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 Einleitung und Zielstellung 1

Antikörperbasierte Therapeutika haben sich seit Mitte der neunziger Jahre des vorherigen 

Jahrhunderts als hochpotente Arzneimittel bewährt. Neben der Krebstherapie werden diese 

Therapeutika auch bei der Behandlung von verschiedenen Infektions- und Entzündungs-

krankheiten eingesetzt. In Folge der modularen Struktur von Antikörpern und in Abhängigkeit 

der Indikation werden neben den vollen Antikörpern auch Antikörperfragmente wie Fab 

Fragmente, „single-chain“ Domänenantikörper oder konjugierte Moleküle zur Behandlung 

von Krankheiten angewendet [1]. Hierbei beeinflussen diese Moleküle aufgrund ihrer hohen 

Spezifität und in Abhängigkeit von der Modifikation u. a. die Signalübertragung in Zellen, 

modulieren Immunreaktionen oder wirken zytotoxisch [2]. 

Grundvoraussetzung für die Zulassung eines antikörperbasierten Therapeutikums ist eine 

ausreichende Stabilität der Moleküle während verschiedener Transport- und Lagerungszei-

ten und der damit verbundene Erhalt der biologischen Aktivität [3]. Wie auch andere protein-

basierte Wirkstoffe unterliegen Antikörper und Antikörperderivate sowohl chemischen als 

auch physikalischen Degradationsmechanismen [4]. Dies kann zum einen Einfluss auf die 

Wirksamkeit des Therapeutikums haben, zum anderen können instabile Moleküle im Patien-

tenorganismus immunogen wirken und somit eine unerwünschte bzw. unvorhersehbare Im-

munantwort auslösen [5, 6]. 

Bis zum heutigen Zeitpunkt sind viele der möglichen Abbau- und Instabilisierungsreaktionen 

nicht vollständig aufgeklärt und charakterisiert. Daher stellt die Stabilisierung der proteinba-

sierten Therapeutika nach wie vor eine große Herausforderung dar [7]. Eine der wirkungs-

vollsten Möglichkeiten zur Stabilisierung der Moleküle bietet die Modifikation der Formulie-

rung. Das Hauptziel der Entwicklung von Formulierungen besteht in der Identifizierung einer 

geeigneten Proteinumgebung, die Stabilität und Aktivität der Proteinmoleküle auch nach ver-

schiedenen Lagerungs- und Transportprozessen gewährleistet [8]. Für eine erfolgreiche 

Formulierungsentwicklung ist es daher besonders von Bedeutung, Verständnis für den Zu-

sammenhang von Degradationsmechanismen und Formulierungszusätzen zu erlangen. 

Das Ziel dieser Arbeit liegt daher in der Entwicklung und Etablierung einer analytischen Platt-

form für verschiedene antikörperbasierte Therapeutika zur Charakterisierung unterschiedli-

cher Aggregations- und Umfaltungsprozesse. Aufgrund der komplexen Struktur von Protei-

nen und diverser Abbauwege kann eine Stabilitätsaussage nur unter Einsatz unterschiedli-

cher analytischer Techniken getroffen werden [3]. Darüber hinaus sollten exogen beeinfluss-
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te Faltungs- und Aggregationsphänomene in Abhängigkeit von der Antikörpermodifikation 

mechanistisch in einen Zusammenhang gebracht werden. Abschließend sollte die in dieser 

Arbeit entwickelte Methodenplattform als Möglichkeit für eine Komplettierung der bisherigen 

Formulierungsentwicklung diskutiert werden. 
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 Theoretische Grundlagen 2

Ausgangspunkt einer effizienten Entwicklung von stabilisierenden Formulierungen für anti-

körperbasierte Wirkstoffe ist ein detailliertes Verständnis des strukturellen Aufbaus der Prote-

ine bzw. die genaue Kenntnis über deren chemisches und physikalisches Verhalten. Im Fol-

genden soll daher auf die hierzu nötigen Grundlagen eingegangen werden. Weiterhin wer-

den verschiedene Ansatzmöglichkeiten für eine Stabilisierung von antikörperbasierten Wirk-

stoffen dargestellt. 

 

2.1 Monoklonale Antikörper in der Pharmazie 

Ende des neunzehnten Jahrhunderts wurden Antikörper erstmals von Paul Ehrlich als Mole-

küle beschrieben, die spezifisch unterschiedliche Arten von Keimen und Tumorzellen im Or-

ganismus aufspüren und abtöten können. 1976 publizierten Köhler und Milstein erstmals 

eine Methode zur Herstellung monoklonaler Antikörper, welche als Basis für die Entwicklung 

von Antikörpern als biologisch/medizinische Produkte bezeichnet werden kann [9]. Auf 

Grundlage dieser Entdeckungen wurde im Jahre 1997 der erste therapeutische Antikörper 

von der amerikanischen „Food and drug administration“ (FDA) zugelassen [10]. 

In den letzten Jahren wurden verschiedene antikörperbasierte Therapeutika von den Arz-

neimittelbehörden zugelassen, da sie sich als hochpotente Arzneimittel herausstellten. Ne-

ben der Krebstherapie werden antikörperbasierte Therapeutika auch bei der Behandlung von 

verschiedenen Infektions- und Entzündungskrankheiten eingesetzt [1]. Um die Einsatzmög-

lichkeiten der Moleküle zu erweitern, werden neben den nackten Antikörpern unter anderem 

auch chemisch konjugierte Antikörper und Antikörperfragmente verwendet [11]. So werden, 

um gezielt Zellen abzutöten, verschiedene zytotoxische Arzneimittel, Toxine, Zytokine und 

Radionuklide an Antikörper gebunden [10, 12]. Beschränkt werden die Einsatzmöglichkeiten 

voller Antikörper durch ihre hohe Sensibilität gegenüber chemischen bzw. physikalischen 

Einflüssen sowie ihre Molekülgröße von ca. 150 kDa. Diese Sensibilität der Antikörper führt 

gegenüber exogenen Bedingungen zu einem erhöhten Anspruch an die Qualitätssicherung 

während Herstellung, Transport und Lagerung, was mit hohen Entwicklungskosten verbun-

den ist [13]. 

Mit der Entwicklung von Antikörperfragmenten konnten die Einsatzmöglichkeiten von biologi-

schen Molekülen deutlich erweitert werden. In Abhängigkeit ihrer Struktur werden Fragmente 
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ohne ihre konstanten Domänen in Fab-Antikörper („Fragment antigen binding“), „single chain 

variable fragments“ (scFvs) und Domänenantikörper (dAbs) eingeteilt. Aufgrund der im Ver-

gleich zum vollen Antikörper deutlich geringeren Molekülgröße von 60 - 100 kDa weisen An-

tikörperfragmente eine erhöhte Tumorpenetration auf. So können möglicherweise auch Ziel-

moleküle erreicht werden, die bisher nicht zugänglich sind [1, 13]. Der bispezifische Antikör-

per wirkt als Mediator zwischen einem Effektor und einem Target. Durch die spezifische und 

hoch affine Bindung des Moleküls an Antigene können u. a. Effektorzellen wie zytotoxische 

T-Lymphozyten oder natürliche Killerzellen rekrutiert werden und zum Zelltod der antigentra-

genden Zielzelle führen [10, 14]. Ein anderes Therapiekonzept wird durch den Einsatz von 

Fab Fragmenten verfolgt. Die etwa 50 kDa großen Fragmente dienen in der Pharmazie häu-

fig zum Binden von verschiedenen Substanzen wie z. B. Toxinen und verhindern somit die 

schädliche Wirkung der Moleküle auf den Organismus [15, 16]. 

Neben den variablen Einsatzmöglichkeiten verspricht die geringere Molekülgröße von Anti-

körperfragmenten weiterhin eine Steigerung der Stabilität gegenüber Abbauprozessen wäh-

rend der Herstellungs-, Transport- und Lagerungsprozesse [1, 13]. 

 

2.2 Struktureller Aufbau von monoklonalen Antikörpern 

Aufgrund von strukturellen Unterschieden lässt sich die Gruppe der Immunglobuline (Ig) bzw. 

Antikörper in fünf verschiedene Klassen - IgA, IgD, IgE, IgG und IgM - einteilen, wobei es 

sich bei den meisten der von der FDA zugelassenen Molekülen um IgG-Moleküle handelt 

[17]. Da in dieser Arbeit der Einfluss von exogenen Faktoren auf das IgG-Molekül bzw. 

Fragmente untersucht werden soll, wird im folgenden Abschnitt ausschließlich auf die struk-

turelle Beschaffenheit dieser Antikörperklasse eingegangen. 

Das Y-förmige Antikörpermolekül gliedert sich in jeweils zwei identische Polypeptidketten, 

zwei schwere Ketten (H) und zwei leichte Kette (L), welche über Disulfidbrücken miteinander 

verbunden sind (Abbildung 2.1). In Abhängigkeit von der Anzahl bzw. Lage der Disulfidbrü-

ckenbindungen zwischen den schweren und leichten Ketten können IgG-Moleküle weiterhin 

in die Subklassen IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4 eingeteilt werden [7]. Sowohl die IgG1 Klasse 

als auch die IgG4-Klasse weisen zwei Disulfidbrückenbindungen zwischen den schweren 

Ketten auf. IgG2- und IgG3-Moleküle hingegen zeichnen sich durch vier bzw. elf Disulfidbrü-

ckenbindungen zwischen den beiden schweren Ketten aus. Zusätzlich zu den Disulfidbrü-

ckenbindungen zwischen verschiedenen Ketten existieren im gesamten Molekül zwölf Disul-

fidbrückenbindungen innerhalb der jeweiligen Ketten, deren Aufbau in jeder Subklasse iden-

tisch ist [17]. In der Vergangenheit wurde angenommen, dass alle Sulfhydryl-Gruppen in An-
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tikörpermolekülen über Disulfidbrückenbindungen miteinander verknüpft sind. Detaillierte 

Untersuchungen zeigten jedoch, dass ein geringer Teil der Sulfhydryl-Gruppen ungebunden 

und damit frei im Antikörpermolekül vorliegt [7]. 

Die funktionelle Strukturierung wird bei allen Antikörpern nach der variablen (V) und der kon-

stanten (C) Region vorgenommen. Die 

beiden oberen Schenkel des Antikörpers, 

auch Fab genannt, beinhalten den variab-

len Bereich des Moleküls und stellen die 

Region für die spezifische Antigenbin-

dung dar. Die unteren konstanten Regio-

nen, im Gesamten auch Fc bezeichnet, 

interagieren hingegen mit Effektorzellen 

oder verschiedenen Molekülen [1]. 

Wie bereits erwähnt bestehen die schwe-

ren und leichten Ketten aus einzelnen 

Domänen, die große Ähnlichkeiten in 

ihrer Sekundärstruktur aufweisen. Den-

noch zeigen sich auch strukturelle Unter-

schiede im Aufbau von variabler und kon-

stanter Domäne. Jede einzelne Domäne 

besteht aus zwei β-Faltblättern, die aus 

gestapelten β-Strängen der Polypep-

tidkette aufgebaut sind. Beide Faltblätter 

sind über Disulfidbrückenbindungen verbunden und falten sich zu einer zylinderartigen Form, 

die Immunglobulinfaltung genannt wird. Unterschiede zwischen der variablen und konstanten 

Domäne zeigen sich in der Größe. Ändert sich der Verlauf der aus β-Strängen aufgebauten 

Polypeptidkette, so formen sich flexible Schleifen. Da die variable Domäne größer ist als die 

konstante Domäne, besitzt diese eine zusätzliche Schleife [18]. 

Der neben dem vollen IgG-Molekül und Fab Fragment in dieser Arbeit eingesetzte bispezifi-

sche Antikörper zeigt im Vergleich zum ursprünglichen Antikörper eine grundlegend verän-

derte Struktur. Hier werden zwei verschiedene scFv, die aus der VH und der VL Domäne 

eines vollen IgG-Moleküls bestehen, miteinander fusioniert. So können diese Moleküle spezi-

fisch für den gewünschten Einsatz entwickelt und modifiziert werden [10, 14]. 

 

Abbildung 2.1: Molekulare Struktur eines IgG-
Antikörpers. 

Antikörper bestehend aus zwei identischen schweren 
Ketten (“heavy chain“, H) und zwei identischen leich-
ten Ketten (“light chain“, L), die über Disulfidbrücken 
miteinander verbunden sind. VH, variable schwere 
Region; CH, konstante schwere Region; VL, variable 
leichte Region; CL, konstante leichte Region; CDR 
(“Complementarity Determining Region“, Bindung an 
Antigen) (modifiziert nach [104]). 
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2.3 Betrachtung der physikalischen und chemischen Stabi-

lität von antikörperbasierten Molekülen 

Aufgrund des komplexen Aufbaus der Antikörpermoleküle unterliegen diese verschiedenen 

Degradationsmechanismen. Grundsätzlich lassen sich diese Degradationen in chemische 

und physikalische Abbauwege untergliedern (siehe Tabelle 2.1). 

 

Tabelle 2.1: Mögliche chemische und physikalische Degradationswege von antikörperbasierten 
Therapeutika (modifiziert nach [19]). 

Chemische Degradation Physikalische Degradation 

• Oxidation • Denaturierung 

• Deamidierung • Aggregation bzw. Präzipitation 

• Hydrolyse • Adsorption 

• β-Elimination  

• Veränderung der Disulfidbrückenbindungen  

• Isomerisation  

 

Alle chemischen Abbauwege betreffen die Veränderungen der Primärstruktur, die die Zu-

sammensetzung des Proteins aus verschiedenen Aminosäuren beschreibt. Diese Degradati-

onswege werden als Veränderungen innerhalb des Proteins verstanden, die zur Entstehung 

oder zum Verlust von kovalenten Bindungen führen. Die physikalische Degradation geht hin-

gegen mit einer Konformationsänderung des Proteins einher. Generell können chemische 

und physikalische Degradationen nicht strikt voneinander separiert werden, da diese parallel 

auftreten bzw. sich gegenseitig begünstigen können [3, 19, 20, 21]. 

Für einen erfolgreichen Formulierungsprozess und der resultierenden Stabilisierung der anti-

körperbasierten Therapeutika ist ein genaues Verständnis des Ablaufs der chemischen und 

physikalischen Abbauwege unerlässlich [20]. In den folgenden Abschnitten wird daher detail-

liert auf die in Tabelle 2.1 dargestellten Degradationswege eingegangen. 

 

2.3.1 Chemische Degradation 

Wie bereits oben beschrieben, handelt es sich bei der chemischen Degradation um Verände-

rungen von kovalenten Bindungen im Proteinmolekül. Hier sind besonders die Aminosäuren 
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des Moleküls betroffen, die lösungsmittelexponiert vorliegen [3]. Da in dieser Arbeit einzig 

der chemische Abbauweg im Zusammenhang mit Disulfidbrückenbindungen analysiert wird, 

wird im Folgenden nur hierauf eingegangen. 

Disulfidbrückenbindungen tragen entscheidend zur Stabilität der Antikörpermoleküle bei. Ein 

Verlust oder eine inkorrekte Ausbildung von Disulfidbrückenbindungen kann zu einem che-

misch oder strukturell instabilen Antikörpermolekül führen [22, 23]. Zusätzlich können diese 

Bindungen eine entscheidende Rolle bei der Aggregation von Proteinmolekülen über eine 

kovalente Vernetzung spielen [20]. 

Grundsätzlich enthält ein IgG1-Molekül sechszehn Disulfidbrückenbindungen und keine 

freien Cysteinreste. Dennoch konnte in der Vergangenheit belegt werden, dass IgG-Moleküle 

einen sehr geringen Teil an freien Sulfhydryl-Gruppen besitzen [24]. Die reaktiven Thiolatio-

nen der Cysteine können bei der Formierung von nicht nativen Disulfidbrückenbindungen 

und somit an Aggregationsprozessen beteiligt sein. Es wurde gezeigt, dass ein alkalischer 

pH-Wert der umgebenen Lösung oder auch Metallionen diese Reaktion begünstigen [3]. 

 

2.3.2 Physikalische Degradation 

Die physikalische Degradation geht mit einer Veränderung der Konformation der Proteinmo-

leküle einher. Wie in Tabelle 2.1 dargestellt, beinhaltet dieser Degradationsweg den Prozess 

der Denaturierung, der Aggregation bzw. Präzipitation und der Adsorption. Jeder dieser Ab-

bauwege kann zu einem Verlust der Proteinaktivität führen oder einen Einfluss auf die Im-

munogenität des Patienten haben [7]. Verschiedene exogene Faktoren wie z. B. Lagerbe-

dingungen, Darreichungsform, Proteinkonzentration, pH-Wert der Umgebung oder Art der 

Zusätze können den Prozess der physikalischen Degradation beeinflussen [3]. 

Treten Veränderungen in der Sekundär- oder Tertiärstruktur des Proteins auf, spricht man 

von einer Denaturierung des Proteinmoleküls. Zu einer Denaturierung führen verschiedene 

Arten von exogenen Stressbedingungen wie z. B. hohe Temperatur, Scherstress und ver-

schiedene Prozessschritte während der Herstellung [7]. Zusätzlich können auch der pH-Wert 

und verschiedene Formulierungszusätze, wie Salzionen oder Tenside, einen Einfluss auf 

den Prozess der Denaturierung zeigen [3, 8]. 

Der Prozess der Aggregation gehört zu den am wenigsten verstandenen und am häufigsten 

auftretenden Instabilisierungsreaktionen von proteinbasierten Therapeutika [25]. Grundsätz-

lich können fünf verschiedene Aggregationsmechanismen unterschieden werden [6]: 

• Assoziation von nativen Monomeren 
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• Aggregation von Monomeren mit veränderter Konformation 

• Aggregation von chemisch veränderten Monomeren 

• Keimbildungskontrollierte Aggregation 

• Oberflächeninduzierte Aggregation 

Neben der Diversität der oben aufgeführten Mechanismen können Aggregationsphänomene 

in kovalente und nicht kovalente bzw. nach irreversiblen und reversiblen Aggregationswegen 

eingeteilt werden [20, 26]. 

Die Diversität der Aggregationsmechanismen stellt für die Analyse der Aggregation eine be-

sondere Herausforderung dar. Aufgrund der unterschiedlichen Degradationsmechanismen 

entstehen unter verschiedenen exogenen Bedingungen Aggregate verschiedener Art, Größe 

und Morphologie, die erst durch eine Kombination aus analytischen Techniken genau cha-

rakterisiert werden können [4]. 

Infolge ihres strukturellen Aufbaus handelt es sich bei Antikörpern um oberflächenaktive 

Substanzen. In einem korrekt gefalteten Protein liegen die hydrophoben Reste des Moleküls 

vorzugsweise im Inneren verborgen vor. Bei Kontakt mit verschiedenen Oberflächen z. B. 

während des Herstellungs- und Lagerungsprozesses können diese hydrophoben Ketten 

nach Außen gelangen und folglich zu einer Adsorption an die Oberfläche führen. Eine mögli-

che Folge dieser Oberflächenadsorption ist eine Reduzierung der Arzneimittelkonzentration 

in der Lösung [3, 7]. 

 

2.4 Ansätze zur Stabilisierung von proteinbasierten Wirk-

stoffen 

Bei biologischen Wirkstoffen handelt es sich um strukturell sehr komplexe Moleküle, so dass 

verschiedene Degradationsmechanismen während des Produktions-, Transport- und Lage-

rungsprozesses auftreten können. Da die Tendenz eines biologischen Moleküls verschiede-

ne Degradationswege zu durchlaufen u. a. stark von der Aminosäuresequenz des Proteins 

abhängt und damit für jedes Therapeutikum individuell zu betrachten ist, stellt die Stabilisie-

rung dieser Arzneimittel eine besondere Herausforderung dar [7]. Nur mit dem Erhalt einer 

definierten Proteinfaltung kann eine gewünschte Aktivität des Therapeutikums gewährleistet 

und zusätzlich eine veränderte Immunogenität im Organismus ausgeschlossen werden. 

Hierbei spielt die Formulierungsentwicklung eine bedeutende Rolle. So kann mit der Wahl 
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einer geeigneten Formulierung die native Proteinstruktur gegenüber exogenen Stressbedin-

gungen stabilisiert werden [3, 27]. 

Aufgrund ihrer Größe und Stabilität werden antikörperbasierte Therapeutika gewöhnlich auf 

dem parenteralen Weg verabreicht. Die Darreichungsform wird u a. in Abhängigkeit der Sta-

bilität der therapeutischen Moleküle, der Indikation und der Art bzw. Häufigkeit der Applikati-

on gewählt. Diese Darreichungsformen lassen sich im Wesentlichen in zwei Arten unterteilen 

- die flüssige und die gefriergetrocknete Form. Aufgrund ihrer deutlich kostengünstigeren 

Herstellung und einfacheren Applikation wird die flüssige Formulierung von therapeutischen 

Proteinen der gefriergetrockneten vorgezogen. Jedoch zeigen sich therapeutische Proteine 

in flüssiger Form oftmals anfällig für diverse chemische und physikalische Degradationswe-

ge. So wird durch die geeignete Wahl der Darreichungsform die Grundlage für das Erzielen 

der geforderten Haltbarkeitsdauer („shelf-life“) von 1-2 Jahren geschaffen [28, 29]. Neben 

der Wahl der Darreichungsform spielen zusätzlich folgende Parameter bei der Stabilisierung 

von antikörperbasierten Therapeutika eine entscheidende Rolle, wobei deren Einflüsse stark 

vom zu formulierenden Therapeutikum abhängen [3]: 

• Proteinkonzentration 

• pH-Wert der Umgebung 

• Art, Qualität und Quantität von Zusatzstoffen (z. B. Zucker, Salze, Tenside oder Amino-
säuren) 

• Osmolalität und Tonizität 

• Art und Qualität des Primärpackmittels 

 

2.5 Analytische Methoden zur Charakterisierung der Pro-

teindegradation 

Grundlage einer erfolgreichen und effektiven Formulierungsentwicklung ist die Auswahl ge-

eigneter analytischer Methoden. Aufgrund der hohen strukturellen Komplexität und der diver-

sen Degradationswege von therapeutischen Proteinen ist die Verwendung von umfassenden 

und komplementären analytischen Methoden notwendig. Mit geeigneten Methoden werden 

sowohl die Voraussetzung für die Entwicklung von therapeutischen Proteinen geschaffen als 

auch auftretende Degradationsmechanismen genau charakterisiert [30]. Dies führt zu einer 

Verkürzung der Entwicklungszeit und einer Reduzierung der Entwicklungskosten. 
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In der Literatur werden eine Reihe analytische Methoden und deren Prinzipien zur Charakte-

risierung und Überwachung verschiedener Proteindegradationswege beschrieben. Eine Zu-

sammenstellung dieser unterschiedlichen analytischen Techniken und deren Einsatzmög-

lichkeiten ist Tabelle 2.2 zu entnehmen. In Abhängigkeit der Anforderungen für jedes anti-

körperbasierte Therapeutikum muss eine eigene Kombination von analytischen Techniken 

gewählt und etabliert werden [3, 25]. 

 

Tabelle 2.2: Übersicht zu verschiedenen analytischen Techniken zur Charakterisierung ver-
schiedener Proteindegradationswege. 

Analytische Methode Einsatzmöglichkeit 

Antigenbindungs- bzw. Liganden-

bindungsassays (physikochemisch 

oder biologisch) 

Nachweis der Wirksamkeit und Bindungsaktivität 

CD-Spektroskopie Analyse der Sekundär- und Tertiärstruktur, Bestim-

mung des Proteinschmelzpunktes 

Chromatographische Verfahren inkl. 

Feldflussfraktionierung (FFF) 

Analyse der Proteinfragmentierung und Aggregati-

on, Charakterisierung von Aggregaten (z. B. Oxida-

tion und Deamidierung), Bestimmung der molaren 

Masse 

„Differential scanning calorimetry“ 

(DSC) 

Detektion einer Proteinumfaltung, Bestimmung des 

Proteinschmelzpunktes 

Elektrophoretische Verfahren Analyse der Proteinfragmentierung und kovalenter 

Aggregation, Bestimmung der molaren Masse 

Fluoreszenzspektroskopie Bestimmung der Proteinkonzentration, Analyse der 

Tertiärstruktur, Charakterisierung von Aggregaten 

Infrarotspektroskopie Analyse der Sekundärstruktur, Bestimmung des 

Proteinschmelzpunktes 

Lichtstreuung Bestimmung der Partikelgröße von Aggregaten 

Massenspektrometrie Bestimmung der molaren Masse, Detektion von 

Degradationsprodukten und Kontaminationen 

Kernspinresonanzspektroskopie 

(NMR-Spektroskopie) 

Analyse der Sekundärstruktur 

Ramanspektroskopie Analyse der Sekundär- und Tertiärstruktur 
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Analytische Methode Einsatzmöglichkeit 

Trübungsmessung Qualitative Abschätzung von Aggregationen und 

Partikelbildung 

Ultrazentrifugation Charakterisierung von Aggregaten (z. B. Form und 

Größenverteilung) 

UV-Spektroskopie Bestimmung der Proteinkonzentration, Detektion von 

Aggregaten 

 

Allen oben dargestellten analytischen Methoden sind in der Analyse von hoch konzentrierten 

Lösungen limitiert. So müssen proteinhaltige Lösungen meist bereits vor der eigentlichen 

Messung verdünnt werden oder werden in Schritten im Rahmen des Versuchsprotokolls wei-

ter verdünnt. Folglich besteht weiterhin ein Bedarf an analytischen Methoden, die den Nach-

weis einer möglichen Degradation in unverdünnten und hoch konzentrierten Lösungen er-

lauben [31]. 
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 Material und Methoden 3

Im nachfolgenden Abschnitt werden zunächst die im Rahmen der Stabilitätsanalysen von 

antikörperbasierten Therapeutika benötigten Materialien und Reagenzien erläutert. Weiterhin 

wird die Simulation der einzelnen Stressbedingungen dargestellt. Anschließend werden die 

im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Analysemethoden in ihrer praktischen Durchführung 

beschrieben sowie die zu Analysezwecken benötigten Reagenzien aufgeführt. 

 

3.1 Materialien 

3.1.1 Modellproteine 

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Modellproteine wurden von der Firma Bayer 

Pharma AG zur Verfügung gestellt. Hierbei handelt es sich um einen monoklonalen Antikör-

per (IgG1-Molekül), einen bispezifischen Antikörper und ein Fab Fragment. Der allgemeine 

strukturelle Aufbau dieser Moleküle wurde in Kapitel 2.2 erläutert. Zum Schutz der Betriebs- 

und Geschäftsgeheimnisse werden die Wirkmechanismen der verwendeten Moleküle an 

dieser Stelle nicht weiter beschrieben. Die Lagerbedingungen der einzelnen therapeutischen 

Proteine sind Tabelle 3.1 zu entnehmen. 

 

Tabelle 3.1: Übersicht aller eingesetzten antikörperbasierten Modellmoleküle und deren Lager-
bedingungen. 

Modellprotein pH-Wert Arzneiform Lagertemperatur 

Monoklonaler Antikörper 7,5 Flüssig 2°C - 6°C 

Bispezifischer Antikörper 7,5 Flüssig - 80°C 

Fab Fragment 5,5 Flüssig 2°C - 6°C 

 

3.1.2 Eingesetzte Puffersubstanzen 

Alle für die Herstellung der Lagerpuffer der verwendeten biologischen Moleküle benötig-

ten Puffersubstanzen und die zur Einstellung des pH-Werts benötigten Reagenzien wer-

den zum Schutz der Betriebs- und Geschäftsgeheimnisse an dieser Stelle nicht weiter be-

schrieben. 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Durchführung der Stresstests 

Besonders in den frühen Phasen einer Formulierungsentwicklung sind schnelle und aussa-

gekräftige Stabilitätsuntersuchungen notwendig. Deshalb haben sich vorrangig Stressme-

thoden etabliert, die zu einer beschleunigten Aussage der Stabilität von biologischen Molekü-

len führen. Auf Grundlage dieser Aussagen kann dann das Verhalten der Moleküle unter 

realen Bedingungen extrapoliert werden. 

