samkeit der Therapeutika dar und kénnen bei
der Anwendung am Patienten sogar zu einer
ernsthaften Gefahr werden. Daher ist es
unverzichtbar, dass man wéhrend samtlicher
Produktionsschritte die Aggregate entweder
sicher ausschliefen oder aber nachweisen
und charakterisieren kann.

Proteinaggregate kénnen in ihrer GroRe stark
variieren, und zwar von wenigen Nanometern
bis zu einigen hundert Mikrometern. Gerade
der Anteil an grofen Partikeln, manche
davon bereits im sichtbaren, andere noch im
nicht sichtbaren Bereich, bestimmt maRgeb-
lich die Qualitat einer Préparation. Doch auch
die kleineren Fragmente wirken sich auf die
Stabilitat und Haltbarkeit aus. Man findet sie
wahrend des gesamten Herstellungsvor-
gangs, und sie kdnnen wertvolle Aufschlisse
dariber liefern, wie sich die Konditionen bei
Produktion und Lagerung optimieren und
damit die Bildung von Aggregaten minimieren
lassen.

Statische und dynamische Lichtstreuung
(SLS und DLS)

Beide Lichtstreutechniken werden schon
recht lange eingesetzt, um Proteinaggregate
zu charakterisieren, und zwar sowohl die
kleinen Oligomere im Nanometerbereich als
auch die hochmolekularen, partikuléren
Aggregate, die bis zu einigen Mikrometern
groR werden kdnnen und teilweise sogar mit
bloem Auge sichtbar sind. Hier erweist sich
eine spezielle Eigenschaft dieser Detek-
tionsmethode als besonders hilfreich: Das
Lichtstreusignal, das der Detektor ,sient”, ist

das Produkt aus Molekulargewicht und Kon-
zentration der zu messenden Molekiilspe-
zies. Daher kdnnen selbst Spuren sehr gro-
Rer Aggregate problemlos nachgewiesen
werden.

Moderne SLS- und DLS-Detektoren kann
man gut mit Systemen koppeln, die fiir die
Trennung von Substanzgemischen einge-
setzt werden, so beispielsweise GroRenaus-
schluss-Chromatographie (SEC) oder auch
Feldflussfraktionierung (FFF). Dadurch erhalt
man eine hervorragende Aufldsung und kann
eine umfassende Charakterisierung der
Fraktionen durchfiihren — etwa im Hinblick
auf ihr Molekulargewicht, die PartikelgroRe,
den Oligomer-Status oder auch die Partikel-
dichte (,number density“). Beide Trenntech-
niken separieren die Probenbestandteile
nach deren hydrodynamischem Volumen. Die
SEC stellt sicher die bislang am weitesten
verbreitete Methode dar und wird Uberwie-
gend fir die Trennung von Proteinen einge-
setzt. Gleichwohl bereitet die SEC bisweilen
Probleme, etwa wenn es zu Wechselwirkun-
gen der Probe mit dem Saulenmaterial
kommt, starke Scherkrafte die empfindlichen
Proteine fragmentieren oder grofle Aggregate
die Saule atypisch schnell passieren. Auf-
grund dieser Einschrankungen suchte man
immer wieder nach orthogonalen Trennme-
thoden und wurde schlieBlich bei der Feld-
flussfraktionierung (FFF) findig, die inzwi-
schen auch allgemein (und von der amerika-
nischen FDA) als Alternative fiir die Separa-
tion von Proteinmonomeren, -fragmenten
sowie -aggregaten anerkannt ist. Bei dieser
Technik findet die Trennung in einem Kanal
statt und wird alleine mithilfe von Strémungs-
kréften bewerkstelligt, ohne dass die Proteine
wie bei der SEC eine Trennmatrix passieren
mussten. Dadurch sind bei der FFF auch die
Wechselwirkungen zwischen Probe und
Oberflachen des Systems - verglichen mit der
Saulentrennung - drastisch reduziert. Ein
weiterer Vorzug dieser Methodik liegt darin,
dass sie ber einen sehr weiten GroRenbe-
reich hinweg angewandt werden kann. Von
kleinen Proteinen angefangen uber Oligo-
mere bis hin zu Partikeln oder riesigen Ag-

gregaten reicht hier die Spanne. All diese
Strukturen kénnen im gleichen Trennkanal
bearbeitet werden, und man muss nicht wie
bei der SEC mehrere unterschiedliche Sau-
len einsetzen.

