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BIOTECHNOLOGIE IN DER PHARMAINDUSTRIE

Unterschiede zwischen klassischer
Analytik und Bioanalytik

Der Biotechnologie-Trend der Pharmaindustrie ist weiter ungebrochen. Biologische Wirkstoffe sind im Gegensatz zu den
klassischen chemischen Arzneimittelwirkstoffen meist komplexe, hochmolekulare Strukturen wie Proteine oder
Oligonukleotide. Entsprechend sind die Analysemethoden zur Identifizierung, Quantifizierung und Charakterisierung von
Biomolekulen deutlich verschieden von der klassischen Analytik relativ kleiner organischer Verbindungen.

MARTIN KNAUF*

D er Einsatz der Biotechnologie bei der
Entwicklung neuer Medikamente ist

nicht mehr wegzudenken. Dies gilt nicht
nur fiir biologische Wirkstoffe. Auch bei der
Erforschung und Entwicklung chemischer
Prdparate werden gentechnische Verfahren
zu irgendeinem Zeitpunkt eingesetzt. Der
Verkauf von Medikamenten aus biotechno-
logischer Herstellung war 2011 in der
Schweiz zirka achtmal hoéher als noch vor
zehn Jahren. Diese Medikamente helfen
heute, Krankheiten wie zum Beispiel Krebs,
Multiple Sklerose oder Diabetes erfolgreich
zu behandeln. Aber auch wer gesund ist,
hat sehr wahrscheinlich bereits einmal ein
Biopharmazeutikum genutzt. Denn zu die-
sen zdhlen auch Impfstoffe, wie sie schon
bei Sduglingen und Kleinkindern zur Grund-
immunisierung angewendet werden.

Herstellung von Biomolekiilen

Die Herstellung von biologischen Wirkstof-
fen geschieht heute fast ausschliesslich
durch Anwendung gentechnischer Metho-
den. Produziert werden Proteine (inklusive
monoklonaler Antikorper) und Nukleinsdu-
ren (DNA, RNA wie Antisense-RNA, sowie
Antisense-Oligonukleotide). Proteine wer-
den heute in technisch hoch entwickelten
Bioreaktoren mithilfe von tierischen oder
pflanzlichen Organismen hergestellt. Dies
konnen Mikroorganismen (z.B. rekombi-
nante Escherichia coli oder Hefekulturen),
Zelllinien von Sadugetieren sowie von Pflan-
zen sein. Dabei wird die fiir das gewiinschte
Produkt codierende DNA mithilfe eines
Plasmids oder viralen Vektors in den Mikro-
organismus oder die Zelllinie eingefiihrt.
Die DNA wird exprimiert und das ge-
wiinschte Produkt wird dann durch Extrak-
tion und Reinigung gewonnen.

Alle so hergestellten therapeutischen Pro-
dukte miissen in Europa der Monografie
«DNA-rekombinationstechnisch hergestellte

Bioanalytische Methoden nehmen im Angebot moderner Dienstleistungslaboratorien einen zunehmend grossen
Stellenwert ein. (Bild: UFAG)
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Produkte» des Europdischen Arzneibuches
gentigen. Aus der Monografie ergibt sich,
dass das biotechnologisch erzeugte Produkt
durch den gesamten Herstellungsprozess
charakterisiert sein muss. Nicht nur die Fra-
ge nach der chemischen Identitdt und Rein-
heit ist entscheidend, sondern auch die Defi-
nition des biologischen Produktionssystems
ist relevant fiir die Identitdt des therapeuti-
schen Proteins. Die Analysemethoden zur
Identifizierung, Quantifizierung und Charak-
terisierung von Biomolekiilen sind deutlich
verschieden von denen der klassischen Ana-
lytik relativ kleiner organischer Verbindun-
gen. Dies hat zu einem eigenen Zweig in der
Analytik gefiihrt, der Bioanalytik.

Besonderheit von Biomolekiilen

Proteine und Peptide bestehen aus Ketten
von Aminosduren, die iiber Peptidbindun-
gen miteinander verkniipft sind. Die Se-
quenz der Aminosduren legt die sogenannte
Primdrstruktur fest. Reguldre Strukturele-
mente innerhalb einer Polypeptidkette wie
a-Helix und B-Faltblatt bilden die Sekundar-

struktur, wahrend die komplette dreidimen-
sionale Struktur der Gesamtkette die Terti-
drstruktur darstellt. Besteht ein Protein aus
mehreren Polypeptidketten, die miteinander
z.B. iiber Disulfid-Briicken verkniipft sind,
spricht man von der Quartdrstruktur. Auch
nicht-peptische Komponenten wie Metalle,
Lipid- oder Kohlenhydrat-Bausteine konnen
zu dieser beitragen.

Die dreidimensionale Struktur eines aktiven
Proteins ist genau definiert und essentiell
fiir dessen Funktion. Sie ist nur innerhalb
eines definierten Bereichs von chemischen
und physikalischen Parametern thermody-
namisch stabil. Anderungen von Tempera-
tur, pH-Wert oder Ionenstdarke konnen ein
Protein denaturieren. Das Protein verliert
dann seine Aktivitit. Die Denaturierung
kann permanent oder reversibel sein.

Die dreidimensionale Struktur von DNA und
RNA ist wie bei den Proteinen ebenfalls nur
innerhalb definierter physikalischer und che-
mischer Grenzen stabil. Anderungen kénnen
auch hier zu einer reversiblen oder perma-
nenten Denaturierung fiihren. Die Struktur,

Grosse und die «Empfindlichkeit» von Bio-
molekiilen sind somit der Grund, dass klassi-
sche analytische Methoden nicht oder nur
bedingt zur Analyse anwendbar sind.