 

Tabelle 3.2: Übersicht aller simulierten Stressbedingungen - eingeteilt nach Modellprotein und 
Stressart. 

Modellprotein Thermischer 

Stress 

Schüttel-

/ Scherstress 

Monoklonaler Antikörper (IgG1)   3 d, 60°C   7 h, 300 min-1 

Bispezifischer Antikörper 28 d, 40°C 24 h, 300 min-1 

Fab Fragment   3 d, 60°C   5 d, 300 min-1 

 

Um gezielt eventuelle Transport- und Lagerbedingungen zu simulieren, wurden im Rahmen 

dieser Arbeit die verwendeten Moleküle sowohl Temperaturstress als auch Schüttel-

/ Scherstress unterzogen. Hierbei wurden die Stressbedingungen so gewählt, dass eine De-

gradierung der jeweiligen Moleküle nachzuweisen war. Die jeweiligen Temperaturen, hori-

zontalen Schüttelfrequenzen und Inkubationszeiten sind in Tabelle 3.2 dargestellt. Alle 

Stressversuche unter Einsatz des IgG1-Moleküls und des Fab Fragments erfolgten mit einer 

Proteinkonzentration von 3,000 mg/ml. Die Konzentration des bispezifischen Antikörpers 

wurde auf 0,718 mg/ml festgelegt. 

 

3.2.2 Beurteilung der Lösungen auf sichtbare Partikelbildung 

Zur visuellen Kontrolle der verschiedenen Lösungen nach den jeweiligen Stressbedingungen 

wurden die Vials zunächst leicht geschwenkt. Somit konnte eine Gleichverteilung der Mole-

küle im Vial gewährleistet und die eventuelle Sedimentation von Partikeln verhindert werden. 

Im Anschluss wurden die Proben gegen einen schwarzen Hintergrund betrachtet und die 

visuelle Erscheinung aufgenommen. Als Referenz diente ein Vial mit gleichem Volumen an 

ungestresster Probe. 
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3.2.3 Spektralphotometrische Bestimmung der Protein-Konzentration 

Zur genauen Einstellung der Proteinkonzentration wurde der Proteingehalt über die Messung 

der Absorption bei 280 nm photometrisch bestimmt. Vor der Untersuchung der Proteinpro-

ben mit unbekannter Konzentration musste zunächst eine Konzentrationsreihe der Aus-

gangs-Proteinlösung mit bekannter Proteinkonzentration angefertigt und die Absorption bei 

280 nm mit Hilfe des Spektralphotometers (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo 

Scientific, Wilmington, USA) in Form einer Dreifachmessung bestimmt werden. Für den Null-

abgleich wurde der jeweilige Placebopuffer der Formulierung vermessen. Bei jeder Messung 

der einzelnen Lösungen wurden 2 μl Probenvolumen eingesetzt. Da bei konstanter Schicht-

dicke die Konzentration an Protein proportional der Absorption ist, wurden die ermittelten 

Absorptionen über den bekannten Konzentrationen der Proteinverdünnungen aufgetragen. 

Über die im Anschluss erhaltende Gleichung der linearen Regression sollte für jede gemes-

sene Absorption auf die unbekannte Proteinkonzentration geschlossen werden können. Um 

die Reproduzierbarkeit der gewonnenen Daten zu überprüfen, wurden von jeder Probe eine 

Dreifachbestimmung angefertigt. 

 

3.2.4 Intrinsische Fluoreszenz 

Um den Einfluss verschiedener Formulierungen auf die hauptsächlich von Tryptophan domi-

nierte Eigenfluoreszenz zu untersuchen, wurde jedes Modellprotein zunächst mit Place-

bopuffer verdünnt. Die für jedes Modellprotein benötigte Proteinkonzentration ist Tabelle 3.3 

zu entnehmen. 

 

Tabelle 3.3: Übersicht der zur Bestimmung der intrinsischen Fluoreszenz benötigen Protein-
konzentrationen. 

Modellprotein Proteinkonzentration [mg/ml] 

Monoklonaler Antikörper 0,05 

Bispezifischer Antikörper 0,02 

Fab Fragment 0,01 

 

Die anschließende Messung der Proteinproben fand im LS 55 Fluorescence Spectrometer 

(Perkin Elmer, Waltham, USA) in Quarzglas SUPRASIL® Präzisions-Küvetten (Hellma® Ana-

lytics, Müllheim, Deutschland) mit einer Schichtdicke von 10 mm statt. Hierzu wurde ein 

Emissionsspektrum von 300 nm bis 450 nm bei einer Anregung von 280 nm aufgenommen, 
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wobei jede Messung mit einer Geschwindigkeit von 100 nm/min und einer Spaltbreite von 

2,5 nm durchgeführt wurde. Für die Auswertung der intrinsischen Fluoreszenz wurden je fünf 

Einzelspektren akkumuliert und der Wert der maximalen Emission bestimmt. 

 

3.2.5 Detektion amyloider Fibrillen unter Verwendung des Fluoreszenz-

farbstoffes Thioflavin T 

Zum Nachweis der Bildung amyloider Fibrillen in Lösung wurde der Fluoreszenzfarbstoff 

Thioflavin T (ThT) (Sigma-Aldrich, Kat.-Nr.: T3516, St. Louis, USA) eingesetzt. Alle Proben 

des IgG1-Moleküls bzw. des Fab Fragments wurden gleichsam auf eine finale Konzentration 

von 1,00 mg/ml Protein und 0,075 mM ThT verdünnt und im Fluoreszenzspektrometer ver-

messen. Aufgrund der geringeren Ausgangskonzentration wurde der bispezifische Antikörper 

bei einer Proteinkonzentration von 0,36 mg/ml und einer ThT-Konzentration von 0,075 mM 

untersucht. 

Zur Messung der Fluoreszenzintensität wurde das LS 55 Fluorescence Spectrometer (Perkin 

Elmer, Waltham, USA) eingesetzt, wobei die Lösungen in Quarzglas SUPRASIL® Präzisions-

Küvetten (Hellma® Analytics, Müllheim, Deutschland) mit einer Schichtdicke von 10 mm ver-

messen wurden. Das Emissionsspektrum wurde von 460 nm bis 580 nm bei einer Anregung 

von 450 nm aufgenommen. Die Aufzeichnung jedes Spektrums erfolgte mit einer Geschwin-

digkeit von 100 nm/min und einer Spaltbreite von 2,5 nm. Für die Auswertung der über ThT 

emittierten Fluoreszenz wurden je fünf Einzelspektren akkumuliert und die Fluoreszenz bei 

einer Emission von 482 nm bestimmt. 

 

3.2.6 Ermittlung des Anteils freier Sulfhydryl-Gruppen verschiedener 

Antikörperformate mit Hilfe eines Fluoreszenzassays 

Um den durch thermischen Stress und Schüttel-/ Scherstress ausgelösten Aggregationsme-

chanismus aufzuklären, wurden die Anteile an freien Sulfhydryl-Gruppen in gestressten Mo-

lekülen mit den Anteilen in ungestressten Molekülen verglichen. Ziel der Untersuchung war 

der Nachweis einer Proteinaggregation über die Ausbildung nicht-nativer intermolekularer 

Disulfidbrückenbindungen. 
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3.2.6.1 Bestimmung der einzusetzenden Konzentration an Guanidinhydrochlorid 

Da freie Sulfhydryl-Gruppen im Inneren der Proteine verborgen sind, musste zunächst die 

Konzentration an Guanidinhydrochlorid (Gdn-HCl) bestimmt werden, bei der die Moleküle 

vollständig entfaltet werden. Hierzu wurden die Proteine mit verschiedenen Konzentrationen 

an Gdn-HCl (0 M – 5,8 M) (Sigma-Aldrich, Kat.-Nr.: G4504, St. Louis, USA) bei Raumtempe-

ratur über Nacht inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Eigenfluoreszenz der 

einzelnen Proben am LS 55 Fluorescence Spectrometer (Perkin Elmer, Waltham, USA) be-

stimmt. Hierzu wurde das Emissionsspektrum von 300 nm bis 400 nm bei einer Anregung 

von 295 nm aufgenommen. Die Aufzeichnung jedes Spektrums erfolgte mit einer Geschwin-

digkeit von 100 nm/min und einer Spaltbreite von 2,5 nm. Für die Auswertung der über das 

Protein emittierten Fluoreszenz wurden je fünf Einzelspektren akkumuliert und die Fluores-

zenz bei der maximalen Emission bestimmt. Um die Reproduzierbarkeit der gewonnenen 

Daten zu überprüfen, wurde jeder Versuch dreimal wiederholt und aus den Ergebnissen das 

arithmetische Mittel gebildet. 

 

3.2.6.2 Isolierung der unlöslichen Proteinaggregate 

Um die nach thermischen Stress und Schüttel-/ Scherstress entstandenen unlöslichen Pro-

teinaggregate von löslichen Molekülen zu trennen, wurde der Inhalt jedes Vials in ein Ep-

pendorftreaktionsgefäß überführt und dieses im Anschluss bei 13000 upm für 30 min zentri-

fugiert (Eppendorf Mini Spin®, Wesseling-Berzdorf, Deutschland). Im Anschluss wurde der 

Überstand verworfen und das Proteinpellet mit der oben ermittelten Konzentration an Gdn-

HCl gelöst. Um die völlige Entfaltung zu gewährleisten, wurden die Proben über Nacht bei 

Raumtemperatur gelagert. Parallel wurde das ungestresste Protein mit der gleichen Kon-

zentration an Gdn-HCl über Nacht inkubiert. 

 

3.2.6.3 Anpassung der Proteinkonzentration von gestressten und ungestressten Protein-

proben 

Nach Ablauf der Inkubationszeit mussten die Proteinkonzentrationen von ungestresster und 

gestresster Probe angeglichen werden. Hierzu wurden die Proteinkonzentrationen mit Hilfe 

des Spektralphotometers (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific, Wilming-

ton, USA) bei 280 nm in Form von Dreifachbestimmungen ermittelt und anschließend die 

Probenkonzentrationen mit Gdn-HCl Lösung angepasst. 
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3.2.6.4 Bestimmung des Anteils freier Sulfhydryl-Gruppen 

Zur Bestimmung der Anteile freier Sulfhydryl-Gruppen in Proteinmolekülen wurde der Fluo-

reszenzfarbstoff N-(1-Pyrenyl)maleimid (NPM) (Sigma-Aldrich, Kat.-Nr.: P7908, St. Louis, 

USA) verdünnt in N,N-Dimethylformamid (Merck KGaA, Kat.-Nr.: 103034, Darmstadt, 

Deutschland) eingesetzt. Die für jedes Antikörperformat eingesetzte Endkonzentration an 

Farbstoff ist in Tabelle 3.4 dargestellt. 

 

Tabelle 3.4: Übersicht für die eingesetzte Konzentration an NPM für die Bestimmung des Ge-
halts freier Sulfhydryl-Gruppen. 

Modellprotein Finale Konzentration an NPM [µM] 

Monoklonaler Antikörper  6 

Bispezifischer Antikörper  6 

Fab Fragment 17 

 

Nach Versetzen der Proteinproben mit Farbstoff wurden die Proben bei Raumtemperatur in 

Dunkelheit für 30 min inkubiert und im Anschluss ein Fluoreszenzspektrum mit Hilfe des LS 

55 Fluorescence Spectrometer (Perkin Elmer, Waltham, USA) aufgenommen. Hierzu wurden 

die Lösungen in Quarzglas SUPRASIL® Präzisions-Küvetten (Hellma® Analytics, Müllheim, 

Deutschland) mit einer Schichtdicke von 10 mm vermessen. Das Emissionsspektrum wurde 

von 360 nm bis 460 nm bei einer Anregung von 338 nm aufgenommen. Die Aufzeichnung  

jedes Spektrums erfolgte mit einer Geschwindigkeit von 100 nm/min und einer Spaltbreite 

von 5 nm. Für die Auswertung der von NPM emittierten Fluoreszenz wurden je drei Ein-

zelspektren akkumuliert und die Fluoreszenz bei einer maximalen Emission bestimmt. Im 

Anschluss wurden Rückschlüsse auf die Variation des Gehaltes freier Sulfhydryl-Gruppen 

durch den Vergleich der ungestressten Probe mit der gestressten gezogen. 

 

3.2.7 Bestimmung der Anteile an Sekundärstrukturelementen mit Hilfe 

der CD-Spektroskopie 

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Stressparameter auf die Sekundärstruktur 

des Antikörpers wurde das Jasco J-815 CD Spektrometer (JASCO Germany GmbH, Gross-

Umstadt, Deutschland) unter Raumtemperatur eingesetzt. Um Absorptionseffekte durch 

Luftsauerstoff zu vermeiden und zusätzlich die Optik des Geräts vor Korrosion durch entste-

hendes Ozon zu schützen, wurde das Spektrometer kontinuierlich mit 3 l/min gasförmigen 

Stickstoff gespült. Die Messungen fanden in 0,2 mm demontierbaren Küvetten aus Quarz-
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glas SUPRASIL® (Hellma® Analytics, Müllheim, Deutschland) statt. Alle Spektren wurden im 

Bereich von 240 nm bis 190 nm mit einer Geschwindigkeit von 20 nm/min und einer Auflö-

sung von 0,1 nm aufgenommen. Die Konzentration an eingesetztem Protein wurde für jede 

Messung einzeln angepasst. Dabei wurde der Gehalt des Proteins in der Lösung soweit er-

höht, bis die Hochspannung während der gesamten Spektrenaufnahme den Maximalwert 

von 600 V erreichte. Für das finale Proteinspektrum wurden neun Einzelmessungen akkumu-

liert und im Anschluss das Spektrum des jeweiligen Placebo-Puffers subtrahiert. Die Auswer-

tung der ermittelten Proteinspektren erfolgte mit dem von Provencher und Glöckner etablier-

ten Verfahren „Contin“ mit Hilfe der Software CDPro Analysis (JASCO Germany GmbH, 

Gross-Umstadt, Deutschland) [32, 33]. Das „Contin“ Verfahren basiert auf sechszehn struk-

turell aufgeklärten Referenzproteinen und geht davon aus, dass das CD-Spektrum eines 

unbekannten Proteins als Linearkombination der CD-Spektren der hinterlegten Proteine mit 

bekannter Sekundärstruktur analysiert werden kann. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnten die 

Anteile an α-Helix, β-Faltblatt, Schleifen und Zufallsknäuel im untersuchten Protein abgeleitet 

werden. 

 

3.2.8 Bestimmung der Anteile an Sekundärstrukturelementen mit Hilfe 

der FT-IR-Spektroskopie 

Hohe Eigenabsorptionen von Puffersubstanzen führen besonders im fern-UV-Bereich zu 

starken Schwankungen im CD-Spektrum, was eine reproduzierbare Bestimmung der Sekun-

därstrukturelemente unmöglich macht. Deshalb wurde die FT-IR-Spektroskopie als ergän-

zende Methode zur CD-Spektroskopie eingesetzt. 

Die FT-IR-Spektroskopie wurde unter Einsatz des Messystems Tensor-27/ Hyperion 2000 

(Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Deutschland) bei 25°C durchgeführt. Alle Spektren wurden 

jeweils mit 50 µl Injektionsvolumen mittels der AquaSpec Durchfluss Transmissionszelle in 

einem Bereich von 3100 cm-1 bis 1000 cm-1 aufgenommen. Vor jeder Probenmessung wurde 

zunächst der Placebopuffer vermessen und dessen Spektrum automatisch unter Verwen-

dung des Software OPUS (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Deutschland) von den zu vermes-

senden Proteinproben subtrahiert. Mit einer Auflösung von 4 cm-1 wurden pro Injektion 60 

Spektren akkumuliert. Zur Bestimmung der Sekundärstruktur der Proteine wurden drei Ein-

zelmessungen gemittelt, unter Verwendung von siebzehn Glättungspunkten die zweite Ablei-

tung gebildet und vektornormiert. 
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3.2.9 Größenbestimmung der Proteinproben mit Hilfe des Agilent 2100 

Bioanalyzer 

Zur Detektion eventueller Fragmentierungsprozesse während der Lagerung der Antikörper-

moleküle wurde das Prinzip der elektrophoretischen Auftrennung (Lab-On-A-Chip-

Technologie) angewandt. Ausgehend von der Molekülgröße der Antikörper von ca. 150 kDa 

wurde zur Größenbestimmung das Agilent Protein 230 Kit (Agilent Technologies Deutsch-

land GmbH, Böblingen, Deutschland) eingesetzt. Die Probenaufbereitung geschah wie im 

Agilent Protein 230 Manual angegeben [34]. Die Probencharakterisierung wurde lediglich 

unter nicht reduzierten Bedingungen durchgeführt, wobei die Proben für 5 min bei 60°C de-

naturiert wurden. Nach der Probenaufbereitung wurde der mit Proben präparierte Chip mit-

tels des Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Böblingen, 

Deutschland) vermessen. Mit Hilfe der mitgeführten Standardleiter konnte der Gehalt des 

vollen Antikörpers (H2L2), des Fab Fragments, des bispezifischen Antikörpers, der einzelnen 

Antikörperfragmente (H2L, H2, HL, H und L) bzw. weiterer Proteinbestandteile ermittelt wer-

den. 

 

3.2.10 Bestimmung der mittleren Partikelgröße unter Verwendung der 

dynamischen Lichtstreuung 

Zur Bestimmung des Einflusses exogener Bedingungen auf den Aggregationsprozess wurde 

der hydrodynamische Radius der Moleküle mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) ermit-

telt. Hier kam der DynaPro™ Plate Reader (Wyatt Technology Europe GmbH, Dernbach, 

Deutschland) zusammen mit der Software DYNAMICS V7.1.0.25 zum Einsatz. Um eventuel-

le Verunreinigungen der Proben durch Staub zu entfernen, wurden die Proben über einen 

0,22 µm PVDF-Filter (Millex® Syringe-driven Filter Unit, Millipore, Kat.-Nr.: SLGVR04NL, Bil-

lerica, USA) filtriert. Alle Lichtstreuexperimente wurden mit einem Probenvolumen von 50 µl 

in 384 Well-Platten (384 Round Well Plate, Polystyrol, Kat.-Nr.: 95040000, Thermo Scientific, 

Langenselbold, Deutschland) auf 25°C temperiert durchgeführt. Für jede einzelne Analyse 

wurde die Laserleistung auf 20 % gesetzt und die Probe für 5 s zehnmal vermessen. Lösun-

gen, die aufgrund einer starken Aggregation eine zu große Laserstreuung zeigten und somit 

nicht analysierbar waren, wurden mit Probenpuffer verdünnt. Die anschließende Berechnung 

der hydrodynamischen Radien erfolgte nach Akkumulation von 20 Einzelmessungen durch 

die o. g. Software unter Angabe der Viskosität und des Brechungsindexes. 

 



Material und Methoden 34 

 

 

 

3.2.11 Chromatographische Trennung unter Verwendung der asymmet-

rischen Fluss-Feldflussfraktionierung (AF4) 

Zur prozentualen Bestimmung des Fragment-, Monomer-, Dimer- und Aggregatanteils der 

verschiedenen Antikörperformate kam die asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung 

(AF4) zur Anwendung. 

Die AF4 wurde mit Hilfe einer Agilent 1100 Anlage (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

in Kombination mit einer Wyatt Eclipse 3+ (Wyatt Technology Europe GmbH, Dernbach, 

Deutschland) und einem UV-Detektor (280 nm) durchgeführt. Die Fraktionierung erfolgte in 

einem trapezförmigen Trennkanal (LC, 275 mm Länge). Für die Separation des Antikörpers 

wurde eine Mischung aus 2,39 g/l konzentrierten PBS Puffer (Biochrom AG, Kat.-Nr.: 

L182-01, Berlin, Deutschland) und 0,05 % Natriumazid (Sigma-Aldrich, Kat.-Nr.: 71289-

250G, St. Louis, USA) verwendet. Als Elutionsmedium für den bispezifischen Antikörper und 

das Fab Fragment diente 9,55 g/l konzentrierten PBS Puffer und 0,05 % Natriumazid. Zur 

Trennung der Antikörpermoleküle wurden ein Spacer mit einer Höhe von 490 µm und eine 

Membran aus Celluloseregeneratfasern mit einer Ausschlussgrenze von 10 kDa eingesetzt. 

Für die Separation des Antikörpers und des Fab Fragments diente die Membran der Firma 

Merck Millipore (Merck Millipore, Billerica, USA), für den bispezifischen Antikörper hingegen 

fand die Membran der Firma Microdyn-Nadir (Microdyn-Nadir GmbH, Wiesbaden, Deutsch-

land) Anwendung. Die Volumenflüsse während der Fokussierung und der Elution, die zeitli-

che Abfolge der Separation sowie die Injektionsmenge für die jeweiligen Antikörperformate 

sind Tabelle 3.5 bis Tabelle 3.8 zu entnehmen. 

 

Tabelle 3.5: Parameter der Fraktionierung für den monoklonalen Antikörper unter Verwendung 
der AF4. 

Dauer [min] Modus Querfluss [ml/min] 

  2 Elution    4,0 

  1 Fokus 0 

  2 Fokus + Injektion 0 

  3 Fokus 0 

16 Elution    1,7 

10 Elution 0 

  5 Elution + Injektion 0 
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Tabelle 3.6: Parameter der Fraktionierung für den bispezifischen Antikörper unter Verwendung 
der AF4. 

Dauer [min] Modus Querfluss [ml/min] 

  2 Elution    4,0 

  1 Fokus 0 

  4 Fokus + Injektion 0 

  3 Fokus 0 

  9 Elution    3,2 

11 Elution    2,3 

  5 Elution + Injektion 0 

 

Tabelle 3.7: Parameter der Fraktionierung für das Fab Fragment unter Verwendung der AF4. 

Dauer [min] Modus Querfluss [ml/min] 

  2 Elution    4,0 

  1 Fokus 0 

  2 Fokus + Injektion 0 

  3 Fokus 0 

15 Elution    3,0 

  8 Elution 0 

  5 Elution + Injektion 0 

 

Tabelle 3.8: Injektions- und Separationsparameter der AF4 für alle verwendeten antikörperba-
sierten Moleküle. 

 Monoklonaler Anti-

körper 

Bispezifischer An-

tikörper 

Fab Fragment 

Injektionsmenge 3 µl (3,000 mg/ml) 41 µl (0,718 mg/ml) 3 µl (3,000 mg/ml) 

Detektorfluss 1,0 ml/min   1,0 ml/min 1,0 ml/min 

Fokusfluss 1,0 ml/min   3,0 ml/min 1,0 ml/min 

Injektionsfluss 0,2 ml/min   0,2 ml/min 0,2 ml/min 

 

Die Aufnahme der Daten und die anschließende Auswertung erfolgten mit Hilfe das Pro-

grammes ASTRA 5.3.4 (Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, USA). Für die Bestimmung 
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der Fragment-, Monomer- und Aggregatanteile der einzelnen Proben wurden diese doppelt 

injiziert und die erhaltenen Werte gemittelt. 

 

3.2.12 Ermittlung der Proteinschmelztemperatur unter Verwendung der 

dynamischen Differenzkalorimetrie 

Zur Bestimmung des Einflusses verschiedener exogener Bedingungen auf die Temperatur-

stabilität der Proteine wurde die dynamische Differenzkalorimetrie (DSC) eingesetzt. Die 

Messung erfolgte unter Verwendung des VP-Capillary DSC Systems (MicroCal, Northamp-

ton, USA) und der Software VPViewer2000. Jede Proteinprobe wurde mit Placebo-Puffer auf 

eine finale Konzentration von 0,5 mg/ml verdünnt und von 15°C bis 105°C mit einer Ge-

schwindigkeit von 60°C/h thermisch denaturiert. 

Für die anschließende Auswertung der Daten wurde die Software Origin (MicroCal Software 

INC, Northampton, USA) verwendet. Unter Einsatz des „Non-two-state Modells“ (Mehr-

Stufen-Übergangs-Modell) mit 100 Iterationsschritten konnte eine Funktion an die gemesse-

ne Schmelzkurve angepasst und so die Schmelzpunkte der Proteine bestimmt werden. 

 

3.2.13 Untersuchung der biomolekularen Interaktion mit Hilfe der Ober-

flächen-Plasmon-Resonanz Technologie 

Die Oberflächen-Plasmon-Resonanz Technologie (SPR-Technologie) kann zur Aktivitätsun-

tersuchung von therapeutischen Antikörperformaten eingesetzt werden. Hierzu werden die 

Antikörper bzw. die Antigene an eine Chipoberfläche gekoppelt. Anschließend wird die Bin-

dungseigenschaft der Interaktionspartner untersucht. Abhängig von der Art der Moleküle, die 

an die Oberfläche gekoppelt werden sollen, und dem Analysenziel ermöglichen eine Vielzahl 

von Sensorchips unterschiedliche Arten der Immobilisierung. 

Aufgrund der strukturellen Voraussetzungen der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Anti-

körperformate wurde für jedes Molekül eine eigene Methode zur Charakterisierung der Akti-

vität entwickelt. Alle Messungen wurden an einem Biacore T200 System (GE Healthcare, 

Uppsala, Schweden) durchgeführt. Die anschließende Auswertung der Kinetik- bzw. Affini-

täts-Messungen erfolgte mit Hilfe der Software Biacore T 200 Control, Version 1.0 (GE 

Healthcare, Uppsala, Schweden). In den folgenden Abschnitten wird jede für das jeweilige 

Antikörperformat verwendete Methode erläutert. 
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3.2.13.1 Bestimmung der Affinität des monoklonalen Antikörpers unter Verwendung des 

„Human Antibody Capture Kits“ 

Zur Affinitätsuntersuchung des Antikörpers wurde der „Human Antibody Capture Kit“, (GE 

Healthcare, Kat.-Nr.: BR-1008-39, Uppsala, Schweden) zur Immobilisierung eines anti-

human IgG (Fc) Antikörpers (Ligand) eingesetzt. Hierbei wurde zunächst der Ligand mit Hilfe 

des „Amine Coupling Kits“ (GE Healthcare, Kat.-Nr.: BR-1000-50, Uppsala, Schweden) an 

einen „Series S Sensor Chip CM5“ (GE Healthcare, Kat.-Nr.: BR-1005-30, Uppsala, Schwe-

den) mit einer Zielbindung von 3000 RU gebunden. Die hierzu nötigen Reagenzien und Im-

mobilisierungsparameter wurden dem Manual „Instructions 22-0648-88 AC; Human Antibody 

Capture Kit“ entnommen [35]. 

 

Tabelle 3.9: Notwendige Prozessparameter zur Affinitätsuntersuchung des monoklonalen Anti-
körpers unter Verwendung der Oberflächen-Plasmon-Resonanz Technologie. 

Startzyklus 

Anzahl der Startzyklen 3 

Lösung HBS-EP Puffer 

Bindung des zu analysierenden Antikörpers (Ziel: 100 RU) 

Lösung Monoklonaler Antikörper in HBS-EP Puffer (Konzent-

ration im Vorversuch bestimmt)  

Kontaktzeit Im Vorversuch bestimmt 

Flussrate 10 µl/min 

Stabilisierungszeit 60 s 

Bindung des Antigens 

Lösung Antigen (2,47 nM – 600,00 nM) 

Kontaktzeit 420 s 

Flussrate 30 µl/min 

Dissoziationszeit 600 s 

Regeneration 

Lösung 3 M Magnesiumchlorid 

Kontaktzeit 30 s 

Flussrate 10 µl/min 

Stabilisierungszeit 2 s 
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Zur anschließenden Bestimmung der notwendigen Konzentration des zu analysierenden 

Antikörpers und dessen Kontaktzeit mit der Chipoberfläche wurde eine Konzentrationsreihe 

des Antikörpers von 5,000 µg/ml bis 0,125 µg/ml in HBS-EP Puffer (in zweifachen Verdün-

nungsschritten) angefertigt und jede Lösung für jeweils 180 s injiziert. Nach Abschluss der 

Messungen wurden die Konzentration und Kontaktzeit gewählt, bei der eine Bindung von 

100 RU erreicht wurde. 

Nach Bestimmung der Parameter für die Immobilisierung des zu untersuchenden Antikörpers 

erfolgte die Analyse der Antikörperaffinität durch die Bindung des spezifischen Antigens an 

den Antikörper über einen Kinetik Assay. Hierzu wurden verschiedene Konzentrationen an 

Antigen (2,47 nM – 600,00 nM in sechs Verdünnungsschritten) in Form von Doppelbestim-

mungen in die Zelle injiziert. Die für die einzelnen Schritte des Assays nötigen Reagenzien, 

Flussraten und Zeiträume sind Tabelle 3.9 zu entnehmen. Als Laufpuffer wurde HBS-EP 

Puffer eingesetzt. 

