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Kontaminationen von Proteinlosungen stellen seit langer Zeit sowohl
fir die forschende als auch fiir die produzierende Industrie ein groBes
Problem dar. Das Augenmerk liegt hierbei besonders auf der Vermei-
dung von Verunreinigungen durch Bakterien, Mykoplasmen, Hefen oder
Pilzen. Fur Unternehmen, die Substanzen fiir therapeutische Anwen-
dungen entwickeln, stehen heute Endotoxine (Lipopolysaccharide, LPS)

im Vordergrund.

B Endotoxine sind biologisch aktive, struk-
turelle Bestandteile Gram-negativer Bakte-
rien und folglich untrennbar mit rekombi-
nant in Gram-negativen Bakterien expri-
mierten Proteinen verbunden. LPS-Verunrei-
nigungen konnen aber auch anderweitig, z. B.
durch verschmutztes Wasser, verschmutzte
Glas- oder Plastikwaren entstehen. Kontami-
nationen biologischer Losungen mit Endoto-
xinen flihren bei Stimulationsexperimenten
in Zellkulturen oder in Tiermodellstudien zu
Artefakten und Fehlinterpretationen. Dadurch
erlangt die Vermeidung bzw. Entfernung von
Endotoxinen in der heutigen Zeit immer gro-
Bere Bedeutung.

Endotoxin-Entfernung

Entfernung von Endotoxinen ist einer der
schwierigsten Prozesse in der Proteinreini-
gung. Viele auf dem Markt erhéltliche Pro-
dukte sind nicht imstande, LPS zufrieden stel-
lend zu entfernen oder erfordern zeitintensi-
ve und komplizierte Arbeitsschritte. Oft kann

eine ausreichende LPS-Entfernung nur mit
massivem Substratverlust erzielt werden. Die
Entfernung von LPS auf weniger als 1 ng/mg
(10 EU/mg) stellt daher eine besonders
anspruchsvolle Aufgabe dar. Nur Methoden
mit hochster LPS-Entfernungskapazitit, ver-
eint mit ausgezeichneter Wiederfindungsra-
te der Zielsubstanz, sind akzeptierbar und
fiihren zu den gewiinschten Ergebnissen. Um
diesen schwierigsten Anforderungen zu ent-
sprechen, hat die Profos AG eine Endotoxin-
falle fiir den lab scale- und pilot scale-Bereich
entwickelt: EndoTrap®.

Endotoxine und das Immunsystem

Endotoxine gehoren zu den Pyrogenen, d.h.
sie konnen bei Kontakt mit Schleimhéduten
und bei Ubertritt ins Blut bei Menschen und
Tieren Fieber erzeugen. LPS verursacht eine
sehr starke Stimulation verschiedener Zellen
des Immunsystems, wie beispielsweise von
Monozyten, Makrophagen, B-Zellen, poly-
morphen Kernzellen und endothelialen GefaB-

Tab. 1: Testung verschiedener Rohstofflieferanten (LPS-Gehalt vor und nach der Aufreinigung mit
EndoTrap® red).

Rohstoff- LPS- LPS-Gehalt nach LPS-Entfernungs-

lieferant Kontamination Polishing mit effizienz
[EU/mg] EndoTrap® red [EU/mg] [%]

A 723 13,61 98,12%

B 1038 0,26 99,97%

© 257 0,29 99,89%

D 342 0,45 99,87%

zellen. Die Immunogenitit von LPS ist dabei
auf die Polysaccharidkomponente, die Toxi-
zitat, welche stark konzentrations- und zeit-
abhiingig istl!l auf Lipid A zuriickzufiihren.

Asthma-Modell

,Ein Viertel der Deutschen leidet unter aller-
gischem Asthma, unter Heuschnupfen, Neu-
rodermitis oder anderen Allergien“/?l. Maus-
modelle eignen sich besonders gut fiir die
Aufklarung der Pathomechanismen des aller-
gischen Asthmas, da ihre Atemwege denen
des Menschen sehr @hnlich sind. Fiir die Asth-
mainduktion werden Mause mit Ovalbumin,
einem etablierten Modellallergen, sensibili-
siert. Nach wenigen Wochen werden die Mau-
se inhalativ mit den zu untersuchenden Aller-
genen provoziert und die Lungenfunktion zur
Erfassung der Asthmareaktion untersucht.
Daran anschlieBend wird die Atemwegsreak-
tion gemessen und einige Stunden spéter die
einsetzende Atemwegsverdnderung (Spatre-
aktion) analysiert. Nach ein bis zwei Tagen
kann schlieBlich die bronchiale Uberemp-
findlichkeit (Hyperreaktivitdt) der Atemwe-
ge erfasst werdenl3l.