Analytik von Biomolekiilen

Die analytische Chemie hat verschiedene

Fragestellungen zu I6sen. Man konnte diese

grob in vier Kategorien unterteilen:

m Qualitative Analyse einer Mischung von
Verbindungen (qualitative Zusammenset-
zung, Nachweis, Reinheit)

m Qualitative Analyse einer reinen Verbin-
dung (Identifikation)

® Quantitative Analyse einer bestimmten
Verbindung in einer Mischung (selektive
Quantifizierung, Gehalt, Reinheit)

m Strukturaufkldrung einer reinen Verbin-
dung (Bestimmung der Konstitution, Kon-
figuration, Konformation)

Eine Vielzahl von analytischen Methoden in

der Kklassischen Analytik erledigen diese

Aufgaben. Zur qualitativen und quantitati-

ven Analytik von Mischungen werden heute

standardmadssig chromatographische Metho-
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Analytische Aufgabe Klassische Analytik Bioanalytik Bioanalytik
Kleine Molekiile DNA/RNA Proteine
Qualitative Analyse einer Mischung  Gas-Chromatographie (GC) Kapillar-Elektrophorese MALDI-TOF-MS

von Verbindungen Fliissigchromatographie

(HPLC, UPLO)

Qualitative Analyse einer reinen Massenspekirometrie
Verbindung NMR

Quantitative Analyse Gas-Chromatographie (GC)
einer bestimmen Fllissigchromatographie
Verbindung in einer Mischung (HPLC, UPLC)

chemisch
Strukturaufklarung NMR
einer reinen Massenspekirometrie
Verbindung Infrarot-Spektroskopie

Réntgenkristallographie

Gel-Elektrophorese
2D-Gel-Elektrophorese

PCR
DNA Arrays

Kapillar-Elektrophorese
Real-Time PCR

DNA Array

Biosensor
DNA-Sequenzierung
NMR
Réntgenkristallographie
Elektronenmikroskopie

Gel-Elektrophorese

Isoelektrische Fokussierung (IEF)

2D-Gel-Elektrophorese

Aminosaurezusammensetzung

Tryptischer Verdau mit anschliessender Gel-Elektrophorese
MALDI-TOF-MS

ESI-MS

Bioassay (z.B. ELISA, RIA)

Biosensor

Aminosdure-Sequenzierung
NMR
Réntgenkristallographie
Elektronenmikroskopie

Tabelle 1: Exemplarischer Vergleich der typischen Methoden der klassischen Analytik mit denen der Bioanalytik

den wie Gas- und Fliissigchromatographie
mit unterschiedlichen Detektoren einge-
setzt. Zur Identifikation und Strukturaufkla-
rung von reinen Substanzen werden meist
spektroskopische Methoden wie NMR, MS,
IR, UV und Rontgenkristallographie ange-
wendet. Bei biologischen Molekiilen geraten
diese Methoden wegen des hohen Moleku-
largewichts und der bedingten Stabilitdt an
ihre Grenzen. Methoden, die diese Umstdn-
de beriicksichtigten, wurden in den letzten
Jahrzehnten entwickelt und verbessert. Al-
len voran die elektrophoretischen Metho-
den. Die ein- und zweidimensionale Gel-
elektrophorese mit und ohne Denaturie-
rung, die Kapillar-Elektrophorese, die iso-
elektrische Fokussierung sowie die damit
verbundenen Blotting-Techniken sind heute
Standard.

Proteine sowie DNA und RNA bestehen aus
einer grossen Zahl von Monomeren, die
miteinander verkniipft sind. Von daher ist
die Bestimmung der Sequenz ein neuer Pa-
rameter, der fiir die Charakterisierung eines
Biomolekiils enorm wichtig ist. Methoden
hierfiir wurden entwickelt und soweit opti-
miert, dass heute Laborgerdte diese Analy-

sen automatisch im «High-Throughput» aus-
fiihren. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber
die analytischen Fragestellungen und einen
Vergleich der haufig verwendeten Metho-
den in der klassischen Analytik und der Bio-
analytik. Die Liste ist nicht vollstandig,
macht aber den Unterschied deutlich.

Um den gesetzlichen Anforderungen zu ent-
sprechen, dass ein biotechnologisches Pro-
dukt wahrend des gesamten Herstellprozes-
ses charakterisiert und kontrolliert werden
muss, haben Hersteller von Biopharmazeu-
tika entsprechende bioanalytische Fachab-
teilungen etabliert. Zudem haben sich in
den vergangenen Jahren auf Bioanalytik
spezialisierte Labors entwickelt und bieten
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ihre Dienstleistungen an. Die Tatsache, dass
biologische Wirkstoffe und Praparate heute
und in Zukunft zum Standard in der Medi-
zin zdhlen, fiihrt dazu, dass immer mehr
«Kklassische» analytische Dienstleistungsla-
boratorien bioanalytische Methoden und
Verfahren in ihr Portfolio aufnehmen.

UFAG bietet Bioanalytik an

Die UFAG LABORATORIEN haben bioana-
lytische Methoden fiir Proteine etabliert.
Zum Portfolio zdhlen u.a. elektrophoreti-
sche Methoden wie SDS-PAGE, IEF und
2D-Kombinationen davon, Blotting-Techni-
ken sowie die Bestimmung der Aminosdure-
zusammensetzung. Mit der ndtigen Infra-
struktur und Know-how werden Beratung
und Analytik angeboten. |
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