 

3.2.13.2 Bestimmung der Affinität des bispezifischen Antikörpers unter Verwendung des 

„Amine Coupling Kits“ 

Zur Affinitätsuntersuchung des bispezifischen Antikörpers wurde das „Amine Coupling Kit“ 

(GE Healthcare, Kat.-Nr.: BR-1000-50, Uppsala, Schweden) zur Immobilisierung des spezifi-

schen Antigens eingesetzt. Hierzu wurde das Antigen mit einer Zielbindung von 100 RU an 

einen Series S Sensor Chip CM5 (GE Healthcare, Kat.-Nr.: BR-1005-30, Uppsala, Schwe-

den) gebunden.  

Nach Immobilisierung des Antigens erfolgte die Analyse der bispezifischen Antikörper Aktivi-

tät über die Bindung des Moleküls an das immobilisierte Antigen in Form eines Kinetik As-

says. Hierzu wurden verschiedene Konzentrationen an bispezifischen Antikörper (0,37 nM – 

30,00 nM in dreifachen Verdünnungsschritten) in Form von Doppelbestimmungen in die Zelle 

injiziert. Die für die einzelnen Schritte des Assays nötigen Reagenzien, Flussraten und Zeit-

räume sind Tabelle 3.10 zu entnehmen. Als Laufpuffer wurde der HBS-EP Puffer eingesetzt. 

 

Tabelle 3.10: Notwendige Prozessparameter zur Affinitätsuntersuchung des bispezifischen 
Antikörpers unter Verwendung der Oberflächen-Plasmon-Resonanz Technologie. 

Startzyklus 

Anzahl der Startzyklen 3 

Lösung HBS-EP Puffer 
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Bindung des zu analysierenden bispezifischen Antikörpers 

Lösung Bindung des zu analysierenden bispezifischen An-

tikörpers (0,37 nM – 30,00 nM) 

Kontaktzeit 300 s 

Flussrate 30 µl/min 

Dissoziationszeit 600 s 

Regeneration  

Lösung Glycin Puffer (pH 2) 

(BR-1003-55, GE Healthcare, Uppsala, Schweden) 

Kontaktzeit 60 s 

Flussrate 30 µl/min 

Stabilisierungszeit 2 s 

 

3.2.13.3 Bestimmung der Affinität des Fab Fragments unter Verwendung des „Biotin Cap-

ture Kits“ 

Zur Affinitätsuntersuchung des Fab Fragments wurde das „Biotin Capture Kit“, Series S (GE 

Healthcare, Kat.-Nr.: 28-9201-34, Uppsala, Schweden) zur Immobilisierung eines biotinylier-

ten Liganden eingesetzt. Der Ligand (biotinyliertes Antigen) wurde über das Biotin „Captur“ 

(CAP) Reagenz an einen CAP Sensorchip gebunden. Nach der Immobilisierung des Anti-

gens erfolgte ein Kinetik Assay mit unterschiedlichen Konzentrationen an Fab Fragment (10 

pM - 810 pM in fünf Verdünnungsschritten) in Form von Doppelbestimmungen. Die für die 

einzelnen Schritte des Assays nötigen Reagenzien, Flussraten und Zeiträume sind Tabelle 

3.11 zu entnehmen. Als Laufpuffer wurde der HBS-EP Puffer (GE Healthcare, Kat.-Nr.: BR-

1001-88, Uppsala, Schweden) eingesetzt. 

 

Tabelle 3.11: Notwendige Prozessparameter zur Affinitätsuntersuchung des Fab Fragments 
unter Verwendung der Oberflächen-Plasmon-Resonanz Technologie. 

Oberflächenkonditionierung 

Anzahl an Konditionierungen 3 

Lösung 8 M Gdn-HCl + 1 M NaOH (3+1) 

Kontaktzeit 60 s 
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Startzyklus 

Anzahl der Startzyklen 3 

Lösung HBS-EP Puffer 

Hybridisierung der CAPture Reagenz 

Lösung Biotin CAPture Reagenz (1:20 in HBS-EP 

Puffer) 

Kontaktzeit 300 s 

Flussrate 2 µl/min 

Stabilisierungszeit 60 s 

Bindung des biotinylierten Antigens 

Lösung biotinyliertes Antigen (0,05 µg/ml in HBS-EP 

Puffer) 

Kontaktzeit 10 s 

Flussrate 60 µl/min 

Stabilisierungszeit 60 s 

Bindung des Fab Fragments 

Lösung Fab Fragment (810 - 10 pM) 

Kontaktzeit 420 s 

Flussrate 30 µl/min 

Dissoziationszeit 600 s 

Regeneration 1 

Lösung 8 M Gdn-HCl + 1 M NaOH (3+1) 

Kontaktzeit 120 s 

Flussrate 10 µl/min 

Regeneration 2 

Lösung HBS-EP Puffer 

Kontaktzeit 120 s 

Flussrate 10 µl/min 

Stabilisierungszeit 60 s 
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 Ergebnisse 4

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Arbeit dargestellt. Hierzu werden die Resul-

tate beschrieben, die im Rahmen der Methodenplattformentwicklung unter Einsatz des Mo-

dellantikörpers erzielt wurden. Dabei war es notwendig die Eignung der Methoden auch für 

verschiedene Antikörperfragmente zu untersuchen um eine detaillierte Analyse unterschied-

licher Degradationsmechanismen zu erreichen. 

 

4.1 Entwicklung einer Methodenplattform zur Untersu-

chung von Aggregations- und Umfaltungsvorgängen 

unter Verwendung eines Modellantikörpers 

4.1.1 Visuelle Beurteilung der gestressten Proteinproben 

Für eine Charakterisierung von thermisch- und schüttel-/ scherinduzierten Degradationsweg-

en war es zunächst erforderlich, über die Wahl geeigneter Stressparameter eine Instabilisie-

rungsreaktion des Modellantikörpers auszulösen. Die visuelle Inspektion erwies sich als ge-

eignete und vor allem schnelle Analysemethode zur Beurteilung möglicher Veränderungen 

des gestressten Modellantikörpers. 

Um verschiedene Degradationsmechanismen zu induzieren, konnten für den verwendeten 

Modellantikörper eine Lagertemperatur von 60°C für 72 h und eine horizontale Schüttel-

/ Schereinwirkung von 300 min-1 für sieben Stunden als adäquat identifiziert werden. Zur Un-

tersuchung des Einflusses verschiedener Stressbedingungen auf optische Veränderungen 

wurde das visuelle Bild der Lösung gegen einen schwarzen Hintergrund aufgenommen 

(Abbildung 4.1). 

Während nach der Lagerung der Proben bei 60°C für 72 h eine deutliche Eintrübung der 

Lösung beobachtet werden konnte, verblieb die Lösung nach siebenstündiger Schüttel-

/ Schereinwirkung klar. Dabei führte die Einwirkung von Schüttel-/ Scherstress zu einer 

sichtbaren Bildung von unterschiedlich großen Aggregaten. Neben der Sedimentation von 

großen Aggregaten war zusätzlich eine Adsorption von Partikeln an die Vialwand zu be-

obachten. 
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4.1.2 Bestimmung des Proteinschmelzpunktes nach Stresseinwirkung 

Um Unterschiede im thermisch induzierten Umfaltungsprozess zu detektieren, wurden mit 

Hilfe der „Differential Scanning Calorimetry“ (DSC) die Transitionstemperaturen des Proteins 

bzw. die Proteinschmelzpunkte bestimmt. Als Transitionstemperatur wird der Mittelpunkt des 

Phasenübergangs bezeichnet, bei dem jeweils 50 % der Proteine im nativen bzw. im entfal-

teten Zustand vorliegen. Ziel dieser Untersuchung war es, festzustellen, ob verschiedene 

Degradationsmechanismen ebenfalls mit einer Veränderung des thermisch induzierten Um-

faltungsprozesses der Antikörperdomänen einhergehen. Zusätzlich sollte die DSC als mögli-

che Analysetechnik für eine Identifizierung von Proteindegradation geprüft werden. 

Aufgrund der starken Partikelbildung waren die schüttel-/ schergestressten Antikörperproben 

für eine Bestimmung der Transitionstemperaturen ungeeignet. Daher erfolgte ausschließlich 

die Analyse des Einflusses des Temperaturstresses auf den thermisch induzierten Umfal-

tungsprozess und die Bestimmung der Transitionstemperaturen (Abbildung 4.2). Da es sich 

bei vollen Antikörpern um Domänproteine handelt, konnten drei verschiedenen Transitions-

temperaturen - jeweils für die CH2-, die CH3-Domäne bzw. das Fab Fragment - ermittelt wer-

Abbildung 4.1: Visuelle Beurteilung des IgG1-Moleküls im nativen Zustand und nach Inkubation 
unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das Bild des Antikörpers wurde im nativen Zustand (A), nach 72 h bei 60°C (B) und nach 7 h horizon-
talem Schüttel-/ Scherstress bei einer Frequenz von 300 min-1 (C) protokolliert. 
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den. Aus der Analyse der Transitionskurven konnte abgeleitet werden, dass nach thermisch 

induziertem Stress eine Veränderung im Umfaltungsprozess des Antikörpers, aber keine 

Veränderung der Transitionstemperaturen stattfand. Sowohl das ungestresste als auch das 

gestresste Molekül zeigte eine Transitionstemperatur der CH2-Domäne von 70°C, der CH3-

Domäne von 72°C und des Fab Fragments von 81°C. Weiterhin war während des Umfal-

tungsprozesses eine Reduzierung der ermittelten spezifischen Wärmekapazität für die CH2-

Domäne (von 32 kcal·mol-1·°C-1 auf 17 kcal·mol-1·°C-1) und das Fab Fragment (von 

57 kcal·mol-1·°C-1 auf 26 kcal·mol-1·°C-1) zu beobachten. 

 

 

Abbildung 4.2: Entfaltungskurve des IgG1-Moleküls im nativen Zustand und nach Induktion 
von thermischem Stress. 

Die Transitionstemperaturen der drei Antikörperdomänen wurden für das ungestresste (A) und das 
thermisch gestresste (72 h, 60°C) (B) Molekül bestimmt. Hierzu wurden die Proben zuvor auf eine 
Konzentration von 0,5 mg/ml mit Placebopuffer verdünnt und mit einer Geschwindigkeit von 60°C/h 
thermisch denaturiert (schwarz). Die Transitionstemperaturen der einzelnen Domänen ließen sich 
nach Anpassung eines mathematischen Modells (rot) an die Transitionskurve anhand der Maxima 
bestimmen. Dargestellt ist ein repräsentativer Lauf von zwei Analysen. 

 

4.1.3 Untersuchung des Einflusses verschiedener Stressbedingungen 

auf die Sekundärstruktur der Proteinproben 

Um Informationen über die Sekundärstruktur von Proteinen zu erlangen, wurde ein CD-

Spektrum im fern-UV Bereich (190 nm bis 240 nm) aufgenommen. Dieser UV-Bereich gibt 

die Absorption, die durch die Peptidbindungen begründet ist, wieder. Da jedes Sekun-

därstrukturelement (α-Helix, β-Faltblatt, Schleifen und ungeordnete Strukturen) im Zusam-

menhang mit charakteristischen CD Banden steht, konnten über den Vergleich verschiede-

ner Proteinspektren Änderungen innerhalb der Sekundärstruktur nachgewiesen werden. 
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Abbildung 4.3: Fern-UV CD-Spektren des IgG1-Moleküls im nativen Zustand und nach 
Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das CD-Spektrum für den nativen (▲), den thermisch gestressten (72 h, 60°C) (○) und den 
schüttel-/ schergestressten (7 h, 300 min-1) (◊) Antikörper wurde bei einer Konzentration von 
0,9 mg/ml aufgenommen. Für die qualitative Analyse wurden drei Einzelmessungen akku-
muliert. 

 

Um Veränderungen der Sekundärstruktur des Modellantikörpers nach Stresseinwirkung zu 

detektieren, wurden die Spektren des mechanisch und thermisch gestressten Antikörpers mit 

dem Spektrum des nativen Moleküls verglichen. Das in Abbildung 4.3 dargestellte CD-

Spektrum des nativen IgG-Moleküls zeigte ein charakteristisches Minimum bei einer Wellen-

länge von 218 nm, einen Nulldurchgang bei 208 nm und ein Maximum bei einer Wellenlänge 

von 201 nm. Diese spektralen Charakteristika können mit einer für Immunglobuline charakte-

ristischen Sekundärstruktur, die durch das β-Faltblatt dominiert wird, korreliert werden. Im 

Vergleich zum Spektrum des nativen Antikörpers wiesen die Untersuchungen des schüttel-

/ schergestressten Moleküls keine Veränderungen in der Sekundärstruktur auf. Wenngleich 

sich ein visueller Aggregationsprozess nachweisen ließ (vergl. Abbildung 4.1), war ein Zu-

sammenhang dieser Instabilisierung mit einer Änderung innerhalb der Sekundärstruktur nicht 

abzuleiten. Deutliche Unterschiede in der Sekundärstruktur ließen sich jedoch nach Induktion 

von thermischem Stress beobachten. Das Minimum des Spektrums bei einer Wellenlänge 

von 218 nm zeigte eine starke Verbreiterung. Weiterhin war eine Verschiebung des Null-

durchgangs zu einer Wellenlänge von 200 nm hin zu beobachten. 

Um die Änderungen im Anteil der Sekundärstrukturelemente zu untersuchen, wurde das von 

Provencher und Glöckner etablierte Verfahren „Contin“ eingesetzt. Die mit diesem Algorith-

mus ermittelten Sekundärstrukturanteile sind Tabelle 4.1 zu entnehmen. 
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Tabelle 4.1: Unter Verwendung des „Contin“ Verfahrens bestimmte Anteile an Sekundärstruk-
turelementen des Modellantikörpers im nativen Zustand und nach Inkubation unter verschie-
denen Stressbedingungen. 

Auf Grundlage der in Abbildung 4.3 dargestellten CD-Spektren wurden unter Anwendung des „Contin“ 
Algorithmus die Anteile an Sekundärstrukturelementen bestimmt. Die RMSD („root mean squares 
deviation“) beschreibt die gefundene Abweichung der gemessenen Werte vom berechneten Modell. 
Die Anteile repräsentieren Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Versuchsdurchführungen. 

Probenbezeich-

nung 

Anteil an α-

Helix [%] 

Anteil an β-

Faltblatt [%] 

Anteil an 

Schleifen 

[%] 

Anteil an 

ungeordne-

ter Struktur 

[%] 

RMSD 

Nativ     3,6  

 (±0,0) 

  44,3  

 (±0,2) 

  21,0 

 (±0,0) 

  31,1  

 (±0,1) 

    0,062  

 (±0,008) 

Schüttel-

/ Schergestresst 

(7 h, 300 min-1) 

    3,6  

 (±0,1) 

  44,6  

 (±0,5) 

  20,9 

 (±0,1) 

  31,0  

 (±0,3) 

    0,055  

 (±0,005) 

Thermisch ge-

stresst (72 h, 

60°C) 

    4,7** 

 (±0,1) 

  41,2**  

 (±0,4) 

  21,7*** 

 (±0,0) 

  32,4**  

 (±0,1) 

    0,049  

 (±0,008) 

Kennzeichnung der signifikanten Unterschiede der schüttel-/ schergestressten und thermisch gestressten Pro-
teinprobe im Vergleich zum nativen Molekül im t-Test: ** p<0,01; *** p<0,001 

 

Wie bereits die visuelle Auswertung der CD-Spektren zeigte, ließ sich nach Schüttel-

/ Scherstresseinwirkung keine Veränderung der Sekundärstruktur des Modellproteins fest-

stellen. Im Gegensatz dazu war nach Inkubation der Proben für 72 h bei 60°C eine Verände-

rung innerhalb der Sekundärstruktur des Moleküls nachweisbar. Dabei war ein Anstieg des 

Anteils an α-Helix, Schleifen und ungeordneten Strukturen zu beobachten. Zusätzlich konnte 

nach Induktion von thermischem Stress eine Abnahme im Anteil der β-Faltblattstruktur nach-

gewiesen werden. Nach Inkubation der Proben für zusätzliche 24 h unter 60°C (Daten nicht 

gezeigt) konnten eine weitere Zunahme des Anteils an α-Helix, an Schleifen und an unge-

ordneter Strukturen bzw. eine Reduktion an β-Faltblatt beobachtet werden. 

 

4.1.4 Untersuchung des Einflusses verschiedener Stressbedingungen 

auf die Tertiärstruktur der Proteinproben 

Um strukturelle Veränderungen innerhalb der Tertiärstruktur nach Stressinduktion nachzu-

weisen, wurden die intrinsische Fluoreszenz bzw. Autofluoreszenz der Proteine untersucht. 

Aufgrund der aromatischen Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin sind Protei-
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ne in der Lage, eigenständig im UV-Bereich zu fluoreszieren. Die Aminosäure Tryptophan 

emittiert hierbei den größten Teil des gemessenen Fluoreszenzlichts. Infolge ihrer Struktur 

zeigen alle fluoreszenzbeteiligten Aromaten einen unpolaren Charakter und sind daher an 

den hydrophoben Wechselwirkungen im Proteinkern beteiligt. Kommt es aufgrund exogener 

Einflüsse zu einer Strukturänderung des Proteins, können aromatische Aminosäuren an die 

Proteinoberfläche treten und damit zu einer Verschiebung der intrinsischen Fluoreszenz zu 

größeren Wellenlängen hin führen. Weiterhin kann sich die strukturelle Änderung des Pro-

teins in einer Variation der Fluoreszenzintensität äußern. Eine Umfaltung des Moleküls führt 

gleichzeitig zu einer Veränderung der Distanz von Aromaten zu quenchenden Peptidbindun-

gen bzw. weiteren Aminosäuren. Somit unterliegt das emittierte Fluoreszenzlicht unter-

schiedlichen Einflüssen des Quenchvorgangs, was sich in einer Erhöhung bzw. Reduzierung 

der Fluoreszenzintensität äußern kann. 

Um Veränderungen der Tertiärstruktur des Modellantikörpers nach Stresseinwirkung zu de-

tektieren, wurden die Fluoreszenzspektren des schüttel-/ scher- und thermisch gestressten 

Antikörpers dem Spektrum des nativen Moleküls gegenübergestellt. Dabei wurden sowohl 

die maximalen Fluoreszenzintensitäten als auch das Emissionsmaximum der einzelnen Pro-

teinspektren miteinander verglichen. 

Abbildung 4.4 zeigt die Emissionsspektren der jeweiligen Proteinproben bei einer Anre-

gungswellenlänge von 280 nm in wässriger Lösung. Die korrespondierenden maximalen 

Fluoreszenzintensitäten sind zusammen mit den Emissionsmaxima in Tabelle 4.2 zusam-

mengefasst. 

Im Gegensatz zum thermisch gestressten Antikörper ließ sich mit der Aufnahme des Auto-

fluoreszenzspektrums des schüttel-/ schergestressten Moleküls keine Veränderung der Ter-

tiärstruktur nachweisen. Trotz visuell festgestellter Aggregation zeigten sich weder eine Ver-

schiebung des Emissionsmaximums des Spektrums noch eine Abnahme der Fluoreszenzin-

tensität.  

Die Tertiärstruktur des thermisch gestressten Antikörpers unterlag hingegen einer deutlichen 

Veränderung. Hier waren sowohl eine Verringerung der maximalen Fluoreszenzintensität als 

auch eine Rotverschiebung des Emissionsmaximums von 337 nm zu 341 nm hin festzustel-

len. 
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Abbildung 4.4: Autofluoreszenzspektren des IgG1-Moleküls im nativen Zustand und 
nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das Fluoreszenzspektrum für den nativen (▲), den schüttel-/ schergestressten (7 h, 
300 min-1) (◊) und den thermisch gestressten (72 h, 60°C) (○) Antikörper wurde bei einer 
Konzentration von 0,05 mg/ml aufgenommen und aus drei Einzelmessungen akkumuliert. 

 

Tabelle 4.2: Eigenschaften der Autofluoreszenzspektren des IgG1-Moleküls im nativen Zustand 
und nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Auf Grundlage der in Abbildung 4.4 dargestellten Fluoreszenzspektren wurden die für den Nachweis 
eventueller Tertiärstrukturveränderungen nötigen Spektreneigenschaften bestimmt. Die Spektrenei-
genschaften repräsentieren Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Versuchsdurchführun-
gen. 

Probenbezeichnung Maximale Fluoreszenzin-

tensität [FU] 

Emissionsmaximum [nm] 

Nativ    459    (±9)    337   (±1) 

Schüttel-/ schergestresst 

(7 h, 300 min-1) 

   451    (±9)    337   (±1) 

Thermisch gestresst 

(72 h, 60°C) 

     724** (±24)   341** (±2) 

Kennzeichnung der signifikanten Unterschiede der schüttel-/ schergestressten und thermisch gestressten Pro-
teinprobe im Vergleich zum nativen Molekül im t-Test: ** p<0,01 
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4.1.5 Charakterisierung des Aggregations- und Fragmentierungspro-

zesses nach Stresseinwirkung 

Für eine detaillierte Charakterisierung von exogen induzierten Aggregations- und Fragmen-

tierungsprozessen wurden die dynamische Lichtstreuung, der spektroskopische Nachweis 

von amyloiden Fibrillen und intermolekularen Disulfidbrückenbindungen, die asymmetrische 

Fluss-Feldflussfraktionierung und die elektrophoretische Trennung eingesetzt. 

Um eine mögliche Aggregation von Antikörpermolekülen nachzuweisen, wurde zunächst die 

dynamische Lichtstreuung verwendet. Das Messprinzip dieser Technik beruht in der Propor-

tionalität der Partikelgröße zur Brownschen Molekularbewegung der Teilchen. Trifft Laser-

licht auf eine Proteinprobe, führt dies zu Intensitätsfluktuationen des detektierten Streulich-

tes. Diese Intensitätsschwankungen können im Anschluss mit der Partikelgröße der Molekü-

le korreliert werden. 

Für eine Bestimmung der Partikelgröße unter Einsatz der dynamischen Lichtstreuung zeigte 

sich die schüttel-/ schergestresste Proteinprobe ungeeignet. Hier ließ sich keine reproduzier-

bare Partikelgröße bestimmen. Im Gegensatz zur schüttel-/ schergestressten Probe konnte 

die Partikelgröße nach thermisch induzierten Stress bestimmt werden. Hier wurde ein An-

stieg des Antikörperradius, der in Form von dreifachen Bestimmungen ermittelt wurde, von 

6,5 nm (±0,4 nm) (ungestresste Probe) auf 41,6 nm** (±4,2 nm) (Kennzeichnung der signifi-

kanten Unterschiede im Vergleich zum nativen Molekül im t-Test: ** p<0,01) festgestellt. 

Für eine genaue Charakterisierung des Aggregationsprozesses nach thermisch- und scher-

induziertem Stress wurden die Lösungen auf eine Fibrillenbildung untersucht. Hierzu wurde 

der Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin T eingesetzt, der im ungebundenen Zustand keine Fluo-

reszenz zeigte. Sobald in einer Lösung hochgeordnete Proteinaggregate, sogenannte amy-

loide Fibrillen, vorlagen, führte dies zu einer selektiven Bindung des Farbstoffes an spezifi-

sche Bereiche der Fibrillen. Diese Bindung konnte über einen Anstieg der Farbstofffluores-

zenz detektiert werden. 
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Abbildung 4.5: Thioflavin T Spektrum des IgG1-Moleküls im nativen Zustand und nach Inkuba-
tion unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das Fluoreszenzspektrum unter Thioflavin T für den nativen (▲), den thermisch gestressten (72 h, 
60°C) (○) und den schüttel-/ schergestressten (7 h, 300 min-1) (◊) Antikörper wurde bei einer Konzent-
ration von 1,5 mg/ml und einer Farbstoffkonzentration von 0,075 mM aufgenommen und aus drei Ein-
zelmessungen akkumuliert. Aufgrund der Fluoreszenzintensitätsunterschiede ist der charakteristische 
Bereich des Fluoreszenzspektrums der nativen und schüttel-/ schergestressten Probe zusätzlich ge-
sondert dargestellt. 

 

Nach Lagerung der Proteinproben für 7 h bei 300 min-1 bzw. für 72 h bei 60°C wurden die 

Proben mit 0,075 mM Thioflavin T inkubiert und die aufgenommenen Fluoreszenzspektren 

aus drei Einzelmessungen dem Spektrum des nativen Antikörpers gegenübergestellt 

(Abbildung 4.5). Wenngleich mit Hilfe der visuellen Inspektion eine Aggregation der scherge-

stressten Proteinprobe nachgewiesen werden konnte, zeigte sich beim Vergleich des Fluo-

reszenzspektrums mit dem Spektrum des nativen Antikörpers keine Fibrillenbildung. Die ma-

ximale Fluoreszenz der nativen und der schergestressten Probe wurde bei 11 FU (±0 FU für 

das native Protein und ±2 FU für das schergestresste Molekül) bestimmt. Im Gegensatz zur 

schergestressten Probe konnte beim thermischen Stressmuster eine Fibrillenbildung nach-

gewiesen werden. Hier war ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenzintensität von ursprünglich 

11 FU auf 785 FU*** (±30 FU) (Kennzeichnung der signifikanten Unterschiede im Vergleich 

zum nativen Molekül im t-Test: *** p<0,01) nachzuweisen. 
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Für eine Beurteilung des Einflusses unterschiedlicher Stressbedingungen auf den relativen 

Gehalt an Monomer, Aggregaten und Fragmenten wurden Untersuchungen mittels einer 

AF4-Separation vorgenommen. 

Bereits bei der Injektion verschiedener Antikörperkonzentrationen des nativen Moleküls zeig-

te sich die Neigung des Modellantikörpers im Separationskanal temporär zu assoziieren (Da-

ten nicht gezeigt). Auch mit der Variation des Laufpuffers, unterschiedlichen Flussgeschwin-

digkeiten oder der Art der Separationsmembran konnte eine temporäre Assoziation nicht 

vermieden werden. Einzig die Minimierung der Injektionsmenge auf 9 µg Antikörper führte zu 

einer gute Separation. Neben dieser Limitation war zusätzlich eine Messung der schüttel-

/ schergestressten Probe nicht möglich. Aufgrund der Größe der Aggregate kam es hier be-

reits nach kurzer Zeit zu einer partiellen Sedimentation. Auch ein Transfer in die für eine 

Messung nötigen Vials war aufgrund der starken Assoziation der Aggregate an verschiedene 

Oberflächen nicht möglich. Damit wurde die Charakterisierung des Gehalts an Monomer, 

Aggregaten und Fragmenten nur für den nativen und den thermisch gestressten Antikörper 

durchgeführt (Abbildung 4.6). 

Während der Separation des nativen IgG-Moleküls zeigten sich sowohl ein Monomer- als 

auch ein Aggregatpeak. Mit der Verwendung der 100 %-Methode ließen sich anhand von 

Doppelbestimmungen für das Monomer ein Gehalt von 97,5 % (±0,2 %) und für die Aggrega-

te ein Gehalt von 2,5 % (±0,2 %) bestimmen. Für die über die UV-Detektion bestimmte Ge-

samtwiederfindung wurde ein Betrag von 93,7 % (±0,6 %) ermittelt. 