LPS-Kontaminationen bei Ovalbumin

Kommerziell erhéltliches Ovalbumin ist stark
mit LPS kontaminiert, sodass es bei der Ver-
wendung als Modellallergen zu einer Akti-
vierung von endothelialen Zellen fiihrt. Die-
ses wurde von Watanabe und Kollegen 20034
ausfiihrlich beschrieben. Dagegen hat endo-
toxinfreies Ovalbumin keine aktivierende
Wirkung mehr. Es ist effektiver und fiihrt zu
einer starkeren Stimulation der IgE-Produk-
tion und respiratorischen Dysfunktion im
murinen AHR(airway hyperresponsiveness)-
Modell. Es konnte weiter gezeigt werden, dass
die Anti-Ovalbumin-Antikorperproduktion
bei LPS-verunreinigtem Ovalbumin im Ver-
gleich zu endotoxinfreiem Ovalbumin unter-
driickt war. Von Watanabe und Kollegen!*
wurde gefolgert, dass mit LPS kontaminiertes
Ovalbumin einen Toleranzzustand im AHR-
Mausmodell erzeugt. Da Menschen durch
organische Staube Antigene und Endotoxine
aufnehmen, reflektieren die Mausmodelle,
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Ahreicherung von Salmonella minnesota mit
EndoTrap red aus Ovalbumin
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A Abb. 1: Abreicherung von Salmonella minnesota-LPS aus Ovalbumin mit EndoTrap® red:
EndoGrade™ Ovalbumin (< 1 EU/mg) geldst in EndoTrap® Low Salt Equilibration Buffer, mit einer
Konzentration von 1 mg/ml wurde mit Re-LPS (LPS von S. minnesota R595 (Re); Alexis Corpora-
tion) auf ca. 3.000 EU/mg (= Arbeitslésung) angereichert. Das Auftragsvolumen betrug 1 ml. Es
wurden zur Aufreinigung 1 ml EndoTrap® red-Séulen nach Protokoll des Herstellers verwendet.
Die Endotoxin-Konzentration wurde mit einem kinetisch-chromogenen LAL-Test bestimmt. Die
Proteinkonzentration wurde mittels Absorption bei 280 nm berechnet. Die Grafik zeigt die Mittel-
werte aus drei Versuchen (bzw. drei verschiedene EndoTrap®-Séulen). Es konnte eine Endotoxin-
entfernung von jeweils vier Log-Stufen erreicht werden.

bei denen mit LPS-verunreinigtem Ovalbu-
min gearbeitet wurde, zum Teil die klinische
Situation - sie beriicksichtigen aber nicht die
alleinige Wirkung des Proteinantigens auf die
Physiologiel*.

Des Weiteren wurde von Watanabe und Kol-
legen!* gezeigt, dass unterschiedlichste Endo-
toxin-Entfernungsmethoden (endotoxin-affi-
nity resin END-X®, polymyxin B beads, Extrac-
ti-Gel®D detergentremoving gel) nicht geeig-
net sind, die LPS-Kontamination, die von Sal-
monella minnesota herriihrt, aus einer Oval-
buminlésung zu entfernen!®!,

Profos hat im Rahmen der biotechnologi-
schen Produktion von endotoxinfreiem Oval-
bumin verschiedene Rohstofflieferanten
getestet. Alle diese Ovalbumin-Praperationen
(> 98 % Reinheit) waren mit LPS verunrei-
nigt. Die LPS-Kontaminationen reichten von
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tiber 1.000 bis 250 EU/mg (Tab. 1) und wur-
den mit einem kinetisch-chromogenen LAL-
Assay bestimmt. Die Ovalbumin-Konzentra-
tion lag jeweils bei 10 mg/ml.

Die Produktqualitdt wurde zudem u. a. auf
einem SDS-Gel iiberpriift. Dabei zeigte sich,
dass der Rohstoff von Lieferant A die schlech-
teste Qualitét hatte (mehrere Banden im SDS-
Gel). Der Versuch machte damit auch deut-
lich, dass die LPS-Entfernungseffizienz von
EndoTrap® vom generellen Reinheitsgrad des
Rohstoffs abhdngig ist.

Allgemein kann man sagen, dass die
Anzahl der bis zur gewiinschten Restkonta-
mination notwendigen Reinigungsschritte von
den biophysikalischen und biochemischen
Eigenschaften der Proben abhdngt. Parameter
wie pH-Wert, lonenstarke, Temperatur, Kon-
taktzeit etc. konnen jedoch bei jeder Anwen-

dung optimiert werden, sodass eine maxi-
male LPS-Entfernung mit minimalem Pro-
duktverlust erreicht werden kann.

Zudem konnte gezeigt werden, dass die
patentierte Endotoxin-Entfernungstechnolo-
gie EndoTrap® auch geeignet ist, LPS-Verun-
reinigungen, die von Salmonella minnesota
stammen, aus Ovalbuminldsungen zu ent-
fernen (Abb. 1). |

Endotoxinfreies Ovalbumin wird mittler-
weile von Profos in Form von EndoGrade™
Ovalbumin (Endotoxinkonzentration < 1 EU/
mg) angeboten. Ndhere Informationen dazu
finden Sie auf www.endograde.de
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