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Aanvullende methoden naast gelpermeatiechromatografie voor
bepaling van aggregaten in therapeutische eiwitproducten

Suzanne Vink-Hermeling

Hoeveelheid, grootte en type van aggregaten in therapeutische
eiwitproducten verdienen bijzondere aandacht van producenten en
autoriteiten. Het zijn belangrijke kwaliteitsaspecten omdat aggrega-
ten allerlei bijwerkingen kunnen geven, van irritatie op de injectie-
plaats tot immunogeniteit. Aggregaten van eiwitmoleculen worden
gezien als afbraakproducten en kunnen variéren in grootte (van
dimeren tot zichtbare deeltjes) en type (chemisch of fysisch
gebonden). Aggregatie kan optreden bij iedere stap van het
productieproces, en ook tijdens vervoer en bewaring en zelfs bij
toediening aan de patiént.

Al kunnen bijwerkingen door aggregaten niet voorspeld worden,
hun hoeveelheid, grootte en type zijn daarbij wel van invloed. Het is
dan ook belangrijk ze goed te karakteriseren en te kwantificeren. In
de biotechnologische industrie is momenteel gelpermeatiechroma-
tografie (GPC) de belangrijkste methode hiervoor. Hoewel GPC
belangrijke voordelen heeft, kunnen toch inaccurate resultaten
voorkomen, bijvoorbeeld door adsorptie aan kolommateriaal,
verdunning van het monster, inductie van aggregaten door (schuif)-
spanningen, enzovoort. Hierdoor kunnen belangrijke verschillen in
aggregatiepatronen tijdens procesontwikkeling en opschaling
onopgemerkt blijven en bestaat de kans dat patiénten die de
handelsproducten toegediend krijgen, aan een ander aggregatie-
patroon worden blootgesteld dan de patiénten in de klinische
studies.

Om zeker te zijn dat GPC accurate resultaten geeft, is daarnaast
altijd een aanvullende methode nodig. Veel biotechnologische
bedrijven gebruiken de analytische ultracentrifuge (AUC) voor de
optimalisatie van de GPC. Een belangrijk voordeel van de AUC is dat
er geen monstervoorbewerking nodig is: het eiwitproduct wordt
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onverdund in een centrifugebuisje gestopt. Een groot nadeel is dat
ervaren analisten nodig zijn om de gegevens te interpreteren. Andere
methoden die wel gebruikt worden zijn flow field flow fractionation
(FFFF) of lichtverstrooiing. Beide worden echter niet routinematig
gebruikt voor controle van GPC.

Verder is van groot belang dat de massabalans van op het GPC-
systeem geinjecteerd eiwit gecontroleerd wordt. Bij monsters die
spanning hebben doorstaan, moet getest worden of de gebruikte
GPC-methode de monsters adequaat analyseert. Er moeten nieuwe
kolommaterialen ontwikkeld worden om adsorptie van eiwit aan de
kolom te verminderen. Het zou de ontwikkeling van nieuwe
methoden ten goede komen als er een standaard zou zijn met
bekende aggregaatconcentratie en aggregaatgrootte.

Verder geven de auteurs aan dat het belangrijk is dat de industrie
gegevens publiceert over de ontwikkeling van nieuwe methoden,
inclusief een database met negatieve resultaten, zodat het wiel niet
door iedereen uitgevonden hoeft te worden. Maar zelfs als de

AUC- en FFFF-methoden geoptimaliseerd worden, is de kans klein
dat ze de GPC zullen verslaan als routinetest voor vrijgifte in de
industrie.

Tot slot is het belang evident van goede communicatie tussen
academici, industrie en autoriteiten om een best practice te
ontwikkelen voor analyse van eitwitaggregaten.
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