Nach Induktion von thermischem Stress war parallel zu einer Erhöhung der Fragmentierung 

auch ein Anstieg des Gehalts an höheren Aggregaten nachweisbar. Gleichzeitig war ein 

deutlicher Rückgang der Monomer- und ersten Aggregatpeakfläche festzustellen. Gegen-

über der Separation des nativen Antikörpers zeigte die Untersuchung des thermisch ge-

stressten Moleküls eine Reduzierung des Monomergehalts auf 64,5 % (±0,4 %) und des An-

teils an kleinen Aggregaten auf 1,9 % (±0,0 %). Wie u. a. mit der DLS festgestellt, wurde für 

den Modellantikörper nach Induktion von thermischem Stress ein Anstieg des Gehaltes an 

hochmolekularen Aggregaten nachgewiesen. Deren Anteil betrug 29,5 % (±0,7 %) an der 

gesamten Proteinmasse. Für die entstandene Fraktion an Fragmenten wurde ein Massenan-

teil von 4,2 % (±0,3 %) ermittelt. Im Vergleich zum nativen Modellantikörper waren neben 

den Veränderungen der einzelnen Massenanteile an Fragment, Monomer und Aggregaten 

ein deutlicher Rückgang der über die UV-Detektion bestimmten Gesamtwiederfindung auf 

63,2 % (±0,1 %) festzustellen. 
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Abbildung 4.6: AF4 Separation des nativen und thermisch gestressten Modellantikörpers bei 
gleichzeitiger UV-Detektion. 

Das Separationsprofil des nativen (—) und des thermisch gestressten (72 h, 60°C) (—) Antikörpers 
wurde bei einer Proteinmenge von 9 µg aufgenommen. Zur detaillierten Darstellung der Fragment- 
bzw. Aggregatpeaks wurde der charakteristische Bereich der Separation gesondert dargestellt. Dar-
gestellt ist ein repräsentativer Lauf aus zwei Analysen. 

 

Der über die AF4 Separation beobachtete thermisch induzierte Fragmentierungsprozess 

sollte im Anschluss ausführlich untersucht werden. Zusätzlich wurde auch die schüttel-

/ schergestresste Proteinprobe mit Hilfe der hierzu eingesetzten elektrophoretischen Tren-

nung auf mögliche Fragmentierungsprozesse untersucht (Abbildung 4.7 und Tabelle 4.3). 

Unter nicht reduzierten Bedingungen wurde für das schüttel-/ schergestresste Modellprotein 

unter Einsatz der Gelelektrophorese kein stressinduzierter Fragmentierungsprozess nach-

gewiesen. Wie auch im nativen Zustand zeigten sich ein Monomeranteil von 89,9 % und eine 

vorliegende geringe Fragmentierung. Die Banden unterhalb des vollständigen Antikörpermo-

leküls wiesen auf H2L-, H2- und L-Fragmente hin. Auffällig war bereits beim nativen Antikör-

per die bestimmte Molekülgröße von 167 kDa, die das aus der Aminosäuresequenz berech-

neten Molekulargewicht von 153 kDa deutlich überstieg. 
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Abbildung 4.7: Elektrophoretische Trennung des IgG1-
Moleküls im nativen Zustand und nach Inkubation unter 
verschiedenen Stressbedingungen. 

Unter nicht reduzierten Bedingungen wurden das native (1.), 
das schüttel-/ schergestresste (7 h, 300 min-1) (2.) und das 
thermisch gestresste (72 h, 60°C) (3.) Modellprotein elektropho-
retisch getrennt. Die Größenbestimmung erfolgte über den Ver-
gleich der erhaltenen Proteinbanden mit dem aufgetragenen 
Größenstandard (L). Dargestellt ist ein repräsentativer Lauf aus 
drei Analysen. 

 

Die mit Hilfe der AF4-Separation nachgewiesene voranschreitende Fragmentierung des Mo-

dellantikörpers unter thermischen Stress konnte mit der nicht reduzierenden elektrophoreti-

schen Trennung bestätigt werden. Nach der Induktion von thermischem Stress zeigten sich 

ein deutlicher Anstieg des Fragmentierungsgrades des Antikörpers und die damit verbunde-

ne Reduzierung des Anteils an Antikörpermonomer von 89,9 % auf 75,0 %. Neben dem Ver-

lust der L-Ketten ließen sich zusätzlich Bindungsbrüche zwischen den jeweiligen H-Ketten 

nachweisen. 
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Tabelle 4.3: Charakterisierung der Fragmentierung des IgG1-Moleküls im nativen Zustand und 
nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Auf Grundlage der in Abbildung 4.7 dargestellten Gelelektrophorese wurden die Anteile der jeweiligen 
Antikörperketten bestimmt. Die Anteile repräsentieren Mittelwerte und Standardabweichungen von 
drei Replikaten eines Versuches. 

Kettenbezeichnung Modellantikörper, 

nativ 

Modellantikörper, 

schüttel-

/ schergestresst 

Modellantikörper, 

thermisch ge-

stresst 

H2L2  89,9 % (±1,3 %)  88,7 % (±1,4 %)  75,0 %* (±2,2 %) 

H2L   2,9 % (±0,2 %)    3,7 % (±0,4 %)     7,8 %** (±0,4 %) 

H2   1,1 % (±0,1 %)    1,3 % (±0,2 %)     7,7 %** (±0,8 %) 

HL   0,3 % (±0,0 %)    0,3 % (±0,1 %)     3,4 %** (±0,5 %) 

H   0,2 % (±0,0 %)    0,3 % (±0,1 %)     2,2 %** (±0,3 %) 

L   0,6 % (±0,1 %)    0,8 % (±0,1 %)     1,7 %    (±0,7 %) 

Summe  94,6 % (±1,2 %)  95,1 % (±0,7 %)      97,7 %   (±2,1 %) 

Kennzeichnung der signifikanten Unterschiede der schüttel-/ schergestressten und thermisch gestressten Pro-
teinprobe im Vergleich zum nativen Molekül im t-Test: ** p<0,01; * p<0,05 

 

Trotz sichtbarer Aggregation des schüttel-/ schergestressten Modellproteins konnte mit den 

zuvor dargestellten Analysenmethoden kein Aggregationsprozess nachgewiesen bzw. cha-

rakterisiert werden. Aus diesem Grund sollte eine mögliche Aggregation über die Bildung 

intermolekularer Disulfidbrückenbindungen unter Verwendung eines Fluoreszenzassays 

überprüft werden. Um den Anteil an freien Sulfhydryl-Gruppen zu bestimmen, musste zu-

nächst die einzusetzende Konzentration an Gdn-HCl für eine vollständige Entfaltung des 

Modellantikörpers identifiziert werden. Hierzu wurde der Antikörper mit verschiedenen Kon-

zentrationen an Gdn-HCl inkubiert und im Anschluss die Eigenfluoreszenz des Moleküls be-

stimmt (Abbildung 4.2). 

Das über Gdn-HCl induzierte Denaturierungsprofil zeigte eine einsetzende Transition der 

Proteinstruktur bei 2,5 M Gdn-HCl. Bei einem normierten Fluoreszenzwert von Eins war der 

Denaturierungsprozess des Antikörpers bei einer Konzentration ab 5,5 M Gdn-HCl vollstän-

dig vollzogen. Um das Modellprotein für die folgenden Untersuchungen komplett zu entfalten 

und folglich auch freie Sulfhydryl-Gruppen im Inneren des Moleküls für den Fluoreszenzfarb-

stoff zugänglich zu machen, wurde für alle weiteren Versuche eine Gdn-HCl Konzentration 

von 5,8 M eingesetzt. 
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Abbildung 4.8: Fluoreszenz-Denaturierungsprofil des nativen Modellantikörpers bei 
verschiedenen Konzentrationen an Gdn-HCl. 

Der Modellantikörper wurde mit verschiedenen Konzentrationen an Gdn-HCl inkubiert 
(0 M – 5,8 M). Im Anschluss wurde die Eigenfluoreszenz des Proteins bestimmt. Die er-
mittelten maximalen Emissionen wurden normiert und über den jeweiligen Gdn-HCl Kon-
zentrationen aufgetragen. Die normierten Fluoreszenzintensitäten repräsentieren Mittel-
werte und Standardabweichungen von drei Versuchsdurchführungen. 

 

Für eine Charakterisierung des Aggregationsprozesses über die Bildung von intermolekula-

ren Disulfidbrückenbindungen wurden die Proben nach der vollständigen Denaturierung mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff NPM versetzt und die maximale Emission des Spektrums be-

stimmt. Über den Vergleich der Fluoreszenz von ungestressten mit schüttel-

/ schergestressten Molekülen wurde eine eventuelle Reduzierung bzw. ein eventueller An-

stieg der freien Sulfhydryl-Gruppen abgeleitet. Um die Zeitabhängigkeit der Bildung intermo-

lekularer Disulfidbrückenbindungen nachzuweisen, wurde das Modellprotein für 2 h, 7 h und 

20 h mit einer Frequenz von 300 min-1 horizontal geschert. Die resultierende Kinetik ist Ab-

bildung 4.9 zu entnehmen. Es ließ sich eine deutliche Abhängigkeit des Anteils an freien Sul-

fhydryl-Gruppen im Molekül mit der Länge der Schüttel-/ Schereinwirkung nachweisen. Unter 

dem Einfluss von Schüttel-/ Scherstress war im Vergleich zum nativen Antikörper nach zwei 

Stunden eine Reduzierung des Gehalts an freien Sulfhydryl-Gruppen um 13 % zu beobach-

ten. Mit der weiteren Inkubation des Modellproteins unter Schüttel-/ Schereinwirkung ließ 

sich nach insgesamt 7 h bzw. 20 h eine weitere Reduzierung des Anteils an freien Sul-

fhydryl-Gruppen um 18 % bzw. 38 % nachweisen. 
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Abbildung 4.9: Bestimmung des Anteils freier Sulfhydryl-Gruppen des Modellantikörpers nach 
horizontalem Schüttel-/ Scherstress. 

Nach vollständiger Denaturierung des Modellproteins wurde die prozentuale Reduzierung der durch 
freie Sulfhydryl-Gruppen induzierten Fluoreszenz des schüttel-/ schergestressten Moleküls im Ver-
gleich zur Fluoreszenz des nativen Moleküls aufgetragen. Die bestimmten Anteile repräsentieren Mit-
telwerte und Standardabweichungen von zwei Versuchsdurchführungen. (*) kennzeichnet signifikante 
Unterschiede zum nativen Protein im t-Test (p<0,05). 

 

Neben einer thermisch induzierten Aggregation aufgrund einer Sekundär- bzw. Tertiärstruk-

turänderung wurde im Folgenden auch eine Partikelbildung durch die Bildung von intermole-

kularen Disulfidbrückenbindungen untersucht. Unter dem Einfluss von thermischem Stress 

konnte im Vergleich zum nativen Modellantikörper eine Reduzierung des Gehalts an freien 

Sulfhydryl-Gruppen um 52 % nachgewiesen werden. 
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Abbildung 4.10: Bestimmung der NPM Fluoreszenz des nativen und ther-
misch gestressten Modellantikörpers. 

Nach vollständiger Denaturierung des Modellantikörpers wurde, zur Bestim-
mung der im Molekül vorhandenen freien Sulfhydryl-Gruppen, die über NPM in-
duzierte Fluoreszenz detektiert. Für die Untersuchung des Einflusses von 
Schüttel-/ Scherstress auf den Gehalt freier Sulfhydryl-Gruppen wurde die Fluo-
reszenz des nativen Moleküls (1) der des thermisch gestressten Moleküls (72 h, 
60°C) (2) gegenübergestellt. Die bestimmten Fluoreszenzintensitäten repräsen-
tieren Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei Versuchsdurchführun-
gen. (**) kennzeichnet signifikante Unterschiede zum nativen Protein im t-Test 
(p<0,01). 

 

4.1.6 Untersuchung des Einflusses verschiedener Stressbedingungen 

auf die Bindungseigenschaften der Proteinproben 

Ein Kriterium für die Gewährleistung eines stabilen antikörperbasierten Therapeutikums ist 

der Erhalt der Bindungsfähigkeit der Moleküle an das spezifische Antigen. Hierzu kann über 

den Einsatz der Oberflächen-Plasmon-Resonanz Technologie die Affinität der Proteine be-

stimmt werden. 

Für die Bestimmung der für alle vollen Antikörper charakteristischen Affinität wurden zwei 

Flusszellen eines CM5 Sensorchips eingesetzt. Hierzu wurde auf einer der Zellen ein anti-

human IgG-Molekül, welches verschiedene humane Antikörper an deren Fc Teil binden kann, 

immobilisiert. Die zweite der Flusszellen wurde inaktiviert und diente als Referenzzelle. Für 

die sich anschließende Affinitätsbestimmung war es Voraussetzung, die einzusetzende Kon-

zentration an zu analysierenden Antikörper und dessen Kontaktzeit mit der Chipoberfläche 

zu bestimmen. Grundvorrausetzung einer exakten Affinitätsbestimmung ist die Kopplung 

einer geringen Menge Protein an die Chipoberfläche. Mit Kenntnis des Molekulargewichtes 

des zu analysierenden Antikörpers und des spezifischen Antigens konnte die final gebunde-

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

1 2

F
lu

o
re

s
z
e

n
z
, N

P
M
 [

F
U

] 

Probenbezeichnung [-] 

** 



Ergebnisse 57 

 

 

 

ne Proteinmenge, die unterhalb von 100 RU liegen sollte, berechnet werden. Für den in die-

ser Arbeit verwendeten Antikörper bzw. das Antigen ergab sich bei einer Koppelung von 100 

RU Antikörper für die folgende Bindung des spezifischen Antigens eine maximal zu errei-

chende Koppelung von 44 RU. Hierzu wurde eine Konzentrationsreihe des Analytantikörpers 

von 2,000 µg/ml bis 0,125 µg/ml angefertigt und diese injiziert. Mit der in Abbildung 4.11 dar-

gestellten Antikörperkonzentration von 1,000 µg/ml und einer Oberflächenkontaktzeit dieser 

Konzentration von 93 s waren somit die Voraussetzungen für eine Affinitätsbestimmung ge-

geben. 

 

 

Abbildung 4.11: Konzentrationsreihe des nativen Antikörpers unter Einsatz der Oberflächen-
Plasmon-Resonanz. 

Zur Bestimmung der einzusetzenden Konzentration an Modellantikörper und dessen Kontaktzeit mit 
der Chipoberfläche wurden verschiedene Konzentrationen an Modellantikörper für 180 s injiziert: ( — ) 
2,000 µg/ml Antikörper, ( — ) 1,000 µg/ml Antikörper, ( — ) 0,500 µg/ml Antikörper, ( — ) 0,250 µg/ml 
Antikörper und ( — ) 0,125 µg/ml Antikörper. Die schwarze Markierung zeigt die einzusetzende Kon-
zentration von 1,000 µg/ml und eine Kontaktzeit dieser Konzentration für 93 s zum Erreichen der nöti-
gen Proteinbindung von 100 RU. 
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Abbildung 4.12: Kinetikmessung des nativen Modellantikörpers. 

Zur Bestimmung der Affinität des Modellantikörpers wurden sechs verschiedene Konzentrationen an 
Antigen von 2,47 nM bis 600,00 nM auf die Chipoberfläche injiziert und das Assoziations- bzw. Disso-
ziationsprofil des Moleküls detektiert (n=2). Unter Anwendung eines mathematischen Modells für jede 
einzelne Injektion (dargestellt in schwarz) konnte die Gleichgewichtsdissoziationskonstante des Anti-
körpers bestimmt werden. 

 

Für die sich anschließende Kinetikmessung wurden nach der Koppelung des zu analysie-

renden Antikörpers sechs verschiedene Konzentrationen an Antigen von 2,47 nM bis 600,00 

nM auf die Chipoberfläche injiziert (Abbildung 4.12). Während der Injektion des Antigens 

zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg des Detektionssignals, die Assoziationsphase. An die 

Assoziationsphase schloss sich die Dissoziation an, in der die Chipoberfläche mit dem jewei-

ligen Laufpuffer gespült wurde. Neben der Assoziationsphase lieferte auch die Dissoziation 

wichtige Informationen für die anschließende Bestimmung der Affinität des Antikörpers. Hier-

zu wurde ein mathematisches Modell, über das eine 1:1 Bindung von Antikörper und Antigen 

beschrieben wird, an die Assoziations- und Dissoziationsprofile der verschiedenen Antigen-

konzentrationen angepasst. Unter Einsatz des in Abbildung 4.12 dargestellten mathemati-

schen Modells konnte eine Gleichgewichtsdissoziationskonstante (KD) des nativen Modellan-

tikörpers von 16 nM bestimmt werden. 

Um Rückschlüsse auf eine Veränderung der Bindungsqualität von verschieden gelagerten 

Molekülen zu ziehen, wurden mit Hilfe der Kinetikmessung für die gestressten Antikörpermo-

leküle die Gleichgewichtsdissoziationskonstanten ermittelt. Aufgrund der starken sichtbaren 

Aggregation war die schüttel-/ schergestresste Antikörperprobe für eine Bestimmung des KD-

Werts ungeeignet und wurde daher nicht untersucht. 
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Abbildung 4.13: Konzentrationsreihe des thermisch gestressten Antikörpers (72 h bei 60°C) 
unter Einsatz der Oberflächen-Plasmon-Resonanz Technologie. 

Zur Bestimmung der einzusetzenden Konzentration an Modellantikörper und dessen Kontaktzeit mit 
der Chipoberfläche wurden verschiedene Konzentrationen an Antikörper für 180 s injiziert: ( — ) 2,000 
µg/ml Antikörper, ( — ) 1,000 µg/ml Antikörper, ( — ) 0,500 µg/ml Antikörper und ( — ) 0,250 µg/ml 
Antikörper. Die schwarze Markierung zeigt die einzusetzende Konzentration von 2,000 µg/ml und eine 
Kontaktzeit dieser Konzentration für 136 s zum Erreichen der nötigen Proteinbindung von 100 RU. 

 

Zur Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstante nach Induktion des thermischen 

Stresses musste für den Antikörper zunächst, analog zum nativen Molekül, die einzusetzen-

de Konzentration und die Kontaktzeit mit der Chipoberfläche für eine finale Bindung von 100 

RU ermittelt werden. Da aufgrund der zuvor durchgeführten Analysen von einer Strukturän-

derung des gestressten Antikörpers auszugehen war, wurde eine Konzentrationsreihe von 

2,000 µg/ml bis 0,250 µg/ml durchgeführt (Abbildung 4.13). Mit der in Abbildung 4.13 darge-

stellten Antikörperkonzentration von 2,000 µg/ml und einer Kontaktzeit dieser Konzentration 

von 136 s mit der Chipoberfläche waren die Voraussetzungen für eine Affinitätsbestimmung 

gegeben. Folglich war, im Vergleich zum nativen Antikörper, die doppelte Konzentration an 

Protein und die 1,5 fache Injektionszeit für eine Gesamtbindung an 100 RU nötig. 

Um Rückschlüsse auf eine Veränderung der Bindungsqualität des immobilisierten thermisch 

gestressten Antikörpers zu ziehen, wurde im Anschluss mit Hilfe der Kinetikmessung die 

Gleichgewichtsdissoziationskonstante bestimmt. 
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Abbildung 4.14: Kinetikmessung des thermisch gestressten Modellantikörpers (72 h bei 60°C). 

Zur Bestimmung der Affinität des Modellantikörpers wurden sechs verschiedene Konzentrationen an 
Antigen von 2,47 nM bis 600,00 nM auf die Chipoberfläche injiziert und das Assoziations- bzw. Disso-
ziationsprofil des Moleküls detektiert (n=2). Unter Anwendung eines mathematischen Modells für jede 
einzelne Injektion (dargestellt in schwarz) konnte die Gleichgewichtsdissoziationskonstante für den 
Antikörper bestimmt werden. 

 

Im Vergleich zum nativen Antikörper zeigte das thermisch gestresste Molekül eine deutlich 

geringere Bindung des Antigens an den Antikörper. Hier wurden statt maximal 38 RU im na-

tiven Zustand maximal 14 RU erreicht. Zur Bestimmung der Affinität des Antikörpers wurde 

ein mathematisches Modell, über das eine 1:1 Bindung von Antikörper und Antigen be-

schrieben wird, an die Assoziations- und Dissoziationsprofile der verschiedenen Antigenkon-

zentrationen angepasst (Abbildung 4.14). Das mathematische 1:1 Modell zur Beschreibung 

der Bindungseigenschaften des nativen Antikörpers erwies sich für das thermisch gestresste 

Molekül als ungeeignet. Hier zeigte die Auswertung der Residuen, dass das detektierte Bin-

dungsprofil nur ungenügend vom gewählten mathematischen Modell beschrieben werden 

konnte. Auch mit dem Wechsel des Modells hin zu einer Beschreibung heterogener Zusam-

menhänge konnte keine adäquate Anpassung erzielt werden (Daten nicht gezeigt). Aus die-

sem Grund wurde für den Vergleich der Bindungseigenschaften von gestresstem und unge-

stresstem Antikörper eine Affinitätsmessung herangezogen. Hier wurden die Messwerte am 

Ende jeder einzelnen Antigeninjektion im Gleichgewichtszustand über den jeweiligen Anti-

genkonzentrationen in einer Dosis-Wirkungskurve aufgetragen. Im Anschluss wurde eine 

Ausgleichsfunktion an die ermittelten Daten angepasst und bei der halbmaximalen Bindung 

die Gleichgewichtsdissoziationskonstante bestimmt (Abbildung 4.15). 
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Abbildung 4.15: Affinitätsmessung des nativen und thermisch gestressten Modellantikörpers. 

Zur Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten des Modellantikörpers wurden sechs 
verschiedene Konzentrationen an Antigen von 2,47 nM bis 600,00 nM auf die Chipoberfläche injiziert 
und die Responses im Gleichgewichtszustand über den entsprechenden Antigenkonzentrationen auf-
getragen (n=2). (A) Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten des nativen Modellanti-
körpers. (B) Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten des thermisch gestressten Mo-
dellantikörpers (72 h, 60°C). 

 

Um eventuelle Veränderungen in den Bindungseigenschaften des Modellantikörpers nach 

Stresseinwirkung nachzuweisen, wurden die über die „steady-state affinity“ bestimmten 

Gleichgewichtsdissoziationskonstanten miteinander verglichen. Gegenüber der Gleichge-

wichtskonstanten des nativen Antikörpers von 3,8·10-8 M wies das thermisch gestresste Mo-

lekül mit 1,9·10-7 M eine fünffach erhöhte Konstante auf. Da es sich bei der Gleichgewichts-

konstanten um einen Quotienten der Dissoziations- und der Assoziationskonstanten handelt, 

kann eine Erhöhung der Gleichgewichtskonstanten mit einer Reduzierung der ursprünglichen 

Affinität des Antikörpermoleküls gleichgesetzt werden. 

Um die Eignung dieser Methode für weitere volle Antikörper zu prüfen, wurden im Anschluss 

verschiedene Entwicklungskandidaten der Firma Bayer Pharma AG untersucht (Daten nicht 

gezeigt). Wie bei dem in dieser Arbeit eingesetzten Modellantikörper konnten auch für die 

zusätzlich untersuchten Moleküle die Bindungseigenschaften mit Hilfe der Kinetik- bzw. Affi-

nitätsmessung charakterisiert werden. 
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4.2 Anwendung der analytischen Plattform für einen bispe-

zifischen Antikörper 

Nach der vollständigen Entwicklung der analytischen Plattform sollte deren Eignung für einen 

bispezifischen Antikörper geprüft werden. Zusätzlich sollten die durch thermischen und 

schüttel-/ scherinduzierten Stress ausgelösten Degradationsmechanismen charakterisiert 

werden. Die auftretenden Instabilisierungswege wurden mit den Abbauwegen des Modellan-

tikörpers bzw. des eingesetzten Fab Fragments verglichen. 

 

4.2.1 Visuelle Beurteilung der gestressten Proteinproben 

Für eine Charakterisierung von thermisch- und schüttel-/ scherinduzierten Degradationsweg-

en war es zunächst erforderlich, über die Wahl geeigneter Lagerparameter eine Instabilisie-

rungsreaktion des bispezifischen Antikörpers auszulösen. Im Vergleich zum Modellantikörper 

war die visuelle Inspektion nur begrenzt einsetzbar. Zwar konnten geeignete Lagerparameter 

für den schüttel-/ scherinduzierten Stress identifiziert werden (24 h, 300 min-1), jedoch ließen 

sich trotz der in Abschnitt 4.2.5 nachgewiesenen Degradation keine visuellen Veränderungen 

des thermisch gelagerten Stressmusters (fünf Wochen, 40°C) feststellen. 

Um den Einfluss verschiedener Stressbedingungen auf auftretende optische Veränderungen 

zu protokollieren, wurde das visuelle Bild der Lösung gegen einen schwarzen Hintergrund 

aufgenommen (Abbildung 4.16). Während nach Lagerung der Proben bei 40°C für fünf Wo-

chen keine visuelle Veränderung beobachtet werden konnte, zeigte die schüttel-

/ schergestresste Probe eine deutliche Eintrübung und Aggregation. Neben der Sedimentati-

on von großen Aggregaten der schüttel-/ schergestressten Probe war zusätzlich eine Ad-

sorption von Partikeln an die Vialwand festzustellen. 
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Abbildung 4.16: Visuelle Beurteilung des bispezifischen Antikörpers im nativen Zustand und 
nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das Bild des bispezifischen Antikörpers wurde im nativen Zustand (A), nach fünf wöchiger Inkubation 
bei 40°C (B) und nach 24 h horizontalem Schüttel-/ Scherstress bei einer Frequenz von 300 min-1 (C) 
protokolliert. 

 

4.2.2 Bestimmung des Proteinschmelzpunktes nach Stresseinwirkung 

Wie bereits beim Modellantikörper dargestellt, sollte unter Verwendung der DSC ein mögli-

cher Einfluss von exogen ausgelöster Degradation auf den thermisch induzierten Umfal-

tungsprozess und die damit detektierbaren Transitionstemperaturen untersucht werden. Die 

ermittelten Transitionstemperaturen sollten zusätzlich genutzt werden, um eine geeignete 

Lagertemperatur für den bispezifischen Antikörper zu identifizieren. 

Aufgrund der deutlich sichtbaren Aggregation war der bispezifische Antikörper nach Schüt-

tel-/ Schereinwirkung für eine Bestimmung der Transitionstemperaturen ungeeignet. Daher 

erfolgte lediglich die Analyse des Einflusses des Temperaturstresses auf den thermisch in-

duzierten Umfaltungsprozess und die über diesen Prozess bestimmten Transitionstempera-

turen (Abbildung 4.17). 
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Abbildung 4.17: Entfaltungskurve des bispezifischen Antikörpers im nativen Zustand und nach 
Induktion von thermischem Stress. 

Die Transitionstemperaturen der beiden Domänen des bispezifischen Antikörpers wurden für das un-
gestresste (A) und das thermisch gestresste (fünf Wochen, 40°C) (B) Molekül bestimmt. Hierzu wur-
den die Proben zuvor auf eine Konzentration von 0,5 mg/ml mit Placebopuffer verdünnt und mit einer 
Geschwindigkeit von 60°C/h thermisch denaturiert (schwarz). Die Transitionstemperaturen der einzel-
nen Domänen ließen sich nach Anpassung eines mathematischen Modells (rot) an die Transitionskur-
ve anhand der Maxima bestimmen. Dargestellt ist ein repräsentativer Lauf aus zwei Analysen. 

 

Aufgrund des strukturellen Aufbaus des bispezifischen Antikörpers konnten anhand der 

Transitionskurve für jedes der beiden scFv eine Transitionstemperatur ermittelt werden. Hier 

zeigte sich für das native Molekül eine Transitionstemperatur des ersten scFv von 51°C und 

für das zweite Fragment von 60°C. Gegenüber dem nativen Molekül ließ sich keine Verände-

rung der Transitionstemperaturen der temperaturgestressten Probe nachweisen. Jedoch war 

eine deutliche Reduzierung der ermittelten spezifischen Wärmekapazität des scFv mit der 

niedrigeren Transitionstemperatur zu beobachten. 

Da für die Lagerung des Proteins eine Temperatur unterhalb der niedrigsten Transitionstem-

peratur zu wählen ist, konnte anhand der Analyse für den nativen bispezifischen Antikörper 

in einem Vorversuch eine geeignete Lagertemperatur von 40°C identifiziert werden. 