Beiden Trennmethoden gemeinsam ist eine
wesentliche Einschrankung: Sie liefern nur
einen Schatzwert fiir das Molekulargewicht
einer Probe, wenn dieses anhand eines
mitgeflhrten externen Standards auf Grund-
lage des gemessenen Elutionsvolumens
ermittelt wird, wie im Falle der SEC oder bei
der FFF, der theoretische Diffusionskoeffi-
zient als Basis der Berechnung dient. Solche
semi-empirischen Ansatze filhren immer
wieder zu falschen Resultaten, vor allem
dann, wenn sich Probe und Standard in
Bezug auf ihre Konformation unterscheiden.
Aus diesem Dilemma gibt es auch mit den
raffiniertesten Anndherungsmodellen keinen
wirklichen Ausweg, die Bestimmung bleibt
lediglich eine relative.

Fir dauerhafte, verlassliche Abhilfe kann hier
allein eine absolute Messmethode sorgen.
Neben den klassischen absoluten Ansatzen
(Membran-Osmometrie, Sedimentations-
Ultrazentrifugation und  Massen-Spekiro-
metrie) hat sich aufgrund ihrer einfachen
Anwendung die Mehrwinkel-Lichtstreuung
(MALS) fiir zahllose Anwendungen als Me-
thode der Wahl etabliert. Sie ist die inzwi-
schen am weitesten verbreitete Version der
statischen Lichtstreuung und kann sowohl im
Batch-Modus als auch gekoppelt an Trenn-
systeme wie SEC oder FFF betrieben wer-
den. Ein MALS-Detektor kann iber die ab-
solute (d.h. ohne Standards arbeitende)
Bestimmung von Molekulargewichten hinaus
noch weitere wertvolle Informationen iber die
jeweilige Probe liefern. So erhalt man bei-
spielsweise Daten Uber das herrschende
stdchiometrische Verhaltnis zwischen Protei-
nen und ihren Konjugaten. Ab einer GréRe
von etwa 10 nm I&sst sich auch der Radius
von Molekiilen, der so genannte Gyrationsra-
dius Rg, mit MALS bestimmen, auBerdem die
Partikeldichte bei Aggregatpartikeln, um nur
einige Parameter zu nennen.
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Strukturaufklarung bei Aggregatpartikeln

Mochte man einen Molekilradius unter 10
nm bestimmen, kann man zusatzlich zu einer
anderen Art der Lichtstreuungsmessung
greifen, der Dynamischen Lichtstreuung,
DLS. Diese kann, ahnlich wie MALS, nach
der Probentrennung angeschlossen werden
und misst einen weiteren Molekilradius, den
hydrodynamischen Radius Rh. Im Falle der
Proteincharakterisierung liefert die Kombina-
tion aus den Daten von MALS und DLS
wertvolle Einsichten in die molekulare Kon-
formation und kann berdies Aussagen zum
Faltungszustand des Molekils ermdglichen.
Hat man es mit gréBeren Spezies zu tun,
gewinnt man mithilfe des Quotienten aus Rg
und Rh einen Einblick in Form und Gestalt
des betreffenden Partikels. Auch die Vertei-
lung der Massen in seinem Inneren kann
man damit analysieren und so beispielsweise
nicht-invasiv eine Unterscheidung zwischen
geflllten und leeren Transportpartikeln wie
etwa Liposomen treffen. An dieser Stelle
muss angemerkt werden, dass sowohl bei
SEC als auch bei FFF die Proben wahrend
der Trennung in signifikantem Umfang
verdinnt werden. Dieser Umstand kann sich
in unvorhersehbarer Weise auf das Ergebnis
der Analytik auswirken, indem sich zum
Beispiel das Gleichgewicht reversibel asso-
ziierter Proteinaggregate verschiebt. Um
solche Effekte auszuschlieBen, flihrt man in
einigen Fallen eine Batch-Messung ohne
vorherige Separation durch. So kann diese
Art der Messung in der Tat eine wichtige
Option darstellen, wenn es darum geht,
Aggregation als einen Effekt aus dem Zu-
sammenspiel verschiedener Parameter wie
etwa  Konzentration,  Pufferzusammen-
setzung, Temperatur und Zeit zu betrachten.
Fur eine DLS-Messung bendtigt man im
Gegensatz zu MALS auch nicht unbedingt
genaue Angaben zur verwendeten Konzen-
tration. Wenn man nun noch ins Kalkil zieht,
dass eine DLS-Messung in weniger als einer
Minute erledigt werden kann, so wird Klar,
welch  wertvolles Werkzeug Batch-DLS
beispielsweise fiir das Hochdurchsatz-Scree-
ning in Mikrotiterplatten ist, bei dem haufig
groBe Messreihen zur Bestimmung der
Stabilitdt von Proteinformulierungen durch-
geflihrt werden. Obgleich die Methode unge-
heuer empfindlich auch kleinste Mengen von
Aggregaten nachweisen kann, ist es um die
Auflésung  zwischen den verschiedenen
Spezies nicht ganz so gut bestellt. Will man
unterschiedliche Populationen von Aggrega-
ten klar differenzieren, sollten diese sich in
ihrem Radius mindestens um den Faktor vier
unterscheiden. Die Bildung von kleineren
Oligomeren kann daher nur mit anderen
Methoden festgestellt werden, etwa mit dem
Polydispersitatsindex. Eine wirkliche Ein-