 

4.2.3 Untersuchung des Einflusses verschiedener Stressbedingungen 

auf die Sekundärstruktur der Proteinproben 

Um Veränderungen der Sekundärstruktur des Antikörperfragments nach Stresseinwirkung zu 

detektieren, wurden die Spektren des thermisch- und schüttel-/ schergestressten Antikörper-

fragments dem des nativen Moleküls gegenübergestellt. Da die Aufnahme eines Spektrums 

mittels CD Messung aufgrund der hohen Eigenadsorption der Pufferzusätze nicht möglich 

war, wurde auf die FT-IR-Spektroskopie zurückgegriffen. Im Gegensatz zur CD-
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Spektroskopie erfolgt die Strukturaufklärung von Proteinen in der FT-IR-Spektroskopie durch 

die Detektion von Schwingungen der Peptidbindungen. So erlaubt die Lage der Absorptions-

banden der Amid I Schwingung, deren Energie hauptsächlich aus der Carbonylschwingung 

der Amidgruppe stammt, Rückschlüsse auf Sekundärstrukturelemente von Proteinen. 

 

 

Abbildung 4.18: Zweite Ableitung des FT-IR-Spektrums vom nativen und gestressten bispezifi-
schen Antikörper. 

Die zweite Ableitung des FT-IR-Spektrums wurde für den nativen (—), den schüttel-/ schergestressten 
(24 h, 300 min-1) (—) und den thermisch gestressten (fünf Wochen, 40°C) (—) bispezifischen Antikör-
per bei einer Konzentration von 0,718 mg/ml bestimmt und aus drei Einzelmessungen akkumuliert. 

 

Abbildung 4.18 zeigt die Amid I Region des IR-Spektrums für den nativen, thermisch- und 

schüttel-/ schergestressten bispezifischen Antikörper. Im Vergleich zum nativen Molekül lie-

ßen sich für das thermisch gestresste Protein keine signifikanten Unterschiede innerhalb der 

Sekundärstruktur feststellen. Die dominanten Banden bei 1637 cm-1 und 1691 cm-1 können 

auf das Vorhandensein von intramolekularem β-Faltblatt zurückgeführt werden. Die geringen 

Abweichungen des Spektrums des thermisch gestressten Moleküls im Vergleich zum nativen 

Protein im Bereich von 1660 cm-1 bis 1700 cm-1 sind nicht signifikant. 

Im Vergleich zum Temperaturstress führte der Schüttel-/ Scherstress zu einem deutlichen 

Verlust der nativen Sekundärstruktur des bispezifischen Antikörpers. Die dominante Bande 
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des β-Faltblatts bei 1637 cm-1 war nach Schüttel-/ Scherstressinduktion völlig verschwunden. 

Darüber hinaus führte die Schüttel-/ Schereinwirkung zur Entstehung zweier Banden bei 

1649 cm-1 und 1621 cm-1. Hierbei kann die Bande bei 1649 cm-1 ungeordneten Strukturen 

und die Bande bei 1621 cm-1 intermolekularen β-Faltblattstrukturen zugeordnet werden. 

 

4.2.4 Untersuchung des Einflusses verschiedener Stressbedingungen 

auf die Tertiärstruktur der Proteinproben 

Um Veränderungen der Tertiärstruktur des bispezifischen Antikörpers nach Stresseinwirkung 

zu detektieren, erfolgte ein Vergleich der Fluoreszenzspektren des thermisch- und schüt-

tel-/ schergestressten Antikörperfragments und des nativen Moleküls. Dabei wurden sowohl 

die maximalen Fluoreszenzintensitäten als auch das Emissionsmaximum der einzelnen 

Spektren gegenüber gestellt. 

 

 

Abbildung 4.19: Autofluoreszenzspektren des bispezifischen Antikörpers im nati-
ven Zustand und nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das Fluoreszenzspektrum für das native (▲), das schüttel-/ schergestresste (24 h, 
300 min-1) (◊) und das thermisch gestresste (fünf Wochen, 40°C) (○) Fragment wurde bei 
einer Konzentration von 0,02 mg/ml aufgenommen und aus zwei Einzelmessungen ak-
kumuliert. 

 

Abbildung 4.19 zeigt die Emissionsspektren der jeweiligen Proteinproben bei einer Anre-

gungswellenlänge von 280 nm in wässriger Lösung. Die korrespondierenden maximalen 
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Fluoreszenzintensitäten sind zusammen mit den Emissionsmaxima in Tabelle 4.4 zusam-

mengefast. 

Durch den Vergleich des Spektrums des nativen Antikörperfragments mit dem des schüttel-/ 

schergestressten Moleküls ließ sich keine Veränderung innerhalb der Tertiärstruktur nach-

weisen, die Verschiebung der Wellenlänge des Emissionsmaximum wurde als nicht signifi-

kant berechnet. Dennoch zeigte sich eine deutliche Reduzierung der Autofluoreszenz der 

schüttel-/ schergestressten Probe von ursprünglich 572 FU auf 293 FU. 

Für das thermisch gestresste Fragment ließen sich keine Veränderungen innerhalb der Ter-

tiärstruktur nachweisen. Das Autofluoreszenzspektrum des thermisch gestressten Moleküls 

glich dem des nativen Antikörperfragment und zeigte eine maximale Fluoreszenzintensität 

von 559 FU bzw. ein Emissionsmaximum bei 338 nm. 

 

Tabelle 4.4: Eigenschaften der Autofluoreszenzspektren des bispezifischen Antikörpers im 
nativen Zustand und nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Auf Grundlage der in Abbildung 4.19 dargestellten Fluoreszenzspektren wurden die für den Nachweis 
eventueller Tertiärstrukturveränderungen nötigen Spektreneigenschaften bestimmt. Die Spektrenei-
genschaften repräsentieren Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei Versuchsdurchführun-
gen. 

Probenbezeichnung Maximale Fluoreszenzin-

tensität [FU] 

Emissionsmaximum [nm] 

Nativ 572   (± 1) 337 (±1) 

Schüttel-/ schergestresst 

(24 h, 300 min-1) 

293* (±21) 333 (±2) 

Thermisch gestresst 

(fünf Wochen, 40°C) 

559  (±11) 338 (±1) 

Kennzeichnung der signifikanten Unterschiede der schüttel-/ schergestressten und thermisch gestressten Pro-
teinprobe im Vergleich zum nativen Molekül im t-Test: * p<0,05 

 

4.2.5 Charakterisierung des Aggregation- und Fragmentierungsprozes-

ses nach Stresseinwirkung 

Um eine detaillierte Charakterisierung von exogen induzierten Aggregations- und Fragmen-

tierungsprozessen zu ermöglichen, wurden, analog zum bereits dargestellten Modellantikör-

per, die dynamische Lichtstreuung, der spektroskopische Nachweis von amyloiden Fibrillen 

und intermolekularen Disulfidbrückenbindungen, die asymmetrische Fluss-

Feldflussfraktionierung und die elektrophoretische Trennung eingesetzt. 
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Für eine Bestimmung der Partikelgröße unter Einsatz der dynamischen Lichtstreuung zeigte 

sich die schüttel-/ schergestresste Proteinprobe aufgrund der starken Aggregation ungeeig-

net. Hier ließ sich, wie bereits bei der Analyse des Modellantikörpers dargestellt, keine re-

produzierbare Partikelgröße bestimmen. Gegenüber der schüttel-/ schergestressten Protein-

probe war eine Partikelgrößenbestimmung des thermisch gestressten Antikörpers durchführ-

bar. Der Partikelradius (mit Dreifachbestimmungen ermittelt) von 3,2 nm (±0,4 nm) des nati-

ven bispezifischen Antikörpers glich dem des thermisch gestressten Moleküls von 3,4 nm 

(±0,2 nm). Folglich konnte keine Aggregation über diese analytische Technik nachgewiesen 

werden. 

Für eine genaue Charakterisierung des Aggregationsprozesses nach thermisch- und schüt-

tel-/ scherinduzierten Stress wurden die Lösungen auf eventuelle Fibrillenbildung untersucht. 

Nach Inkubation des Antikörperfragments unter den jeweiligen definierten Stressbedingun-

gen wurden die Proben mit 0,075 mM Thioflavin T inkubiert und die aufgenommenen Fluo-

reszenzspektren dem Spektrum des nativen Antikörpers gegenüber gestellt (Abbildung 

4.20). 

 

 

Abbildung 4.20: Thioflavin T Spektrum des bispezifischen Antikörpers im nativen 
Zustand und nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das Fluoreszenzspektrum unter Thioflavin T für das native (▲), das schergestresste 
(24 h, 300 min-1) (◊) und das thermisch gestresste (fünf Wochen, 40°C) (○) Antikörper-
fragment wurde bei einer Konzentration von 0,359 mg/ml und einer Farbstoffkonzentrati-
on von 0,075 mM aufgenommen und aus zwei Einzelmessungen akkumuliert. 
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Mit dem Einsatz des Fluoreszenzfarbstoffes ThT konnten die visuell nachgewiesenen Ag-

gregate der schüttel-/ schergestressten Proteinprobe u. a. als Fibrillen identifiziert werden. 

Hier zeigte sich beim Vergleich der Fluoreszenz des nativen bispezifischen Antikörpers beim 

Emissionsmaximum ein Anstieg von 11 FU (±0 FU) auf 64 FU (±4 FU). Gegenüber dem 

schüttel-/ schergestressten Antikörperfragment zeigte die thermisch gestresste Probe keine 

Fibrillenbildung. Hier verblieb die durch Thioflavin T bedingte maximale Fluoreszenz bei 12 

FU (±0 FU). 

Für eine Beurteilung des Einflusses unterschiedlicher Stressbedingungen auf den relativen 

Gehalt an Monomer, Aggregaten und Fragmenten wurden Untersuchungen mittels einer 

AF4-Separation vorgenommen. 

 

 

Abbildung 4.21: AF4-Separation des nativen und thermisch gestressten bispezifischen Anti-
körpers mit gleichzeitiger UV-Detektion. 

Das Separationsprofil des nativen (—) und des thermisch gestressten (fünf Wochen, 40°C) (—) Anti-
körperfragments wurde bei einer Proteinmenge von 29 µg aufgenommen. Zur detaillierten Darstellung 
der Fragment- bzw. Aggregatpeaks wurde der charakteristische Bereich der Separation gesondert 
dargestellt. Dargestellt ist ein repräsentativer Lauf aus zwei Analysen. 

 

Wie bereits bei der Injektion des Modellantikörpers festgestellt, war auch für den bispezifi-

schen Antikörper eine erhöhte Neigung zu einer temporären Assoziation im Trennkanal fest-
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zustellen. Daher musste auch für das Antikörperfragment die Separation unter Einsatz einer 

geringen Proteinmasse vorgenommen werden. Zusätzlich war, wie auch bereits für den Mo-

dellantikörper beschrieben, eine Separation von Proben aufgrund der Sedimentation von 

großen Aggregaten und der zusätzlichen Assoziation von Partikeln an verschiedene Oberflä-

chen nicht möglich. Folglich wurde die AF4-Separation nur für das native und das thermisch 

gestresste Antikörperfragment durchgeführt (Abbildung 4.21). 

Während der Separation zeigte sich für den nativen bispezifischen Antikörper ein einziger 

Peak (100 %), bei dem es sich um das Monomer des Moleküls handelte. Eine bereits in der 

Ausgangslösung vorliegende Fragmentierung oder Aggregation wurde nicht festgestellt. Für 

die über die UV-Detektion bestimmte Gesamtwiederfindung wurde ein Betrag von 106,0 % 

(±0,1 %) ermittelt. Nach Induktion von thermischem Stress war parallel zur Zunahme der 

Fragmentfraktion ein Anstieg des Gehalts an Aggregaten nachzuweisen. Gleichzeitig war ein 

Rückgang der Monomerfläche festzustellen. Gegenüber der Separation des nativen Frag-

ments zeigte die Untersuchung des thermisch gestressten Moleküls eine Reduzierung des 

Monomergehalts auf 90,3 % (±0,1 %). Zusätzlich ließ sich nach Induktion von thermischem 

Stress ein Anstieg des Gehaltes an Aggregaten, deren Anteil 7,8 % (±0,1 %) an der gesam-

ten Proteinmasse betrug, nachweisen. Für die entstandene Fraktion an Fragmenten konnte 

ein Massenanteil von 2,0 % (±0,1 %) ermittelt werden. Insgesamt zeigte sich eine Wiederfin-

dung von 102,9 % (±0,1 %). Ein starker Rückgang der Proteinmasse des thermisch gestress-

ten Fragments während der AF4-Separation, wie beim zuvor untersuchten Modellantikörper 

beobachtet, konnte hier nicht festgestellt werden. 

Der über die AF4-Separation beobachtete thermisch induzierte Fragmentierungsprozess 

sollte im Anschluss, wie bereits für den Modellantikörper dargestellt, ausführlich untersucht 

werden. Zusätzlich wurde auch die schüttel-/ schergestresste Proteinprobe mit Hilfe der hier-

zu eingesetzten elektrophoretischen Trennung auf mögliche Fragmentierungsprozesse un-

tersucht (Abbildung 4.22 und Tabelle 4.5). 

Unter nicht reduzierten Bedingungen konnte für das schüttel-/ schergestresste Modellprotein 

unter Einsatz der Gelelektrophorese kein Fragmentierungsprozess nachgewiesen werden. 

Wie bereits im nativen Zustand zeigte das Monomer einen Anteil von 99,6 % bei einer erwar-

teten Molekülgröße von ca. 50 kDa. 
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Abbildung 4.22: Elektrophoretische Trennung des bispezifi-
schen Antikörpers im nativen Zustand und nach Inkubation 
unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Unter nicht reduzierten Bedingungen wurden das native (1.), das 
schüttel-/ schergestresste (24 h, 300 min-1) (2.) und das ther-
misch gestresste (fünf Wochen, 40°C) (3.) Antikörperfragment 
elektrophoretisch getrennt. Die Größenbestimmung erfolgte 
durch den Vergleich der erhaltenen Proteinbanden mit dem auf-
getragenen Größenstandard (L). Dargestellt ist ein repräsentati-
ver Lauf aus drei Analysen. 

 

Die mit Hilfe der AF4-Separation nachgewiesene voranschreitende Fragmentierung des Mo-

dellantikörpers unter thermischem Stress konnte mit der nicht reduzierten elektrophoreti-

schen Trennung bestätigt werden. Nach der Induktion von thermischem Stress zeigten sich 

ein deutlicher Anstieg des Fragmentierungsgrades des bispezifischen Antikörpers und eine 

damit verbundene Reduzierung des Anteils an nativem Molekül auf 81,0 % (±2,5 %). Neben 

diversen nicht reproduzierbar nachweisbaren Fragmentstücken hatte hier ein Antikörper-

fragment mit einer Molekülgröße von 41 kDa den größten Anteil von 13,6 % (±0,4 %). 
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Tabelle 4.5: Charakterisierung der Fragmentierung des bispezifischen Antikörpers im nativen 
Zustand und nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Auf Grundlage der in Abbildung 4.22 dargestellten Gelelektrophorese wurden die Anteile der jeweili-
gen Antikörperfragmente bestimmt. Die Anteile repräsentieren Mittelwerte und Standardabweichungen 
von drei Replikaten eines Versuches. 

Molekulargewicht 

[kDa] 

Bispezifischer 

Antikörper nativ 

Bispezifischer Antikör-

per, schüt-

tel-/ schergestresst 

Bispezifischer 

Antikörper, ther-

misch gestresst 

41 Nicht detektiert Nicht detektiert    13,6 %    (±0,4 %) 

50 99,5 % (±0,5 %) 98,9 (±0,5 %)   81,0 %** (±2,5 %) 

Summe 99,5 % (±0,4 %) 98,9 (±0,4 %)   94,5 %   (±2,6 %) 

Kennzeichnung der signifikanten Unterschiede der schüttel-/ schergestressten und thermisch gestressten Pro-
teinprobe im Vergleich zum nativen Molekül im t-Test: ** p<0,01 

 

 

Abbildung 4.23: Fluoreszenzdenaturierungsprofil des nativen bispezifischen Anti-
körpers unter verschiedenen Konzentrationen an Gdn-HCl. 

Das Antikörperfragment wurde mit verschiedenen Konzentrationen an Gdn-HCl inkubiert 
(0 M – 5,8 M). Im Anschluss wurde die Eigenfluoreszenz des Proteins bestimmt. Die er-
mittelten maximalen Emissionen wurden normiert und über den jeweiligen Gdn-HCl Kon-
zentrationen aufgetragen. Die normierten Fluoreszenzintensitäten repräsentieren Mittel-
werte und Standardabweichungen von drei Versuchsdurchführungen. 

 

Um eine Charakterisierung des auftretenden Aggregationsmechanismus zu ermöglichen, 

wurde der Gehalt an freien Sulfhydryl-Gruppen nach Schüttel-/ Scherinduktion untersucht. 

Hierfür musste das Protein zunächst vollständig mit Gdn-HCl entfaltet werden. Um die nötige 

Konzentration von Gdn-HCl zu bestimmen, wurde das Molekül mit verschiedenen Konzentra-
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tionen an diesem Salz inkubiert und im Anschluss eine Entfaltungskurve aufgenommen 

(Abbildung 4.23). 

Das über Gdn-HCl induzierte Denaturierungsprofil zeigte eine einsetzende Transition der 

Proteinstruktur bei 0,5 M Gdn-HCl. Mit einem normierten Fluoreszenzwert von Eins war der 

Denaturierungsprozess des Antikörpers bei einer Konzentration ab 4,5 M Gdn-HCl vollstän-

dig vollzogen. Um den bispezifischen Antikörper für die folgenden Untersuchungen komplett 

zu entfalten und folglich auch freie Sulfhydryl-Gruppen im Inneren des Moleküls für den Fluo-

reszenzfarbstoff zugänglich zu machen, wurde für alle weiteren Versuche eine Gdn-HCl 

Konzentration von 5,5 M eingesetzt. 

 

 

Abbildung 4.24: Bestimmung der NPM Fluoreszenz des nativen und schüt-
tel-/ schergestressten bispezifischen Antikörpers. 

Nach vollständiger Denaturierung des bispezifischen Antikörpers wurde, zur Be-
stimmung der im Molekül vorhandenen freien Sulfhydryl-Gruppen, die über NPM 
induzierte Fluoreszenz detektiert. Für die Untersuchung des Einflusses von 
Schüttel-/ Scherstress auf den Gehalt freier Sulfhydryl-Gruppen wurde die Fluo-
reszenz des nativen Moleküls (1) der des schüttel-/ schergestressten Moleküls 
(24 h, 300 min-1) (2) gegenübergestellt. Die bestimmten Fluoreszenzintensitäten 
repräsentieren Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei Versuchsdurch-
führungen. (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede zum nativen Protein im t-
Test (p<0,05). 

 

Für eine Charakterisierung des Aggregationsprozesses über die Bildung von intermolekula-

ren Disulfidbrückenbindungen wurden die Proben nach der vollständigen Denaturierung mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff NPM versetzt und die maximale Emission bestimmt. Über den 

Vergleich der Fluoreszenz des ungestressten mit der des schüttel-/ schergestressten Mole-

70

75

80

85

90

95

100

1 2

F
lu

o
re

s
z
e

n
z
, N

P
M
 [

F
U

] 

Probenbezeichnung [-] 

* 



Ergebnisse 74 

 

 

 

küls wurde eine eventuelle Reduzierung bzw. ein eventueller Anstieg der freien Sulfhydryl-

Gruppen abgeleitet (Abbildung 4.24). 

Unter dem Einfluss von Schüttel-/ Scherstress war im Vergleich zum nativen Antikörperfrag-

ment nach 24 h eine Reduzierung des Gehalts an freien Sulfhydryl-Gruppen um 13 % (±2 %) 

nachzuweisen. 

 

4.2.6 Untersuchung des Einflusses verschiedener Stressbedingungen 

auf die Bindungseigenschaften der Proteinproben 

Nach der Charakterisierung von exogen induzierten Aggregations- und Faltungsphänome-

nen wurden Veränderungen der Bindungseigenschaften des bispezifischen Antikörpers nach 

24 h horizontaler Schüttel-/ Schereinwirkung bei 300 min-1 und einer fünfwöchigen Lagerung 

bei 40°C untersucht. Für diese Affinitätsuntersuchung kam die Oberflächen-Plasmon-

Resonanz Technologie zum Einsatz. 

Die Kopplung einer geringen Menge von Antigen an die Chipoberfläche ist auch für die Ana-

lyse der Bindungseigenschaften des bispezifischen Antikörpers eine der Grundvorausset-

zungen. Mit der Kenntnis des Molekulargewichtes des zu analysierenden Antikörperfrag-

ments und des spezifischen Antigens konnte die final gebundene Proteinmenge, die maximal 

bei 100 RU liegen sollte, berechnet werden. Durch den Einsatz eines softwaregesteuerten 

Immobilisierungsprogramms sollten daher 100 RU an Antigen immobilisiert werden. Final 

konnten, für den in dieser Arbeit eingesetzten CM5 Chip, nach Ablauf des Immobilisierungs-

programms 96 RU an Antigen gekoppelt werden. Dies entsprach einer Proteindichte von 96 

pg/mm2 auf der Chipoberfläche. 

Für die sich anschließende Analyse der Affinität des nativen bispezifischen Antikörpers wur-

de eine Kinetikmessung über die Injektion einer Konzentrationsreihe an Antikörperfragment 

(von 0,37 nM – 30,00 nM) durchgeführt (Abbildung 4.25, A). Da aufgrund der zuvor durchge-

führten Analysen von einer Fragementierung des thermisch gestressten Antikörperfragments 

auszugehen war, wurde die eingesetzte Konzentrationsreihe von 0,37 nM – 90,00 nM inji-

ziert (Abbildung 4.25, B). Als Folge der starken sichtbaren Aggregation war die schüttel-

/ schergestresste Antikörperprobe für eine Bestimmung des Bindungseigenschaften unge-

eignet und wurde daher nicht untersucht. 
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Abbildung 4.25: Kinetikmessung des nativen und thermisch gestressten bispezifischen Anti-
körpers. 

Zur Bestimmung der Affinität des Antikörperfragments wurden fünf bzw. sechs verschiedene Konzent-
rationen an Fragment (von 0,37 nM – 30,00 nM für das native Molekül (A) bzw. von 0,37 nM – 
90,00 nM für das thermisch gestresste Molekül (B)) auf die Chipoberfläche injiziert und das Assozia-
tions- bzw. Dissoziationsprofil der Moleküle detektiert (n=2). Unter Anwendung eines mathematischen 
Modells für jede einzelne Injektion (dargestellt in schwarz) konnte die Gleichgewichtsdissoziations-
konstante für den bispezifischen Antikörper bestimmt werden. 

 

Während der Injektion des Antigenfragments zeigte sich in der Assoziationsphase ein konti-

nuierlicher Anstieg des Detektionssignals. Mit dem Beenden der Injektion von Fragment (ab 

300 s Methodenlaufzeit) trat die Dissoziationsphase ein. Neben der Assoziationsphase liefer-

te auch die Dissoziation wichtige Informationen für die anschließende Bestimmung der Affini-

tät des Antikörperfragments. Hierzu wurde ein mathematisches Modell, über das eine 1:1 

Bindung von Antikörperfragment und Antigen beschrieben wird, an die Assoziations- und 

Dissoziationsprofile der verschiedenen Fragmentkonzentrationen angepasst. Unter Verwen-

dung des in Abbildung 4.25 dargestellten mathematischen Modells konnte eine Gleichge-

wichtsdissoziationskonstante (KD) des nativen Modellantikörpers von 1,7 nM bestimmt wer-

den. Im Vergleich zum nativen Antikörperfragment zeigte das thermisch gestresste Molekül 

eine geringere Bindung an das spezifische Antigen. Für den finalen Vergleich der Affinitäten 

vor und nach Induktion von thermischen Stress wurde, wie auch für das native Molekül, mit 
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Hilfe der Software ein 1:1 Modell an die Assoziations- und Dissoziationsprofile des gestress-

ten Fragments angepasst. Mit Hilfe dieses Modells konnte ein KD Wert des thermisch ge-

stressten bispezifischen Antikörpers von 12,2 nM ermittelt werden. Damit führte die Induktion 

von thermischem Stress zu einer Reduzierung der ursprünglichen Antikörperfragmentaffinität 

um den Faktor sieben. 

 

4.3 Anwendung der analytischen Plattform für ein Fab 

Fragment 

Neben dem bispezifischen Antikörper sollte zusätzlich ein Fab Fragment eingesetzt werden, 

um die vollständige Eignung der analytischen Plattform zu überprüfen und die Stärken bzw. 

Schwächen der einzelnen analytischen Techniken abzuwägen. 

Zusätzlich war es das Ziel, die durch thermischen und schüttel-/ scherinduzierten Stress 

ausgelösten Degradationsmechanismen zu charakterisieren und die auftretenden Instabili-

sierungswege des Modellantikörpers bzw. des bispezifischen Antikörpers gegenüberzustel-

len. 

 

4.3.1 Visuelle Beurteilung der gestressten Proteinproben 

Für eine Charakterisierung von thermisch- und schüttel-/ scherinduzierten Degradationsweg-

en war es zunächst erforderlich, über die Wahl geeigneter Lagerparameter eine Instabilisie-

rungsreaktion des Fab Fragments auszulösen. Nach Lagerung des Fragments bei 60°C für 

72 h war eine sichtbare Aggregation nachzuweisen. Hierbei ließen sich für diese Aggregate 

sowohl eine partielle Sedimentation als auch eine Adsorption an die Vialoberfläche beobach-

ten. Eine Eintrübung der bei 60°C gelagerten Lösung konnte nicht festgestellt werden 

(Abbildung 4.26, B). Selbst bei hohen Konzentrationen von bis zu 40 mg/ml und intensivem 

Schüttel-/ Scherstress über fünf Tage konnte keine sichtbare Aggregation ausgelöst werden. 

Die Lösung verblieb klar (Abbildung 4.26, C). 
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Abbildung 4.26: Visuelle Beurteilung des Fab Fragments im nativen Zustand und nach Inku-
bation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das Bild des Fragments wurde im nativen Zustand (A), nach 72 h unter 60°C (B) und nach 5 d hori-
zontalem Schüttel-/ Scherstress bei einer Frequenz von 300 min-1 (C) protokolliert. 

 

4.3.2 Bestimmung des Proteinschmelzpunktes nach Stresseinwirkung 

Um Unterschiede im thermisch induzierten Umfaltungsprozess zu detektieren, wurde mit 

Hilfe der DSC die Transitionstemperatur des Fab Fragments bestimmt. Die bestimmten 

Transitionstemperaturen sollten zusätzlich verwendet werden, um eine geeignete Lagertem-

peratur für das Fab Fragment zu identifizieren. 

Aufgrund der sichtbaren Aggregation waren die temperaturgestressten Proteinproben für 

eine Bestimmung der Transitionstemperatur ungeeignet. Daher erfolgte lediglich die Analyse 

des Einflusses des Schüttel-/ Scherstresses auf den thermisch induzierten Umfaltungspro-

zess und die über diesen Prozess bestimmte Transitionstemperatur (Abbildung 4.27). 
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Abbildung 4.27: Entfaltungskurve des Fab Fragments im nativen Zustand und nach Induktion 
von Schüttel-/ Scherstress. 

Die Transitionstemperatur des Antikörperfragments wurden für das ungestresste (A) und das schüt-
tel-/ schergestresste (5 d, 300 min-1) (B) Molekül bestimmt. Hierzu wurden die Proben zuvor auf eine 
Konzentration von 0,5 mg/ml mit Placebopuffer verdünnt und mit einer Geschwindigkeit von 60°C/h 
thermisch denaturiert (schwarz). Die Transitionstemperaturen der einzelnen Domäne ließ sich nach 
Anpassung eines mathematischen Modells (rot) an die Transitionskurve anhand der Maxima be-
stimmen. Dargestellt ist ein repräsentativer Lauf aus zwei Analysen. 

 

Da es sich bei dem eingesetzten Fab Fragment um eine Domäne eines vollen Antikörpers 

handelt, konnte mit Hilfe der DSC für das Molekül eine einzelne Transitionstemperatur be-

stimmt werden. Der Vergleich der nativen und schüttel-/ schergestressten Proteinprobe zeig-

te keine Veränderung im Umfaltungsprozess. Hier konnte für das native Protein eine Transi-

tionstemperatur von 81,7°C und für das gestresste Molekül ein Proteinschmelzpunkt von 

81,6°C bestimmt werden. Auch war keine Veränderung zwischen den detektierten spezifi-

schen Wärmekapazitäten des nativen und des schüttel-/ schergestressten Moleküls zu er-

kennen. 

Da für die Lagerung des Proteins eine Temperatur unterhalb der niedrigsten Transitionstem-

peratur zu wählen ist, konnte anhand des thermischen Denaturierungsexperiments in einem 

Vorversuch für das Fab Fragment eine geeignete Lagertemperatur von 60°C identifiziert 

werden. 

 

4.3.3 Untersuchung des Einflusses verschiedener Stressbedingungen 

auf die Sekundärstruktur der Proteinproben 

Um Veränderungen der Sekundärstruktur des Modellantikörpers nach Stresseinwirkung zu 

detektieren, wurden die Spektren des thermisch- und schüttel-/ schergestressten Antikörper-

fragments dem Spektrum des nativen Moleküls gegenübergestellt (Abbildung 4.28). Auf-

grund der Zusammensetzung des Placebopuffers und der daraus resultierenden geringen 
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Eigenabsorption konnte, wie beim Modellantikörper, auf die CD-Spektroskopie zurückgegrif-

fen werden. Hier ließ sich keine Veränderung der Sekundärstruktur nach Stressinduktion 

nachweisen. Die fern-UV Spektren der gestressten Moleküle und des nativen Fab Fragments 

waren vergleichbar. Alle Spektren zeigten bei einer Wellenlänge von 209 nm einen Null-

durchgang, ein Minimum bei 218 nm, ein lokales Maximum bei 202 nm und ein globales Ma-

ximum bei einer Wellenlänge von 193 nm. 

Um Änderungen im Anteil der Sekundärstrukturelemente zu untersuchen, wurde das von 

Provencher und Glöckner etablierte „Contin“ Verfahren eingesetzt. Die mit diesem Algorith-

mus ermittelten Sekundärstrukturanteile sind Tabelle 4.6 zu entnehmen. 

Wie bereits für den Modellantikörper und den bispezifischen Antikörper gezeigt, konnte unter 

Einsatz der „Contin“ Analyse auch für das Fab Fragment eine von β-Faltblatt dominierte Se-

kundärstruktur nachgewiesen werden. Beim Vergleich der ermittelten Anteile an Sekun-

därstrukturelementen des nativen Fab Fragments mit denen der gestressten Moleküle konn-

te keine Veränderung innerhalb der Sekundärstruktur nachgewiesen werden. Obwohl eine 

Aggregation des thermisch gestressten Fab Fragments visuell festgestellt werden konnte, 

war dieser Aggregationsprozess nicht mit einer Sekundärstrukturänderung in Zusammen-

hang zu bringen. 

 

 

Abbildung 4.28: Fern-UV CD-Spektren des Fab Fragments im nativen Zustand und 
nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das CD-Spektrum des nativen (▲), des schüttel-/ schergestressten (5 d, 300 min-1) (◊) und 
des thermisch gestressten (72 h, 60°C) (○) Antikörperfragments wurden bei einer Konzentra-
tion von 0,3 mg/ml aufgenommen und für die qualitative Analyse aus zwei Einzelmessungen 
akkumuliert. 
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Tabelle 4.6: Unter Verwendung des „Contin“ Verfahrens bestimmte Anteile an Sekundärstruk-
turelementen des Fab Fragments im nativen Zustand und nach Inkubation unter verschiedenen 
Stressbedingungen. 

Auf Grundlage der in Abbildung 4.28 dargestellten CD-Spektren wurden unter Anwendung des „Con-
tin“ Algorithmus die Anteile an Sekundärstrukturelementen bestimmt. Die RMSD („root mean squares 
deviation“) beschreibt die gefundene Abweichung der gemessenen Werte vom berechneten Modell. 
Die bestimmten Anteile repräsentieren Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei Versuchs-
durchführungen. 

Probenbezeich-

nung 

Anteil an α-

Helix [%] 

Anteil an β-

Faltblatt 

[%] 

Anteil an 

Schleifen 

[%] 

Anteil an 

ungeordne-

te Struktur 

[%] 

RMSD 

Nativ    2,1  

(±0,2) 

  52,4  

 (±0,8) 

  20,1 

 (±0,4) 

  25,6  

 (±0,4) 

   0,140 

(±0,009) 

Schüttel-

/ schergestresst 

(5 d, 300 min-1) 

   2,1  

(±0,1) 

  51,7  

 (±1,8) 

  20,2 

 (±0,7) 

 26,2  

 (±1,3) 

   0,144 

(±0,002) 

Thermisch ge-

stresst 

(72 h, 60°C) 

   2,1  

(±0,2) 

  52,0  

 (±1,0) 

  20,3 

 (±0,1) 

 25,7  

 (±0,6) 

   0,151 

(±0,001) 

 

4.3.4 Untersuchung des Einflusses verschiedener Stressbedingungen 

auf die Tertiärstruktur der Proteinproben 

Um Veränderungen der Tertiärstruktur des Fab Fragments nach Stresseinwirkung zu detek-

tieren, wurden die Fluoreszenzspektren des thermisch- und schüttel-/ schergestressten Anti-

körperfragments dem Spektrum des nativen Moleküls gegenübergestellt (Abbildung 4.29). 

Dabei wurden sowohl die maximalen Fluoreszenzintensitäten als auch das Emissionsmaxi-

mum der einzelnen Proteinspektren miteinander verglichen (Tabelle 4.7). 

Im Vergleich zum nativen Fab Fragment ließen sich für das schüttel-/ schergestresste und 

das thermisch gestresste Molekül keine Veränderungen innerhalb der Tertiärstrukturen 

nachweisen. Das Autofluoreszenzspektrum der beiden gestressten Proben glich dem des 

nativen Antikörperfragments und zeigte eine maximale Fluoreszenzintensität bei ca. 446 FU 

bzw. ein Emissionsmaximum bei ca. 352 nm. 
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Abbildung 4.29: Autofluoreszenzspektren des Fab Fragments im nativen Zustand 
und nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das Fluoreszenzspektrum für das native (▲), das schüttel-/ schergestresste (5 d, 
300 min-1) (◊) und das thermisch gestresste (72 h, 60°C) (○) Fragment wurden bei einer 
Konzentration von 0,01 mg/ml aufgenommen und aus zwei Einzelmessungen akkumu-
liert. 

 

Tabelle 4.7: Eigenschaften der Autofluoreszenzspektren des Fab Fragments im nativen Zu-
stand und nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Auf Grundlage der in Abbildung 4.29 dargestellten Fluoreszenzspektren wurden die für den Nachweis 
eventueller Tertiärstrukturveränderungen nötigen Spektreneigenschaften bestimmt. Die Spektrenei-
genschaften repräsentieren Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei Versuchsdurchführun-
gen. 

Probenbezeichnung Maximale Fluoreszenzintensität 

[FU] 

Emissionsmaximum 

[nm] 

Nativ 445 (±9) 350 (±0) 

Schüttel-/ schergestresst 

(5 d, 300 min-1) 

447 (±3) 354 (±1) 

Thermisch gestresst 

(72 h, 60°C) 

447 (±0) 351 (±4) 

 

0

100

200

300

400

500

300 350 400 450

F
lu

o
re

s
z
e

n
z
 [

F
U

] 

Wellenlänge [nm] 



Ergebnisse 82 

 

 

 

4.3.5 Charakterisierung des Aggregation- und Fragmentierungsprozes-

ses nach Stresseinwirkung 

Für eine detaillierte Charakterisierung von exogen induzierten Aggregations- und Fragmen-

tierungsprozessen kamen ebenfalls die dynamische Lichtstreuung, der spektroskopische 

Nachweis von amyloiden Fibrillen und intermolekularen Disulfidbrückenbindungen, die 

asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung und die elektrophoretische Trennung zum Ein-

satz. 

Für eine Bestimmung der Partikelgröße unter Einsatz der dynamischen Lichtstreuung zeigte 

sich die thermisch gestresste Proteinprobe aufgrund der starken Aggregation ungeeignet. 

Hier ließ sich, wie bereits bei der Analyse des Modellantikörpers und des bispezifischen An-

tikörpers dargestellt, keine reproduzierbare Partikelgröße bestimmen. Der Partikelradius von 

3,1 nm (±0,1 nm) des nativen Fab Fragments glich dem des schüttel-/ schergestressten Mo-

leküls mit 3,2 nm (±0,1 nm). 

Um eine genaue Charakterisierung eines Aggregationsprozesses nach thermisch- und 

schüttel-/ scherinduzierten Stress zu ermöglichen wurde die Lösungen auf eventuelle Fibril-

lenbildung untersucht. Nach Inkubation des Antikörperfragments unter den jeweiligen defi-

nierten Stressbedingungen wurden die Proben mit 0,075 mM Thioflavin T inkubiert und die 

aufgenommenen Fluoreszenzspektren mit dem Spektrum des nativen Fragments verglichen 

(Abbildung 4.30). 

Durch den Einsatz des Fluoreszenzfarbstoffes ThT konnten die visuell nachgewiesenen Ag-

gregate der thermisch gestressten Proteinprobe u. a. als Fibrillen identifiziert werden. Hier 

zeigte sich beim Vergleich der Fluoreszenz des nativen Fab Fragments von 29 FU (±1 FU) 

ein Anstieg auf 42 FU** (±0 FU) (Kennzeichnung der signifikanten Unterschiede im Vergleich 

zum nativen Molekül im t-Test: **p<0,01). Im Gegensatz zu dem thermisch gestressten Anti-

körperfragment waren in den schüttel-/ schergestressten Proben keine Fibrillenbildung 

nachweisbar. Hier verlieb die durch Thioflavin T bedingte maximale Fluoreszenz bei 30 FU 

(±2 FU). 
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Abbildung 4.30: Thioflavin T Spektrum des Fab Fragments im nativen Zustand und 
nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Das Fluoreszenzspektrum unter Thioflavin T für das native (▲), das schüttel-/ scherge-
stresste (5 d, 300 min-1) (◊) und das thermisch gestresste (72 h, 60°C) (○) Antikörper-
fragment wurde bei einer Konzentration von 1,5 mg/ml sowie einer Farbstoffkonzentration 
von 0,075 mM aufgenommen und aus zwei Einzelmessungen akkumuliert. 

 

Für eine Beurteilung des Einflusses unterschiedlicher Stressbedingungen auf den relativen 

Gehalt an Monomer, Aggregaten und Fragmenten wurden Untersuchungen mittels einer 

AF4-Separation vorgenommen. 

Im Vergleich zum Modellantikörper und bispezifischen Antikörper konnte für das Fab Frag-

ment keine temporäre Assoziation auf der Cellulosemembran beobachtet werden. Um den-

noch eine Konsistenz innerhalb der Methode zu gewährleisten, wurde auch für das Fab 

Fragment eine geringe Proteinmenge für die Separation in den Trennkanal injiziert (9 µg). 

Aufgrund der Größe der Aggregate kam es bei der thermisch gestressten Probe bereits nach 

kurzer Zeit zu einer Sedimentation. Auch ein Transfer in die für eine Messung nötigen Vials 

war aufgrund der starken Adsorption der Aggregate an verschiedene Oberflächen nicht mög-

lich. Daher wurde für eine Charakterisierung von Aggregations- und Fragmentierungspro-

zessen mittels der AF4 lediglich die native und die schüttel-/ schergestresste Probe einge-

setzt (Abbildung 4.31). 
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Abbildung 4.31: AF4-Separation des nativen und schüttel-/ schergestressten Fab Fragments 
bei gleichzeitiger UV-Detektion. 

Das Separationsprofil des nativen (—) und des schüttel-/ schergestressten (5 d, 300 min-1) (—) Anti-
körperfragments wurde bei einer Proteinmenge von 9 µg aufgenommen. Zur detaillierten Darstellung 
der Fragment- bzw. Aggregatpeaks ist der charakteristische Bereich der Separation gesondert darge-
stellt. Dargestellt ist ein repräsentativer Lauf von zwei Analysen. 

 

Während der Separation zeigten sich sowohl für das native als auch für das schüttel-

/ schergestresste Fab Fragment ein Peak für das Monomer und ein weiterer Peak für Aggre-

gate. Ein durch Schüttel-/ Scherstress induzierter Aggregations- oder Fragmentierungspro-

zess konnte unter Einsatz der AF4 nicht nachgewiesen werden. Durch die finale Integration 

des Separationsprofils konnten für das native Molekül ein Anteil an Monomer von 98,4 % 

(±0,7 %) und für das schüttel-/ schergestresste Molekül ein Anteil von 98,7 % (±0,1 %) an 

Monomer ermittelt werden (Doppelinjektionen). Für die Aggregate ergaben sich für das nati-

ve Fragment ein Anteil von 1,7 % (±0,8 %) und für das schüttel-/ schergestresste Molekül ein 

Anteil von 1,5 % (±0,2 %). 
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Abbildung 4.32: Elektrophoretische Trennung des Fab Frag-
ments im nativen Zustand und nach Inkubation unter ver-
schiedenen Stressbedingungen. 

Unter nicht reduzierten Bedingungen wurden das native (1.), das 
schüttel-/ schergestresste (5 d, 300 min-1) (2.) und das thermisch 
gestresste (72 h, 60°C) (3.) Antikörperfragment elektrophoretisch 
getrennt. Die Größenbestimmung erfolgte durch den Vergleich der 
jeweiligen erhaltenen Proteinbanden mit dem aufgetragenen Grö-
ßenstandard (L). Dargestellt ist ein repräsentativer Lauf von drei 
Analysen. 

 

Da aufgrund des auftretenden Aggregationsprozesses die thermisch gestresste Proteinprobe 

nicht mittels der AF4-Separation charakterisiert werden konnte, wurde die elektrophoretische 

Trennung eingesetzt, um eventuelle Fragmentierungsprozesse nachzuweisen. Zusätzlich 

sollten die über die AF4-Separation erlangten Ergebnisse für das schüttel-/ schergestresste 

Antikörperfragment überprüft werden (Abbildung 4.32 und Tabelle 4.8). 

Unter nicht reduzierenden Bedingungen konnte für das schüttel-/ scher- und thermisch ge-

stresste Modellprotein unter Einsatz der Gelelektrophorese kein Fragmentierungsprozess 

nachgewiesen werden. Alle Proteinanteile mit einem Molekulargewicht von 53 kDa wurden 

bei einem Wert von ca. 97 % bestimmt. Wie bereits für den Modellantikörper beobachtet, 

entsprach auch das über die elektrophoretische Trennung ermittelte Molekulargewicht des 
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Fab Fragments von 53 kDa nicht der über die Primärstruktur berechneten Größe von 47 

kDa. 

 

Tabelle 4.8: Charakterisierung der Fragmentierung des Fab Fragments im nativen Zustand und 
nach Inkubation unter verschiedenen Stressbedingungen. 

Auf Grundlage der in Abbildung 4.32 dargestellten Gelelektrophorese wurden die Anteile der jeweili-
gen Antikörperfragmente bestimmt. Die Anteile repräsentieren Mittelwerte und Standardabweichungen 
von drei Replikaten eines Versuches. 

Molekulargewicht 

[kDa] 

Modellantikörper, 

nativ 

Modellantikörper, 

schüttel-

/ schergestresst 

Modellantikörper, 

thermisch gestresst 

53 98,4 % (±1,0 %) 97,3 (±0,9 %) 97,3 % (±1,2 %) 

 

Um den auftretenden Aggregationsmechanismus nach thermischem Stress detaillierter zu 

analysieren, wurde eine mögliche Aggregation über die Bildung intermolekularer Disulfidbrü-

ckenbindungen untersucht. Hierfür musste, um den Anteil an freien Sulfhydryl-Gruppen zu 

bestimmen, das Protein zunächst vollständig mit Gdn-HCl entfaltet werden. Daher wurde das 

Fab Fragment mit verschiedenen Konzentrationen an Gdn-HCl inkubiert und im Anschluss 

die Eigenfluoreszenz des Moleküls bestimmt (Abbildung 4.33). 

Über das mit Gdn-HCl induzierte Denaturierungsprofil war eine einsetzende Transition der 

Proteinstruktur bei 3,0 M Gdn-HCl nachzuweisen. Bis zu einer Salzkonzentration von 3,5 M 

war eine Abnahme der nativen Autofluoreszenz um 20 % zu beobachten. Eine zweite Transi-

tion der Proteinstruktur konnte ab einer Gdn-HCl Konzentration von 4,5 M protokolliert wer-

den. Hier führte die Umfaltung jedoch zu einer Zunahme der Eigenfluoreszenz bis zu einem 

finalen Wert von 90 %. Bei einem normierten Fluoreszenzwert von 0,9 war damit der Denatu-

rierungsprozess des Antikörperfragments bei einer Salzkonzentration ab 5,5 M vollständig 

vollzogen. Um das Fab Fragment für die folgenden Untersuchungen komplett zu entfalten 

und auch freie Sulfhydryl-Gruppen im Inneren des Moleküls für den Fluoreszenzfarbstoff 

zugänglich zu machen, wurde für alle weiteren Versuche eine Gdn-HCl Konzentration von 

5,8 M eingesetzt. 
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Abbildung 4.33: Fluoreszenzdenaturierungsprofil des nativen Fab Fragments bei 
verschiedenen Konzentrationen an Gdn-HCl. 

Das Fab Fragment wurde mit verschiedenen Konzentrationen an Gdn-HCl inkubiert (0 M 
– 5,8 M). Im Anschluss wurde die Eigenfluoreszenz des Proteins bestimmt. Die ermittel-
ten maximalen Emissionen wurden normiert und über den jeweiligen Gdn-HCl Konzentra-
tionen aufgetragen. Die normierten Fluoreszenzintensitäten repräsentieren Mittelwerte 
und Standardabweichung von drei Versuchsdurchführungen. 

 

Für eine Charakterisierung des Aggregationsprozesses über die Bildung von intermolekula-

ren Disulfidbrückenbindungen wurden die Proben nach der vollständigen Denaturierung mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff NPM versetzt und anschließend die maximale Emission bestimmt. 

Über den Vergleich der Fluoreszenz des ungestressten und der thermisch gestressten Mole-

küle wurden eine eventuelle Reduzierung bzw. ein möglicher Anstieg der freien Sulfhydryl-

Gruppen abgeleitet (Abbildung 4.34). 

Unter dem Einfluss von thermischem Stress konnte im Vergleich zum nativen Antikörper-

fragment eine Erhöhung des Gehalts an freien Sulfhydryl-Gruppen um 36 % nachgewiesen 

werden. Im Gegensatz zum Modellantikörper bzw. dem bispezifischen Antikörper konnte der 

Aggregationsprozess nicht mit einer Reduzierung der freien Sulfhydryl-Gruppen in Zusam-

menhang gebracht werden. 
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Abbildung 4.34: Bestimmung der NPM Fluoreszenz des nativen und ther-
misch gestressten Fab Fragments. 

Nach vollständiger Denaturierung des Fab Fragments wurde, zur Bestimmung 
der im Molekül vorhandenen freien Sulfhydryl-Gruppen, die über NPM induzier-
te Fluoreszenz detektiert. Für die Untersuchung des Einflusses von Schüt-
tel-/ Scherstress auf den Gehalt freier Sulfhydryl-Gruppen wurde die Fluores-
zenz des nativen Moleküls (1) der des thermisch gestressten (72 h, 60°C) (2) 
gegenübergestellt. Die bestimmten Fluoreszenzintensitäten repräsentieren Mit-
telwerte und Standardabweichungen von zwei Versuchsdurchführungen. (*) 
kennzeichnet signifikante Unterschiede zum nativen Protein im t-Test (p<0,05). 

 

4.3.6 Untersuchung des Einflusses verschiedener Stressbedingungen 

auf die Bindungseigenschaften der Proteinproben 

Nach der Charakterisierung von exogen induzierten Aggregations- und Faltungsphänome-

nen wurden Veränderungen der Bindungseigenschaften des Fab Fragments nach fünf wö-

chiger horizontaler Schüttel-/ Schereinwirkung bei 300 min-1 und 72 h Lagerung bei 60°C 

untersucht. Für diese Affinitätssuntersuchung kam die Oberflächen-Plasmon-Resonanz 

Technologie zum Einsatz. 
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Abbildung 4.35: Kinetikmessung des nativen, thermisch und mechanisch gestressten Fab 
Fragments. 

Zur Bestimmung der Affinität des Antikörperfragments wurden fünf verschiedene Konzentrationen an 
Fragment (von 39,5 pM – 3,2 nM) auf die Chipoberfläche injiziert und das Assoziations- bzw. Dissozia-
tionsprofil der Moleküle detektiert. Unter Anwendung eines mathematischen Modells für jede einzelne 
Injektion (dargestellt in schwarz) konnte die Gleichgewichtsdissoziationskonstante für die Moleküle 
bestimmt werden (n=2). Ziel dieser Analyse war es, eventuelle Affinitätsverluste des schüttel-
/ schergestressten Moleküls (5 d, 300 min-1) (B) bzw. des thermisch gestressten Fragments (72 h, 
60°C) (C) über den Vergleich mit dem nativen Fab Fragment (A) nachzuweisen. 
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Zur Affinitätsuntersuchung des Fab Fragments wurde im ersten Schritt des Kinetikassays der 

biotinylierte Ligand immobilisiert. Nach dieser Immobilisierung erfolgte der eigentliche Schritt 

der Kinetik, in dem verschiedene Konzentrationen an Fab Fragment (39,5 pM – 3,2 pM in 

fünf Verdünnungsschritten) in Form von Doppelbestimmungen injiziert wurden. Wie bereits 

für den Modellantikörper und den bispezifischen Antikörper erläutert, war auch für die Analy-

se der Bindungseigenschaften des Fab Fragments die finale Bindung einer geringen Menge 

an Fab Fragment an das zuvor immobilisierte Antigen (max. ~100 RU) eine Grundvorausset-

zung. Mit dem Einsatz der über Vorversuche ermittelten maximalen Konzentration von 39,5 

pM war somit die Voraussetzung für einen Kinetikassay gegeben. 

Während der Injektion der gestressten und ungestressten Antigenfragmente zeigte sich in 

der Assoziationsphase ein kontinuierlicher Anstieg des Detektionssignals. Mit Beenden der 

Injektion von Fragment (ab 420 s Methodenlaufzeit) trat die Dissoziationsphase ein. Neben 

der Assoziation lieferte auch die Dissoziation wichtige Informationen für die anschließende 

Bestimmung der Affinität des Antikörperfragments. Hierzu wurde ein mathematisches Modell, 

über das eine 1:1 Bindung von Antikörperfragment und Antigen beschrieben wird, an die 

Assoziations- und Dissoziationsprofile der verschiedenen Fragmentkonzentrationen ange-

passt. Unter Einsatz des in Abbildung 4.35 dargestellten mathematischen Modells konnten 

jeweils für das native Fragment und die gestressten Proteinmoleküle eine Gleichgewichts-

dissoziationskonstante (KD) bestimmt werden. Hier ließ sich eine Gleichgewichtsdissoziati-

onskonstante des nativen Moleküls von 0,25 nM, des schüttel-/ schergestressten von 0,24 

nM und des thermisch gestressten von 0,25 nM ermittelt. Folglich war neben dem schüttel-

/ schergestressten Fab Fragment auch für das thermisch gestresste Molekül, trotz sichtbarer 

Aggregation, kein Verlust der nativen Bindungseigenschaften nachzuweisen. 

 

4.4 Zusammenfassung der identifizierten Degradationsme-

chanismen der verwendeten Modellantikörper 

und -fragmente 

Neben unterschiedlichen Degradationsmechanismen zwischen den verschiedenen antikör-

perbasierten Molekülen ließen sich ebenfalls Inkongruenzen innerhalb der einzelnen Molekü-

le bei Variation der Stressbedingungen nachweisen. Alle mit Hilfe der analytischen Methoden 

erzielten Degradationsphänomene werden daher in Tabelle 4.9 zusammenfassend darge-

stellt.
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Tabelle 4.9: Zusammenfassung aller für den Modellantikörper, den bispezifischen Antikörper und das Fab Fragment identifizierten Degradationsme-
chanismen nach Schüttel-/ Scherstress und thermischem Stress. 

Alle identifizierten Degradationsmechanismen für den schüttel-/ schergestressten Modellantikörper (7 h, 300 min-1), den thermisch gestressten Modellantikörper 
(72 h, 60°C),den schüttel-/ schergestressten bispezifischen Antikörper (24 h, 300 min-1), den thermisch gestressten bispezifischen Antikörper (5 Wochen, 40°C), 
das schüttel-/ schergestresste Fab Fragment (5 d, 300 min-1) und das thermisch gestresste Fab Fragment (72 h, 60°C) werden zusammenfassend dargestellt. 

Methode/ Mole-

küleigenschaft 

                Modellantikörper   Bispezifischer Antikörper           Fab Fragment 

 Schüttel-

/ schergestresst 

Thermisch ge-

stresst 

Schüttel-

/ schergestresst 

Thermisch ge-

stresst 

Schüttel-

/ schergestresst 

Thermisch ge-

stresst 

Visuelle Beurtei-

lung 

Klare Lösung, 

große Aggregate 

Trübe Lösung, 

kleine Aggregate 

Trübe Lösung, 

große Aggregate 

Klare Lösung Klare Lösung Klare Lösung, 

kleine Aggregate 

Entfaltungskurve n. u. Vorherige Entfal-

tung der CH2 und 

Fab Domäne 

n. u. Vorherige Entfal-

tung eines scFv 

Fragments 

Keine Entfaltung 

nachzuweisen 

n. u. 

Sekundärstruktur Keine Sekundär-

strukturänderung 

Verlust der nati-

ven Sekundär-

struktur 

Verlust der nati-

ven Sekundär-

struktur 

Keine Sekundär-

strukturänderung 

Keine Sekundär-

strukturänderung 

Keine Sekundär-

strukturänderung 

Intrinsische Fluo-

reszenz 

Keine Tertiärstruk-

turänderung 

Denaturierung Denaturierung Keine Tertiärstruk-

turänderung  

Keine Tertiärstruk-

turänderung  

Keine Tertiärstruk-

turänderung  

Partikelgröße n. u. Anstieg der Parti-

kelgröße 

n. u. Kein Anstieg der 

Partikelgröße 

Kein Anstieg der 

Partikelgröße 

n. u. 
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Methode/ Mole-

küleigenschaft 

                Modellantikörper   Bispezifischer Antikörper           Fab Fragment 

 Schüttel-

/ schergestresst 

Thermisch ge-

stresst 

Schüttel-

/ schergestresst 

Thermisch ge-

stresst 

Schüttel-

/ schergestresst 

Thermisch ge-

stresst 

Detektion amyloi-

der Fibrillen 

Keine Fibrillenbil-

dung 

Fibrillenbildung Fibrillenbildung Keine Fibrillenbil-

dung 

Keine Fibrillenbil-

dung 

Fibrillenbildung 

Fragmentie-

rung/ Aggregation 

per Elektrophore-

se und AF4 

Nicht nachzuwei-

sen bzw. nicht 

untersucht 

Fragmentierung 

und Aggregation 

nachzuweisen 

Nicht nachzuwei-

sen bzw. nicht 

untersucht 

Fragmentierung 

und Aggregation 

nachzuweisen 

Nicht nachzuwei-

sen 

Nicht nachzuwei-

sen bzw. nicht 

untersucht 

Detektion freier 

SH-Gruppen  

Aggregation über 

die Bildung von 

intermolekularen 

Disulfidbindungen 

Aggregation über 

die Bildung von 

intermolekularen 

Disulfidbindungen 

Aggregation über 

die Bildung von 

intermolekularen 

Disulfidbindungen 

n. u. n. u. Zunahme der 

freien SH-

Gruppen 

Analyse der Bin-

dungseigenschaf-

ten 

n. u. Verlust der Affini-

tät 

n. u. Verlust der Affini-

tät 

Kein Verlust der 

Affinität 

Kein Verlust der 

Affinität 

n. u. = nicht untersucht 

 



 

93 
 

 Diskussion 5

Im folgenden Kapitel werden die thermisch- und schüttel-/ scherinduzierten Degradationswe-

ge für die drei verschiedenen antikörperbasierten Therapeutika diskutiert und mit Ergebnis-

sen aus der Literatur in Zusammenhang gebracht. Darüber hinaus wird die Eignung der ent-

wickelten Methodenplattform für eine Identifizierung und Charakterisierung von Aggregati-

ons- und Faltungsphänomenen diskutiert. Abschließend sollen die erzielten Ergebnisse ver-

wendet werden, um die Einsatzmöglichkeit der Methodenplattform im Rahmen der Formulie-

rungsentwicklung abzuwägen. 