schrénkung ist dies allerdings nicht, denn hier
kann eine Batch-Messung mittels MALS die
Liicke flllen. Zwar erhélt man auch daraus
einen Mittelwert der Parameter, aber MALS
ist um ein Vielfaches empfindlicher als DLS,
wenn es darum geht, Unterschiede zwischen
den Chargen nachzuweisen. Unter optimalen
Bedingungen kann diese Methode eine nur
einprozentige Differenz im durchschnittlichen
Molekulargewicht feststellen und damit
kleinste Unterschiede bezlglich der Art und
der Menge von Aggregaten in verschiedenen
Praparationen aufsplren. Arbeitet man mit
verschiedenen  Konzentrationen  eines
Proteins, so erlaubt es die MALS-Batchmes-
sung, Aussagen uber seine reversible
Selbstassoziation zu treffen oder auch das
Vorkommen und die Bildungsdynamik
unterschiedlicher ~ Oligomer-Spezies  Uber
einen groRen Konzentrationsbereich hinweg
in den Blick zu nehmen.

Zusammenfassung

Fir die Charakterisierung von biotherapeuti-
schen Préparaten und Formulierungen ste-
hen grundsétzlich zwei Arten der Lichtstreu-
ung zur Verfigung: die statische, SLS, und
die dynamische, DLS. Beide kann man zum
einen im Rahmen von Batch-Messungen
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anwenden, zum anderen erlauben diese
Methoden aber auch die Kopplung an ver-
schiedene hoch entwickelte Trenntechniken
wie etwa SEC/GPC oder Feldflussfraktionie-
rung (FFF). Gerade der Einsatz von Licht-
streuung im Anschluss an die Separation der
Komponenten in der Probe erméglicht auf-
schluss- und detailreiche Einblicke in den
Prozess der Bildung von Oligomeren und
Aggregaten.  Wenngleich die Auflésung
zwischen den Proteinspezies im Batch-Ver-
fahren begrenzt ist, eignet sich dieser Ansatz
doch sehr gut, in Hochdurchsatz-Untersu-
chungen zahlreiche verschiedene Formu-
lierungen auf ihr Lésungsverhalten hin zu
prifen und diejenigen Bedingungen aufzu-
spiren, unter denen es besonders stark zur
Aggregatbildung kommt. Auch zur detaillier-
ten Betrachtung der spezifischen und nicht-
spezifischen  Wechselwirkungen zwischen
Proteinen eignet sich die Lichtstreuung her-
vorragend. Als orthogonale Methode kann sie
in all diesen Fallen wertvolle Einsichten
liefern. In Kombination angewandt, steht mit
MALS und DLS ein zuverlassiger, universell
nutzbarer Werkzeugkasten fiir die umfas-
sende Charakterisierung von Aggregations-
phanomenen bei samtlichen Proteinprapara-
tionen bereit.

Die Trennung von Protein-Monomeren und Aggregaten kann entweder mittels GroRenausschluss-
Chromatographie (SEC) auf einer Saule erfolgen oder auch durch asymmetrisch Feldfluss-Fraktionierung

(AF4 oder FFF). Die online-Analyse

wird dann, je nach Fragestellung, mithilfe von Mehrwinkel-

Lichtstreuung (MALS), dynamischer Lichtstreuung (DLS), UV-Absorptionsmessung und differentieller
Refraktometrie (dRI) durchgefiihrt. Diese Abbildung zeigt eine optimale Geratekonfiguration, die eine
variable Nutzung der Trenntechniken mit den high-end Detektoren verbindet.
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