 

5.1 Charakterisierung von mechanisch und thermisch in-

duzierten Aggregations- und Faltungsmechanismen 

des Modellantikörpers 

Zur Charakterisierung verschiedener Degradationsmechanismen des Modellantikörpers wur-

den unterschiedliche physikalisch-chemische Analysetechniken und die Untersuchung der 

Bindungseigenschaften des Moleküls miteinander kombiniert. Die mit Hilfe dieser Methoden 

erlangten Ergebnisse zeigen, dass die thermisch- und schüttel-/ scherinduzierte Belastung 

zu Degradationsprodukten mit ungleichen physikalisch-chemischen Eigenschaften führen. 

Während des Herstellungs-, Lagerungs- und Transportprozesses werden Therapeutika un-

terschiedlichen mechanischen Belastungen ausgesetzt. Daher werden während der Entwick-

lung dieser Moleküle verschiedene Tests etabliert, die eine solche mechanische Belastung 

simulieren. Auf Grundlage der erhaltenen Daten können dann Rückschlüsse auf die Stabilität 

des Arzneimittels gezogen werden. Generell sind jedoch für proteinbasierte Therapeutika 

keine Vorgaben verfügbar, die Schüttel-/ Scherstressstudien einheitlich regeln [36]. 

In verschiedenen Publikationen konnte gezeigt werden, dass Schüttel-/ Scherstress allein 

keinen signifikanten Effekt auf eine Proteinaggregation hat. Erst die Kombination von Schüt-

tel-/ Schereinwirkung mit einer vorliegenden Phasengrenzfläche kann zu einer Degradation 

des Therapeutikums führen. Hier zeigte sich weiterhin, dass verschiedene Arten von mecha-

nischem Stress, variierende Proteinkonzentrationen und die Beschaffenheit der Phasen-

grenzfläche unterschiedliche Aggregationsphänome zur Folge haben [36, 37, 38]. Im Rah-

men dieser Arbeit wurde zur Induktion einer Degradation durch Scherinduktion der horizonta-

le Schüttel-/ Scherstress gewählt. 
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Die durch Schüttel-/ Scherstress formierten großen Aggregate des Modellantikörpers limitier-

ten aufgrund der resultierenden Sedimentation und Oberflächenassoziation eine Charakteri-

sierung des Moleküls unter Verwendung der zur Verfügung stehenden Analysetechniken. So 

konnte aufgrund der Partikelgröße die dynamische Lichtstreuung sowie analytische Metho-

den unter Verwendung von Injektionssystemen nicht eingesetzt werden. Jedoch ermöglich-

ten die weiteren analytischen Techniken der etablierten Methodenplattform eine detaillierte 

Charakterisierung des Degradationsmechanismus. 

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie wurde zunächst die Sekundärstruktur der unlöslichen Aggre-

gate analysiert. Hier konnten u. a. die von Brych et al. publizierten Ergebnisse zur Sekun-

därstrukturbestimmung bestätigt werden. So führte die Induktion von Schüttel-/ Scherstress 

zur Formierung von Aggregaten mit einer nativen Sekundärstruktur [36, 39]. Das detektierte 

CD-Spektrum des nativen und schüttel-/ schergestressten Antikörpers konnte einer durch 

das β-Faltblatt dominierten Sekundärstruktur zugeordnet werden [40, 41, 42]. 

Auch die anschließenden spektroskopischen Analysen der Tertiärstruktur und der Nachweis 

von Aggregaten in Form von Fibrillen bekräftigten die Hypothese der schüttel-

/ scherinduzierten Aggregation von nativen Molekülen. So konnten weder eine Tertiärstruk-

turänderung noch die Bildung von amyloiden Fibrillen nachgewiesen werden. Diese Ergeb-

nisse korrelieren mit dem von Philo und Arakawa erläuterten Aggregationsmechanismus der 

Assoziation von nativen Monomeren [6]. Dieser Aggregationsmechanismus wird durch die 

direkte Assoziation von nativen Monomeren ohne Bildung von Zwischenstufen charakteri-

siert. Eine der häufigsten Aggregationen ist hierbei die Vernetzung von Monomeren über die 

Bildung bzw. den Austausch von intermolekularen Disulfidbrückenbindungen [25, 43]. Auch 

Brych et al. konnten die Assoziation von orbital scherinduzierten IgG-Aggregaten zeigen. 

Hier konnte der Aggregationsmechanismus u. a. aufgrund der Bildung von nicht nativen in-

termolekularen Disulfidbrückenbindungen nachgewiesen werden. Aus diesen Resultaten 

abgeleitet, wurde für diese Arbeit der von Brych et al. publizierte Assay weiterentwickelt, um 

einen Verlust an nativen und freien Sulfhydryl-Gruppen durch einen Aggregationsprozess zu 

dokumentieren [39]. Ein Verlust von freien Sulfhydryl-Gruppen kann mit einer Aggregation 

von Molekülen über die Ausbildung von Disulfidbindungen in Zusammenhang gebracht wer-

den. Hintergrund dieser Nachweismethode sind Untersuchungen zum Gehalt freier Sul-

fhydryl-Gruppen in nativen Antikörpern. So konnte in verschiedenen Veröffentlichungen, ent-

gegen den bisherigen Annahmen, nachgewiesen werden, dass in nativen IgG-Molekülen 

unterschiedliche Anteile an freien Sulfhydryl-Gruppen existieren [22, 24, 44, 45]. Diese Sul-

fhydryl-Gruppen liegen in nativen Proteinen im Inneren des Moleküls vor. Erst unter denatu-

rierenden Bedingungen sind diese Gruppen lösungsmittelexponiert und können über ver-

schiedene spezifische Reagenzien nachgewiesen werden [44, 46]. Die in Abschnitt 4.1.5 
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dargestellte Kinetik für unterschiedliche Zeiten der Schüttel-/ Scherinduktion belegte einen 

Rückgang der freien Sulfhydryl-Gruppen des gestressten Antikörpers mit voranschreitender 

Lagerung. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass der durch horizontale Scherung 

induzierte Aggregationsmechanismus u. a. auf der Ausbildung von kovalenten intermolekula-

ren Disulfidbrückenbindungen beruht. Eine Grundvoraussetzung für die Exposition von freien 

Sulfhydryl-Gruppen ist jedoch die Denaturierung des Proteinmoleküls. Eine Proteindenaturie-

rung, die mit einer Sekundär- bzw. Tertiärstrukturveränderung belegt wird, konnte für das 

schüttel-/ schergestresste Protein jedoch nicht gezeigt werden. Wie bereits von Brych et al. 

beschrieben, lässt sich aber vermuten, dass Schüttel-/ Scherstress zu einer geringen Verän-

derung der Proteinstruktur führt. Diese Strukturänderung ist jedoch nicht ausgeprägt genug, 

um diese mit den eingesetzten Analysetechniken nachzuweisen. Somit ist anzunehmen, 

dass der horizontale Schüttel-/ Scherstress zu geringen Änderungen innerhalb der Antikör-

perstruktur führte, die stark genug sind, um freie Sulfhydryl-Gruppen an die Proteinoberflä-

che zu exponieren. Diese funktionellen Gruppen können dann zu intermolekularen Disulfid-

brückenbindungen oxidieren [39, 47, 48]. Hier lässt sich über die nachgewiesene Zeitabhän-

gigkeit des Aggregationsprozesses annehmen, dass die Induktion von Schüttel-/ Scherstress 

zu einem Voranschreiten der Strukturänderung des Proteins führt und somit der Anteil an 

lösungsmittelexponierten freien Sulfhydryl-Gruppen mit der Schüttel-/ Scherzeit steigt. Die 

exponierten funktionellen Gruppen können dann wiederum zu zusätzlichen intermolekularen 

Disulfidbrückenbindungen führen. 

Neben dem Aggregationsprozess wurde auch eine mögliche Fragmentierung des Antikör-

pers nach Schüttel-/ Scherstress untersucht. Die in Abschnitt 4.1.5 dargelegten Ergebnisse 

ließen kein Voranschreiten der Fragmentierung des Moleküls beobachten. Die nachgewie-

sene Fragmentierung, die bereits für das native Molekül belegt werden konnte, ließ darauf 

schließen, dass bereits ein geringer Anteil des ungestressten Antikörpers freie Sulfhydryl-

Gruppen zwischen den einzelnen Ketten besaß. Infolge der denaturierenden Bedingungen 

während der Elektrophorese zeigte sich daher bereits für das native Molekül eine Fragmen-

tierung in unterschiedliche Ketten. Zur scherinduzierten Fragmentierung lassen sich in der 

Literatur verschiedene Resultate finden. So publizierten Maa und Hsu, dass sich unter glei-

chen Scherstressbedingungen verschiedene Modellproteine unterschiedlich beständig ge-

genüber einem Fragmentierungsprozess zeigen [37, 38]. Brych et al. beschrieben hingegen 

einen Fragmentierungsprozess eines IgG-Moleküls nach orbitaler Schereinwirkung [39]. 

Demnach weisen diese Untersuchungen darauf hin, dass ein möglicher Fragmentierungs-

prozess stark von der Beschaffenheit des Moleküls abhängt. Für den in dieser Arbeit ver-

wendeten Modellantikörper ist daher anzunehmen, dass es sich um ein gegenüber schüttel-

/ scherinduzierter Fragmentierung stabiles Molekül handelt. 
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Während der elektrophoretischen Trennung war für alle Antikörperproben das experimentell 

ermittelte Molekulargewicht auffällig. Dieses lag deutlich oberhalb des aus der Aminosäu-

resequenz errechneten Gewichts. Dieser Unterschied wird auf posttranslationale Modifikati-

onen des Antikörpers zurückgeführt. So kann eine Glykosylierung, die auch für den verwen-

deten Antikörper nachgewiesen werden kann, zu einem erhöhten experimentell ermittelten 

Molekulargewicht führen [49, 50]. 

Im Vergleich zur schüttel-/ scherinduzierten Degradation des Modellantikörpers führte ther-

mischer Stress zu deutlich kleineren Aggregaten. Mit der DLS konnte ein mittlerer Partikelra-

dius von 41,6 nm ermittelt werden. 

Das über die DSC aufgenommene Thermogramm des thermisch gestressten Antikörpers 

zeigte einen deutlichen Verlust der Peakintensität des Fab Fragments mit einer Transitions-

temperatur von 72,0°C bzw. der CH2 Domäne mit einer Transitionstemperatur von  ca. 

70,0°C. Für die CH3 Domäne wurde dagegen keine Veränderung des Peaks festgestellt. Wie 

u. a. von Augener und Grey publiziert, aggregieren die Fab Fragmente aller IgG-Subklassen 

bereits während eines Aufheizprozesses [51, 52]. Somit ist die verminderte Wärmekapazität 

nach Induktion von thermischem Stress damit zu erklären, dass bereits ein Anteil der Fab 

Domänen vor dem thermisch induzierten Aufheizprozess während der DSC denaturiert und 

aggregiert war. Neben diesen Versuchsergebnissen veröffentlichten Vermeer und Norde 

sogar einen kompletten Verlust des Peaks der Fab Domäne bei einer Lagertemperatur von 

55°C für 40 h [40]. Auch die von van Buren et al. und Andersen et al. publizierten Ergebnisse 

für Antikörper bestätigen die hier erlangten Versuchsergebnisse. So konnte für leicht ther-

misch gestresste IgG1- und IgG2-Moleküle eine zentrale Rolle der CH2 Domäne bei der Ag-

gregation aufgrund deren Umfaltung nachgewiesen werden [53, 54]. Wie bereits für das Fab 

Fragment erläutert, ist der Rückgang der spezifischen Wärmekapazität der CH2 Domäne 

nach thermischem Stress ebenfalls mit einer Denaturierung durch die zu vorigen Lagerungs-

bedingungen zu erklären. 

Dennoch konnten unter Einsatz der DSC keine genauen Rückschlüsse auf Strukturänderun-

gen des Modellantikörpers gezogen werden. Aus diesem Grund wurde die DSC mit weiteren 

analytischen Techniken wie z. B. spektroskopischen Analysen kombiniert. Der spektroskopi-

sche Nachweis von strukturellen Veränderungen des thermisch gestressten IgG-Moleküls 

lässt sich auf einen Aggregationsmechanismus von konformativ veränderten Monomeren 

zurückführen. So zeigte das CD-Spektrum nach thermischem Stress eine deutliche Ände-

rung der ursprünglichen Sekundärstruktur. Aufgrund der Lagerung der Proben bei 60°C kam 

es zu einem Anstieg des α-Helixanteils und der ungeordneten Strukturen. Dieser Anstieg 

kann mit der Verschiebung des Nulldurchgangs des Spektrums zu kleineren Wellenlängen 

hin begründet werden [41, 55]. Wie bereits von Vermeer und Norde beschrieben, ist der An-
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stieg des Anteils an α-Helix mit einer Aggregation von IgG-Molekülen zu erklären [40]. So 

führt eine thermisch induzierte Denaturierung zur Lösemittelexposition von hydrohoben Be-

reichen des Proteins, über die eine Aggregation induziert wird [7, 56, 57]. An der Oberfläche 

der einzelnen Aggregatbestandteile bilden sich daraufhin Hydrogenbindungen zwischen den 

Peptideinheiten, was mit einer Bildung von α-Helices einhergeht [40, 41]. Neben dem An-

stieg an α-Helix und ungeordneten Strukturen ließ sich ebenfalls ein Rückgang des Anteils 

an β-Faltblatt darstellen. Diese Beobachtungen entsprechen den in verschiedenen Publikati-

onen veröffentlichten Versuchsergebnissen [40, 55]. 

Um neben Veränderungen innerhalb der Sekundärstruktur des Proteins auch eventuelle 

thermisch induzierte Tertiärstrukturänderungen nachzuweisen, wurde die intrinsische Fluo-

reszenz untersucht. Der hierbei ermittelte Anstieg der Eigenfluoreszenz des Antikörpers in 

Kombination mit einer Rotverschiebung des Spektrums kann mit einem Umfaltungsprozess, 

der auch mit Hilfe der DSC nachgewiesen wurde, in Zusammenhang gebracht werden [58, 

59]. Eine thermische Denaturierung führt zu Veränderung in der Distanz von Aromaten und 

quenchenden Peptidbindungen bzw. weiteren Aminosäuren, was eine Verschiebung des 

Eigenfluoreszenzspektrums des Proteins zur Folge hat [60, 61, 62]. Für eine weitere Charak-

terisierung des Aggregationsvorganges wurde ein Fluoreszenzassay mit dem Farbstoff 

Thioflavin T verwendet. Bei ThT handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der häufig 

eingesetzt wird, um amyloidähnliche Strukturen von verschiedenen Proteinen und Peptiden 

nachzuweisen [63, 64, 65]. Diese amyloiden Fibrillen zeichnen sich durch eine hochgeordne-

te charakteristische amyloide β-Faltblattstruktur aus [66, 67, 68]. Wie von Härd und Lendel 

beschrieben, werden Fibrillen u. a. durch eine Umfaltung von Proteinen gebildet, die sich im 

Anschluss zu hochgeordneten unlöslichen Aggregaten zusammenordnen [69]. Diese Veröf-

fentlichungen bestätigen die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse. So führt die 

durch die intrinsische Fluoreszenz nachgewiesene Umfaltung des thermisch gestressten 

Antikörpers u. a. zu einer Bildung von amyloiden Fibrillen. Diese Fibrillenbildung konnte 

durch eine Fluoreszenzintensitätserhöhung dokumentiert werden. 

Wie bereits für den schüttel-/ schergestressten Modellantikörper nachgewiesen, wurde auch 

für das thermisch gestresste Molekül ein möglicher Aggregationsprozess über die Bildung 

von nicht nativen intermolekularen Disulfidbrückenbindungen untersucht. Aufgrund der signi-

fikanten Reduktion des Anteils an freien Sulfhydryl-Gruppen ist anzunehmen, dass thermi-

scher Stress die Ausbildung von intermolekularen Disulfidbindungen induziert und somit zu 

einer kovalenten Aggregation führt [70]. Diese Sicht wird durch die Resultate von Hawe et al. 

bestätigt. Das für zehn Minuten bei 74°C gelagerte IgG1-Molekül zeigte unter nicht reduzier-

ten Bedingungen während einer SDS-Page eine Bande von größeren Aggregaten. Unter 

reduzierten Bedingungen ist diese Bande nicht länger präsent. Folglich führen auch bei die-
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sem verwendeten Antikörper hohe Temperaturen u. a. zu einer Aggregation über Disulfid-

brückenbindungen [55]. 

Aufgrund der nachgewiesenen Aggregation kann von einem Affinitätsverlust ausgegangen 

werden, der mit Hilfe der Oberflächen-Plasmon-Resonanz Technologie detailliert untersucht 

wurde. Da für die Durchführung des Kinetikassays für jede einzelne Antikörperprobe eine 

Konzentrationsreihe in das Messsystem injiziert werden musste, konnte bereits hier für das 

thermisch gestresste Molekül eine Degradation festgestellt werden. So musste, um die glei-

che Menge an Protein wie beim nativen Antikörper zu binden, eine deutlich höhere Konzent-

ration an thermisch gelagerter Probe injiziert werden. Aufgrund des kovalent gekoppelten 

anti-humanen Antikörpers kann eine Bindung des zu analysierenden Antikörpers ausschließ-

lich am CH2- Epitop des Fc-Teils erfolgen [71]. Folglich kann darauf geschlossen werden, 

dass thermischer Stress zu einer Degradation des CH2-Epitops eines Teils der Antikörper-

moleküle führt. Diese Beobachtungen korrelieren mit den mittels DSC erzielten Daten. So 

konnte mit dieser Methode eine Strukturänderung der CH2-Domäne, einem Abschnitt des Fc-

Fragments des Antikörpers, nachgewiesen werden. Es war zu erwarten, dass die Struk-

turänderung eines Anteils der thermisch gestressten Antikörpermoleküle zu einer, im Ver-

gleich zum nativen Molekül, längeren Injektionszeit und höheren Proteinkonzentration für die 

finale Bindung von 100 RU Protein führt. Auch der sich anschließende Kinetikassay des An-

tikörpers nach Induktion von thermischem Stress ließ auf eine Degradation schließen. So 

war es nicht möglich, an das ermittelte Kinetikprofil der thermisch gestressten Moleküle ein 

mathematisches Modell für eine 1:1 Bindung anzupassen. Eine mögliche Erklärung liefert die 

in den vorherigen Versuchen festgestellte Aggregation des Modellantikörpers. So kann zu-

sätzlich auch ein Fragmentierungsprozess eine Veränderung im Kinetikprofil zur Folge ha-

ben. Folglich musste, um eine Analyse der Bindungseigenschaften des Antikörpers zu er-

möglichen, die Auswertung der Kinetik über eine „Steady-State-Affinity“ vorgenommen wer-

den. Hier zeigte sich die erwartete deutliche Verminderung der Affinität [7]. 

Wie bereits dargestellt, kann neben der Aggregation auch eine Fragmentierung zu einer 

Verminderung der Affinität des Antikörpers nach Induktion von thermischem Stress führen. 

Aus diesem Grund wurde eine elektrophoretische Trennung des gestressten Moleküls 

durchgeführt. Hier zeigt sich, wie auch von Alexander und Hughes publiziert, eine deutliche 

Fragmentierung des Proteins und ein damit verbundener Verlust an nativen intramolekularen 

Disulfidbrückenbindungen [72]. Diese Beobachtungen korrelieren mit den über die „Steady-

State-Affinity“ ermittelten Daten. Das Abspalten von einer oder zwei leichten Ketten von den 

schweren Ketten des Antikörpers hat eine Verminderung bzw. den Verlust der nativen Bin-

dungseigenschaften zur Folge. Mit der Oberflächen-Plasmon-Resonanz Technologie ließ 

sich diese Verminderung der Antikörperaffinität nachweisen. 
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Als orthogonale Methode zur elektrophoretischen Trennung und DLS wurde die AF4 einge-

setzt. Unter Einsatz der AF4 konnten alle zuvor erhaltenen Ergebnisse bestätigt werden. So 

konnte durch die Separation sowohl eine Fragmentierung als auch eine Aggregation des 

Antikörpers nach Induktion von thermischem Stress nachgewiesen werden. Der während der 

Separation beobachtete Verlust an Gesamtproteinmasse des thermisch gestressten Proteins 

kann verschiedenen Ursachen zugeordnet werden. Zum einen können Fragmentteile unter-

halb der Porengröße der Trennmembran den Trennkanal ohne Separation verlassen. Wei-

terhin kann die Denaturierung des Modellantikörpers eine Veränderung des Extinktionskoef-

fizienten zur Folge haben. Da dieser Koeffizient eingesetzt wird, um die theoretische Ge-

samtwiederfindung zu berechnen, kann dies zu einem fehlerhaften Ergebnis führen [73]. 

Auch scheint es möglich, dass ein Teil des Antikörpers aufgrund seiner Denaturierung auf 

der Membran assoziiert und somit nicht eluiert wird. Da Doppelinjektionen jedoch nur sehr 

geringe Schwankungen zeigten, ist diese Annahme auszuschließen. 

 

5.2 Charakterisierung von mechanisch und thermisch in-

duzierten Aggregations- und Faltungsmechanismen 

des bispezifischen Antikörpers 

Für eine Charakterisierung verschiedener Degradationsmechanismen des bispezifischen 

Antikörpers wurden, wie bereits für den Modellantikörper beschrieben, verschiedene physi-

kalisch-chemische Analysetechniken und die Untersuchung der Bindungseigenschaften mit-

einander kombiniert. Die Ergebnisse zeigen, dass die stressinduzierten Umgebungsbedin-

gungen zu Degradationsprodukten mit ungleichen physikalisch-chemischen Eigenschaften 

führen. 

Eine Charakterisierung der durch Schüttel-/ Scherstress formierten großen Aggregate des 

bispezifischen Antikörpers hatte, wie bereits nach Schüttel-/ Scherstress des Modellantikör-

pers beobachtet, aufgrund der resultierenden Sedimentation und Oberflächenassoziation 

eine Limitierung einzelner Analysetechniken zur Folge. So konnten die dynamische Licht-

streuung und die analytischen Methoden mit Injektionssystemen aufgrund der Partikelgröße 

nicht eingesetzt werden. Dennoch ermöglichten die weiteren analytischen Techniken der 

etablierten Methodenplattform eine detaillierte Charakterisierung des Degradationsmecha-

nismus. 

Die Untersuchung der Tertiärstruktur des bispezifischen Antikörpers mit Hilfe der intrinsi-

schen Fluoreszenz ließen einen deutlichen Rückgang der maximalen Fluoreszenzintensität 
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aber keine Verschiebung der korrespondierenden Emissionswellenlänge beobachten. Da 

eine Umfaltung von Proteinen generell mit einer Veränderung der Fluoreszenzintensität und 

einer Verschiebung des Emissionsmaximums zu größeren Wellenlängen hin einhergeht, ist 

eine Umfaltung für den schüttel-/ schergestressten bispezifischen Antikörper entgegen den 

Erwartungen nicht nachweisbar [62]. Diese Beobachtung deckt sich mit den von Brummitt et 

al. veröffentlichten Ergebnissen, wonach, trotz Nachweis einer Entfaltung mit ergänzenden 

analytischen Methoden, durch die intrinsische Fluoreszenz eines thermisch gestressten 

IgG1-Moleküls kein Umfaltungsprozess nachgewiesen werden kann [63]. So ist es denkbar, 

dass die Fluorophore, die aufgrund der Umfaltung des Proteins an die Oberfläche exprimiert 

werden, unmittelbar an einem Aggregationsprozess beteiligt sind. Der Nachweis einer Umfal-

tung durch eine Wellenlängenverschiebung des Emissionsmaximums ist daher nicht mög-

lich. Da es sich bei der Bestimmung der intrinsischen Fluoreszenz um eine konzentrations-

abhängige Methode handelt, ist weiterhin zu erwarten, dass die deutliche Reduzierung der 

Fluoreszenzintensität u. a. auch auf eine Sedimentation der Partikel während der Messung 

und eine Adsorption des Proteins an verschiedene Oberflächen zurückzuführen ist [74, 75]. 

Da aufgrund der visuellen Beurteilung der Lösung eine Sekundärstrukturänderung des Anti-

körperfragments erwartet wurde, erfolgte die Untersuchung einer schüttel-/ scherinduzierten 

Strukturänderung. In Folge der Absorption verschiedener Pufferzusätze im bereits vorliegen-

den Lagerpuffer konnte keine CD-Spektroskopie im fern-UV Bereich durchgeführt werden. 

Daher wurde für alle Sekundärstrukturanalysen des bispezifischen Antikörpers auf die FT-IR-

Spektroskopie zurückgegriffen. Hier zeigte sich im Vergleich zum nativen Molekül für den 

schüttel-/ schergestressten bispezifischen Antikörper ein deutlicher Verlust der nativen Se-

kundärstruktur. Dieser Strukturverlust kann besonders mit dem Wegfall der dominierenden β-

Faltblatt-charakterisierenden Bande bei 1637 cm-1 belegt werden [76]. Die Ausbildung einer 

Bande bei 1621 cm-1 kann mit der Bildung ungeordneter Strukturen begründet werden. Die 

weitere Bande bei 1649 cm-1 wird auf die Bildung intramolekularer β-Faltblätter zurückge-

führt. Die Ursache der exzessiven Strukturänderungen im Bereich von 1621 cm-1 liegt in ei-

nem Aggregationsprozess, in dem sich zwischen den einzelnen Bestandteilen der Aggregate 

Hydrogenbindungen und intermolekulare β-Faltblätter ausbilden [44, 55, 77]. Dieser nach-

gewiesene Aggregationsmechanismus konnte über den fluoreszenzbasierten Assay zum 

Nachweis amyloider Fibrillen bestätigt werden. So zeigte sich ein signifikanter Anstieg der 

Fluoreszenzfarbstoffintensität, der mit der Bildung von Aggregaten in Form von Fibrillen kor-

reliert werden kann. 

Da neben einem Aggregationsmechanismus mit Beteiligung von strukturveränderten Mono-

meren auch Aggregate bestehend aus chemisch modifizierten Molekülen entstehen können, 

wurde eine Aggregation aufgrund der Bildung von intermolekularen Disulfidbrückenbindun-
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gen untersucht [6]. Hier zeigte sich im Vergleich zum nativen bispezifischen Antikörper ein 

signifikanter Rückgang an freien Sulfhydryl-Gruppen. Es ist anzunehmen, dass der mechani-

sche Stress zu einer strukturellen Veränderung des Moleküls führt. Die bereits im nativen 

Zustand freien Sulfhydryl-Gruppen können somit an die Proteinoberfläche treten und durch 

die Ausbildung von intermolekularen Disulfidbrückenbindungen kovalent aggregieren. Im 

Vergleich zur schüttel-/ scherinduzierten Degradation des Modellantikörpers in Form der 

kovalenten Aggregation nativer Monomere ließ sich für den bispezifischen Antikörper sowohl 

eine Aggregation über kovalente Bindungen als auch über Hydrogenbindungen nachweisen. 

In der Literatur lassen sich verschiedene Hinweise auf das kritische Verhalten von unter-

schiedlichen bispezifischen Antikörpern gegenüber verschiedenen Lagerbedingungen finden. 

So ist im praktischen Umgang mit diesen Molekülen eine deutlich erhöhte Neigung zur Dena-

turierung und Aggregation zu beobachten. Eine mögliche Erklärung für eine im Vergleich zu 

anderen biologischen Molekülen gesteigerte Instabilität ist das Vorhandensein von freien 

Sulfhydryl-Gruppen [78, 79]. 

Im Vergleich zur schüttel-/ scherinduzierten Degradation des bispezifischen Antikörpers führ-

te thermischer Stress zu keiner visuell nachweisbaren Instabilisierung. Da aufgrund firmenin-

terner Erkenntnisse dennoch von einer Degradation des Proteins auszugehen ist, wurden 

unter Einsatz weiterer analytischer Techniken eventuelle Strukturänderungen und Affinitäts-

verluste untersucht. 

Wie bereits die visuelle Beurteilung der Lösung vermuten ließ, konnte mit der DLS keine Ag-

gregation nachgewiesen werden. Nach Induktion von thermischem Stress zeigte sich keine 

Vergrößerung des mittleren Partikelradius. Auch die weiteren analytischen Techniken zum 

direkten Nachweis einer Aggregation (Detektion amyloider Fibrillen) oder Sekundär- bzw. 

Tertiärstrukturveränderungen konnten keinen Degradations- oder Umfaltungsprozess nach-

weisen. Die Schwankungen innerhalb des FT-IR-Spektrums zur Analyse eventueller Sekun-

därstrukturveränderungen sind mit der geringen Proteinkonzentration zu begründen. Typi-

sche Konzentrationen für die Infrarotspektroskopie liegen in einem Bereich von 0,1 mM bis 1 

mM [80]. Die in dieser Arbeit verwendete Konzentration lag, aufgrund der vorgegebenen Pro-

teinausgangskonzentration, bei 0,01 mM und unterschritt damit den empfohlenen Bereich. 

Aufgrund der geringen Signalintensität kam es demzufolge nach mathematischer Prozessie-

rung der aufgenommenen Spektren vermehrt zu Schwankungen. 

Über die unter Verwendung des DSC erfasste thermisch induzierte Transitionskurve ließ sich 

jedoch eine Variation innerhalb der Entfaltung der ersten Fragmentdomäne nach Lagerung 

bei 40°C nachweisen. Das Thermogramm des thermisch gestressten Antikörperfragments 

zeigte einen deutlichen Verlust der Peakintensität des scFv mit einer geringeren Transitions-

temperatur. Hingegen konnte für die zweite scFv Domäne keine Veränderung des Peaks 
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festgestellt werden. Dies lässt sich damit begründen, dass das scFv teilweise bereits vor 

dem thermisch induzierten Aufheizprozess denaturiert war. So kann eine Vorabdenaturie-

rung und eine daraus folgende Aggregation von Proteindomänen für unterschiedliche Anti-

körpermoleküle über eine DSC Messung dokumentiert werden [51, 52]. 

Da über die DLS kein Aggregationsprozess nachgewiesen werden konnte, wurde die AF4 

eingesetzt, um eine Veränderung des Antikörperfragments durch eine Fragmentierung oder 

Aggregation zu zeigen. Mit Hilfe der AF4 konnte sowohl eine Fragmentierung als auch eine 

Aggregation des bispezifischen Antikörpers nach thermisch induziertem Stress bewiesen 

werden. In Ergänzung dieser Ergebnisse durch die DSC Daten lässt sich schließen, dass 

eine der beiden scFv teilweise aggregiert oder fragmentiert vorlag. Dies hat eine Reduzie-

rung der spezifischen Wärmekapazität zur Folge. Diese Ergebnisse bestätigen andere Ar-

beitsgruppen, die ebenfalls eine typabhängige Neigung von scFv zur Aggregation beschrei-

ben. Hierbei ist eine Aggregation stark von der Länge des jeweiligen Linkers, der Antikör-

persequenz und verschiedenen exogenen Faktoren abhängig [81]. 

Der Einsatz der elektrophoretischen Trennung bestätigte die nachgewiesene Fragmentie-

rung des Antikörperfragments nach thermischem Stress mit Hilfe der AF4. Hier konnten 

Fragmente mit einem ca. 10 kDa kleineren Molekulargewicht als die native Molekülgröße 

detektiert werden. So besteht die Vermutung, dass thermischer Stress zu einer Abspaltung 

einer Domäne des scFv geführt hat [82]. 

Die anhand der Oberflächen-Plasmon-Resonanz Technologie erstellte Kinetik diente der 

Ermittlung der entsprechenden Gleichgewichtsdissoziationskonstanten KD. Mögliche Gründe 

für einen Verlust an Affinität können sowohl die nachgewiesene Fragmentierung als auch 

eine Aggregation der Proteinmoleküle sein. Diese Degradationen können zur Störung der 

Antigenbindung führen und eine Erhöhung der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten be-

dingen. 

Der Affinitätsverlust wird durch die von Hieber publizierten Daten gestützt. Die Arbeit zeigt, 

dass der Abbau von einem bispezifischen Antikörper primär C-terminal stattfindet und dies 

somit zu einer Aggregation über die am Abbau beteiligten Domänen führen kann [83]. Für 

die Untersuchung der Bindungseigenschaften des bispezifischen Antikörpers wurde in dieser 

Arbeit das spezifische Antigen für den C-terminalen Bereich des Fragments eingesetzt. Über 

die erhöhte Gleichgewichtsdissoziationskonstante kann dabei ein C-terminaler Abbau nach-

gewiesen werden. Im Zusammenhang mit den über die DSC erzielten Daten, durch die die 

Degradation von nur einer Domäne des bispezifischen Antikörpers belegt werden konnte, ist 

daher nur von einer C-terminalen Degradation auszugehen. 
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5.3 Charakterisierung von mechanisch und thermisch in-

duzierten Aggregations- und Faltungsmechanismen 

des Fab Fragments 

Um eine Charakterisierung verschiedener Degradationsmechanismen des Fab Fragments zu 

ermöglichen, wurden, wie bereits für den Modellantikörper und den bispezifischen Antikörper 

beschrieben, verschiedene physikalisch-chemische Analysetechniken und die Untersuchung 

der Bindungseigenschaften miteinander kombiniert. 

Die mit Hilfe dieser Methoden erlangten Ergebnisse zeigen, dass es für das Fab Fragment 

nicht möglich war, durch Schüttel-/ Scherinduktion eine Degradation zu erreichen. So ließ 

sich im Vergleich zur nativen Probe bei keiner der eingesetzten analytischen Methoden eine 

Veränderung innerhalb der Struktur und Bindungseigenschaften nachweisen. Da freie Sul-

fhydryl-Gruppen eine entscheidende Rolle bei einem schüttel-/ scherinduzierten Aggregati-

onsmechanismus spielen, ist anzunehmen, dass der pH-Wert des Puffers von 5,5 eine stabi-

lisierende Eigenschaft besitzt. Wie von Zhang et al. beschrieben, sind Thiolationen in ihrer 

deprotonierten Form (S-) in alkalischer Umgebung am reaktivsten. Daher ist, insofern eine 

Ausbildung von Disulfidbrückenbindungen unerwünscht ist, für die Lagerung von therapeuti-

schen Proteinen ein leicht saurer bis neutraler Puffer zu wählen [84]. Auf Basis dieser Resul-

tate legen die erzielten Versuchsergebnisse nahe, dass es bei Wahl des Lagerpuffers des 

Fragments bei einem pH-Wert von 5,5 zu keiner Ausbildung von nicht nativen Disulfidbrü-

ckenbindungen kommt. Folglich führt die induzierte Schüttel-/ Schereinwirkung nicht zur Bil-

dung von Aggregaten durch die Formation von intermolekularen Disulfidbrückenbindungen. 

Nicht veröffentlichte Ergebnisse, in dem der in Abschnitt 5.1 verwendete Modellantikörper in 

einen Lagerpuffer mit einem pH-Wert von 5,5 überführt wurde, bestätigen diese Annahme. 

Der saure pH-Wert des Lösemittels führte auch beim Modellantikörper zu einer Inhibierung 

einer schüttel-/ scherinduzierten Aggregation. Diese Beobachtungen werden zusätzlich von 

Ishikawa et al. unterstützt, die für verschiedene IgG-Moleküle einen stabilisierenden pH-Wert 

Bereich von 5 - 5,5 identifizierten [85]. 

Im Gegensatz zu einer schüttel-/ scherinduzierten Degradation konnte nach einer Lagerung 

bei 60°C für drei Tage eine Degradation für das Fab Fragment nachgewiesen werden. Im 

Vergleich zum Modellantikörper, der bei gleichen Stressparametern gelagert wurde, verhielt 

sich das Fab Fragment deutlich stabiler. So konnten für die entstandenen Aggregate keine 

Sekundärstrukturveränderung und kein Umfaltungsprozess nachgewiesen werden. Lediglich 

die visuell nachgewiesenen Aggregate wurden unter Einsatz des Fluoreszenzassays u. a. 

als Fibrillen identifiziert. Da jedoch nativ gefaltete Proteine ohne vorherigen Umfaltungspro-
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zess keine Fibrillen ausbilden, ist anzunehmen, dass thermischer Stress zumindest zu einer 

lokalen Umfaltung führt [69]. Aufgrund des jedoch sehr geringen Fluoreszenzanstieges des 

Farbstoffes ThT nach Lagerung ist es denkbar, dass dieser Umfaltungsprozess unterhalb der 

Detektionsgrenze der spektroskopischen Analysemethoden liegt. 

Die neben dem Aggregationsnachweis durchgeführte elektrophoretische Trennung zur De-

tektion einer möglichen Fragmentierung ließ zusätzlich keine Veränderung innerhalb der Pro-

teinstruktur erkennen. Da u. a. von einer Aggregation von nativen Monomeren auszugehen 

war, wurde dieser Aggregationsprozess durch die Verknüpfung von freien Sulfhydryl-

Gruppen über nicht native intermolekulare Disulfidbrückenbindungen untersucht. Entgegen 

den Erwartungen ließ sich keine Bildung von Disulfidbrückenbindungen beobachten, was mit 

einem Anstieg des Anteils an freien Sulfhydryl-Gruppen zu erklären ist. Thermischer Stress 

führte zu einem signifikanten Anstieg an Sulfhydryl-Gruppen. Als mögliche Ursache für die-

sen Anstieg der Sulfhydryl-Gruppen ist die Reduktion von nativen Disulfidbrückenbindungen 

zu erwägen. Dabei ist es denkbar, dass thermischer Stress zu einer Spaltung der Disulfid-

brückenbindungen führt, woraufhin freie und nicht native Sulfhydryl-Gruppen entstehen. Da 

unter Einsatz der elektrophoretischen Trennung jedoch kein Fragmentierungsprozess nach-

gewiesen werden konnte, ist zu schlussfolgern, dass es sich bei den Disulfidbrückenbindun-

gen um Bindungen innerhalb der leichten bzw. schweren Kette des Fab Fragments handelt. 

So zeigten Untersuchungen für verschiedene Antikörper ebenfalls, dass unter reduzierenden 

Bedingungen eine Spaltung von Disulfidbrückenbindungen innerhalb der jeweiligen Ketten 

erreichbar ist [86, 87]. Publikationen zu hitzeinduzierten Brüchen von Disulfidbrückenbindun-

gen innerhalb der Ketten eines Fab Fragments lassen sich jedoch nicht finden. 

Entgegen den unter Verwendung des Modellantikörpers erzielten Ergebnissen führt das Vor-

handensein von freien Sulfhydryl-Gruppen bei dem untersuchten Fab Fragment nicht zu ei-

ner nachweislichen Aggregation. So konnte kein Rückgang an freien Sulfhydryl-Gruppen 

beobachtet werden. Eine mögliche Erklärung hierfür ist der pH-Wert der umgebenden Lö-

sung. Durch den leicht sauren pH-Wert kann eine Ausbildung von nicht nativen intermoleku-

laren Disulfidbrückenbindungen inhibiert werden [84]. 

Eine mögliche Erklärung für die insgesamt höhere Temperaturstabilität des Fab Fragments 

gegenüber dem untersuchten Modellantikörper bei den untersuchten Lagerbedingungen 

könnte der deutlich höhere Schmelzpunkt des Fragments sein. So liegt die Transitionstem-

peratur des Fragments um 12°C höher als der niedrigste Schmelzpunkt des Antikörpers. Im 

Rahmen verschiedener Untersuchungen wurde vielfach die stabilitätsprädiktive Eigenschaft 

des Proteinschmelzpunktes nachgewiesen [88, 89]. 
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5.4 Beurteilung und Einsatzmöglichkeiten der etablierten 

Methodenplattform für eine Identifizierung und Charak-

terisierung von Degradationsmechanismen von anti-

körperbasierten Molekülen 

Neben der Charakterisierung verschiedener Degradationsmechanismen von antikörperba-

sierten Therapeutika ist die Beurteilung der Einsatzmöglichkeit der einzelnen analytischen 

Techniken der Methodenplattform für die Analyse bei der Formulierungsentwicklung von 

zentraler Bedeutung. Daher sollten mit der Verwendung von drei verschiedenen antikörper-

basierten Molekülen und zwei verschiedenen exogenen Stressbedingungen Vor- und Nach-

teile der eingesetzten analytischen Methoden aufgezeigt werden. 

 

Tabelle 5.1: Übersicht aller analytischen Techniken der entwickelten Methodenplattform und 
deren Vor- und Nachteile. 

Analytische Methode Vorteil Nachteil 

Visuelle Beurteilung  Detektion verschiedener 
Aggregationsprozesse 

 Detektion einer Fragmentie-
rung nicht möglich 

DLS  Sensitive Methode 

 Geringe Proteinmenge 
nötig 

 Lösungen mit großen Ag-
gregaten nicht analysierbar 

DSC  Genaue Charakterisie-
rung einzelner Protein-
domänen in deren Um-
faltungsprozess 

 Detektion der Transitions-
kurve nur von partikelfreien 
Lösungen 

Intrinsische Fluoreszenz  Sensitive Methode 

 Geringe Proteinmenge 
nötig 

 Aggregation führt u. a. zu 
nicht nachweisbaren Umfal-
tungsprozessen 

 Detektion einer Fragmentie-
rung nicht möglich 

Fluoreszenzspektroskopischer 
Nachweis amyloider Fibrillen 

 Sensitive Methode 

 

 Aggregation geht nicht im-
mer mit einer Fibrillenbil-
dung einher 

 Detektion einer Fragmentie-
rung nicht möglich 

Bioanalyzer 
- elektrophoretische Trennung - 

 Geringe Proteinmenge 
nötig 

 Detektion einer Aggregation 
nicht möglich 
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Analytische Methode Vorteil Nachteil 

CD-Spektroskopie 
- Sekundärstrukturanalyse - 

 Geringe Proteinkon-
zentration nötig 

 

 Degradation geht nicht im-
mer mit einer Sekun-
därstrukturveränderung 
einher 

 Eigenadsorption von diver-
sen Puffersubstanzen 
bzw. -zusätzen lassen Be-
stimmung der Sekun-
därstruktur nicht zu 

FTIR-Spektroskopie 
- Sekundärstrukturanalyse - 

 Keine Störung der Mes-
sung aufgrund von Puf-
fersubstanzen 

 Degradation geht nicht im-
mer mit einer Sekun-
därstrukturveränderung 
einher 

 Hohe Proteinkonzentration 
nötig 

Nachweis nicht nativer Disulfid-
brückenbindungen 

 Nachweis einer Aggre-
gation von nativen Mo-
nomeren möglich 

 Nachweis des Verlustes 
an nativen Disulfidbrü-
ckenbindungen 

 Aggregation geht nicht im-
mer mit der Bildung von 
Disulfidbrückenbindungen 
einher 

AF4 

 

 Verzicht auf stationäre 
Phase 

 Geringe Proteinmenge 
nötig (UV-Detektion) 

 Simultaner Nachweis 
einer Fragmentierung 
und Aggregation 

 Temporäre Assoziation von 
Molekülen auf der Membran 
möglich 

 Lösungen mit großen Ag-
gregaten nicht analysierbar 

SPR-Technologie 
- Analyse der Bindungseigen-

schaften - 

 Verschiedene Chipde-
signs für unterschiedli-
che Anforderungen der 
zu analysierenden Mo-
leküle stehen zur Verfü-
gung 

 

 Für degradierte Produkte 
nicht immer Veränderung 
der Bindungseigenschaften 
nachweisbar 

 Lösungen mit großen Ag-
gregaten nicht analysierbar 

 

Aufgrund der vier strukturellen Ebenen und verschiedenen Modifikationen von Proteinen füh-

ren exogene Stresseinwirkungen zu unterschiedlichen Degradationswegen [90]. Da nicht 

jede analytische Technik alle verschiedenen Degradationsmechanismen erfassen kann, ist 

die Wahl einer Kombination an geeigneten Methoden zum Nachweis einer möglichen De-

gradation unerlässlich. Diese Beobachtung wird von verschiedenen Publikationen gestützt. 

So ist eine genaue Charakterisierung einer Proteindegradation nur mit der Kombination ver-

schiedener analytischer Techniken realisierbar [90, 91]. Eine besondere Herausforderung 
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stellt hierbei der Nachweis von Aggregationsprozessen dar. Aufgrund der Diversität und si-

multan auftretenden Aggregationsprozessen existiert bis heute keine analytische Technik, 

die den gesamten Bereich der Aggregationsphänomene abdecken kann [92]. Daher wurde 

für die im Rahmen dieser Arbeit etablierte Plattform eine Zusammenstellung von Techniken 

zur Untersuchung der Sekundär- bzw. Tertiärstruktur, Bindungseigenschaften, Charakterisie-

rung der Aggregationsform und der Nachweis einer Fragmentierung gewählt. Die aus den 

Versuchsergebnissen abgeleiteten Vor- und Nachteile der jeweiligen Techniken sind Tabelle 

5.1 zu entnehmen. 

Zusammenfassend müssen in der entwickelten Methodenplattform analytische Techniken 

zum Nachweis einer Degradation und für eine Charakterisierung der Degradationsphänome-

ne unterschieden werden. Während der Etablierung der Plattform zeigte sich die DSC zum 

Nachweis von Degradationsprozessen als hoch potent. Im Vergleich zu anderen analyti-

schen Techniken, wie z. B. der intrinsischen Fluoreszenz, konnte mit der DSC trotz einer 

Aggregation des bispezifischen Antikörpers nach thermischem Stress ein Denaturierungs-

prozess nachgewiesen werden. Aufgrund des vorhandenen Injektionssystems ist jedoch die 

DSC für die Analyse von stark aggregierten Proteinmolekülen nicht geeignet. Diese Limitati-

on im Nachweis einer Degradation kann jedoch in der Kombination der DSC mit der visuellen 

Beurteilung aufgehoben werden. Proben, die nicht mit der DSC analysiert werden konnten, 

waren bereits in ihrer visuellen Erscheinung auffällig. 

Neben der DSC bietet auch die AF4 die Möglichkeit, einen Degradationsprozess nachzuwei-

sen. Im Gegensatz zur DSC wird hierbei keine Denaturierung einzelner Proteindomänen 

sondern eine mögliche Fragmentierung bzw. Aggregation belegt. Abhängig von der Molekül-

beschaffenheit ist jedoch eine temporäre Assoziation einzelner Proteine auf die Separati-

onsmembran ein Schwachpunkt. Eine Massenbestimmung der einzelnen Fraktionen ist dann 

aufgrund der einzusetzenden geringen Proteinmenge nicht möglich. In Abhängigkeit von der 

Art der Degradation zeigten sich die Sekundärstrukturanalyse, die elektrophoretische Tren-

nung und die DLS nur begrenzt einsetzbar, um eine Degradation nachzuweisen. 

Neben einem Nachweis des Degradationsprozesses spielt dessen Charakterisierung eine 

entscheidende Rolle. Erst mit der Kenntnis der Degradationsart kann gezielt in diese einge-

griffen und über die Wahl geeigneter Stabilisierungszusätze ein Proteinabbau unterbunden 

werden. Hierbei können, wie anhand von drei verschiedenen antikörperbasierten Therapeu-

tika verdeutlicht wurde, verschiedene Aggregations- und Fragmentierungsprozesse geson-

dert oder kombiniert auftreten [93]. Für eine Charakterisierung des Aggregationsmechanis-

mus zeigte sich besonders der spektroskopische Nachweis von Fibrillen und freien Sul-

fhydryl-Gruppen als geeignet. Durch die Kombination der spektroskopischen Nachweisme-
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thoden mit der elektrophoretischen Trennung kann eine gute Charakterisierung der Degrada-

tionsart erreicht werden. 

Dennoch zeigen alle Methoden eine begrenzte Einsatzfähigkeit bei der direkten Analyse von 

höher konzentrierten Lösungen. So mussten die proteinhaltigen Lösungen entweder bereits 

vor der Messung verdünnt werden oder wurden aufgrund des Ablaufs der analytischen Me-

thode, u. a. während der AF4-Separation, in ihrer Konzentration reduziert. Aufgrund dieser 

Verdünnungen kann keine Gewähr dafür übernommen werden, dass das reale Bild einer 

möglichen Aggregation mit den jeweiligen analytischen Techniken wiedergegeben wird. So 

können infolge einer Verdünnung u. a. reversibel gebildete Aggregate wieder dissoziieren 

[92]. Für eine unverdünnte Analyse könnte eine Ergänzung der Plattform u. a. mit der Tech-

nik „Microflow Imaging“ (MFI) vorgenommen werden, da nicht erkannte, aggregierte Proteine 

bei Applikation zu toxischen oder immunologischen Reaktionen führen können [90, 94, 95]. 

Zusätzlich zum Nachweis und der Charakterisierung verschiedener Proteindegradationswe-

ge bietet die in dieser Arbeit entwickelte Methodenplattform die Möglichkeit einer erweiterten 

Formulierungsentwicklung. Bisher werden in der klassischen Formulierungsentwicklung die 

Umgebungsbedingungen für das therapeutische Protein variiert (z. B. pH-Wert der Lösung, 

Zugabe unterschiedlicher Hilfstoffe) und im Anschluss verschiedene Stresssituationen (z. B. 

Schüttel-/ Schereinwirkung und erhöhte Lagertemperaturen) simuliert. Anhand der Stabilität 

des Proteins während der Stresssimulation wird dann entschieden, welche Umgebungsbe-

dingungen und Formulierungszusätze eine ausreichende Stabilität des therapeutischen Pro-

teins ermöglichen. Da für jedes Protein aufgrund dessen struktureller Diversität eine eigene 

Formulierung entwickelt werden muss, handelt es sich bei einem Formulierungsprozess um 

einen sehr zeitaufwändigen Vorgang [96, 97]. Hier könnte eine alternative Formulierungs-

entwicklung in Erwägung gezogen werden. So ist es denkbar, im ersten Schritt das Protein 

im Lagerpuffer unter verschiedenen Stressbedingungen zu degradieren. Anschließend wird 

die Art der Degradation anhand der entwickelten Methodenplattform charakterisiert. Auf der 

Basis des Degradationsmechanismus kann das Protein final gezielt gegenüber den jeweili-

gen Degradationswegen durch die Wahl geeigneter Formulierungsparameter stabilisiert wer-

den. Eine graphische Gegenüberstellung der klassischen und alternativen Formulierungs-

entwicklung ist Abbildung 5.1 zu entnehmen. 

In der Literatur lassen sich verschiedene Formulierungszusätze finden, die eine gezielte Sta-

bilisierung gegenüber diversen Degradationswegen ermöglichen. Für eine Stabilisierung von 

Proteinen gegenüber thermisch induzierter Fibrillenbildung konnten u. a. kleine Moleküle wie 

Ectoin oder Betaine identifiziert werden [98, 99]. Eine Dimerisierung von IgG-Molekülen 

konnte unter Einsatz der Aminosäure L-Prolin inhibiert werden [100]. Auch eine schüttel-

/ scherinduzierte Aggregation konnte durch eine Reduzierung des pH-Werts und die Zugabe 
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von Cyclodextrinen bzw. verschiedenen Polysorbaten erreicht werden [85, 101, 102, 103]. 

Zusätzlich bietet die analytische Plattform die Möglichkeit, Formulierungszusätze in deren 

Wirkmechanismen gezielt zu untersuchen. 

 

 

Abbildung 5.1: Graphische Gegenüberstellung der klassischen und alternativen Formulie-
rungsentwicklung. 

Unter Verwendung der in dieser Arbeit entwickelten Methodenplattform kann eine alternative Formu-
lierungsentwicklung für antikörperbasierte Moleküle in Erwägung gezogen werden. Das bisherige Vor-
gehen wird in der klassischen Formulierungsentwicklung dargestellt. 

 

Zusammenfassend kann die angewandte streng systematische Vorgehensweise im Ver-

gleich zur bisherigen Formulierungsentwicklung die Möglichkeit bieten, die Effektivität in der 

Formulierungsfindung zu steigern und Entwicklungsvorhaben von pharmazeutischen Protei-

nen gezielter umzusetzen. 
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 Zusammenfassung 6

Antikörperbasierte Therapeutika weisen aufgrund ihrer strukturellen Komplexität eine Viel-

zahl an möglichen chemischen und physikalischen Degradationswegen auf. Die Applikation 

von Degradationsprodukten kann im Patientenorganismus einen Einfluss auf die Immunoge-

nität, den Wirkmechanismus und die Pharmakokinetik des Therapeutikums haben. Eine der 

größten Herausforderungen während der Entwicklung ist daher der Schutz dieser Therapeu-

tika gegenüber Degradation während der Herstellungs-, Transport- und Lagerungsvorgänge. 

Bis heute stellen der Nachweis und die Charakterisierung der Degradationsmechanismen 

aufgrund von limitierten analytischen Techniken eine große Herausforderung in der pharma-

zeutischen Industrie dar. Bisher ist keine analytische Technik verfügbar, die für einen Nach-

weis aller auftretenden Degradationsarten einsetzbar ist. 

In der vorliegenden Arbeit wurden mit drei verschiedenen Arten von antikörperbasierten The-

rapeutika (voller Antikörper, bispezifischer Antikörper und Fab Fragment) zwei klassische 

Lager- und Transportstressbedingungen (Schüttel-/ Scher- und Temperaturstress) simuliert. 

Zur Untersuchung der auftretenden Degradationswege wurde eine Kombination unterschied-

licher analytischer Techniken entwickelt. Hierbei kamen die visuelle Beurteilung, verschiede-

ne spektroskopische Nachweismethoden, die dynamische Lichtstreuung, die Differenzkalo-

rimetrie, die elektrophoretische Trennung, die asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung 

und die Oberflächen-Plasmon-Resonanz Technologie zum Einsatz. 

Die Ergebnisse verdeutlichen die Heterogenität der Degradationsmechanismen unterschied-

licher Antikörperformate. Darüber hinaus traten bei der Induktion von gleichen Stresspara-

metern bei verschiedenen antikörperbasierten Molekülen unterschiedliche Aggregations- und 

Fragmentierungsprozesse auf. 

Bei der Beurteilung der Eignung der analytischen Techniken für die Methodenplattform 

musste zwischen Methoden zum Nachweis von Degradation und zur strukturellen Charakte-

risierung des Degradationsprodukts unterschieden werden. So war insbesondere die Diffe-

renzkalorimetrie in Kombination mit der visuellen Beurteilung für den Nachweis einer Degra-

dierung besonders geeignet. Zusätzlich erwies sich auch die asymmetrische Fluss-

Feldflussfraktionierung durch den parallelen Nachweis von Fragmentierung und Aggregation 

als vorteilhafte Methode innerhalb der Methodenplattform. Ferner konnte die dynamische 

Lichtstreuung in Kombination mit der elektrophoretischen Trennung als geeignete orthogona-

le Methode zur asymmetrischen Fluss-Feldflussfraktionierung etabliert werden. Die Oberflä-

chen-Plasmon-Resonanz Technologie erwies sich als variabel einsetzbare analytische 
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Technik. Für jedes der untersuchten Antikörperformate konnte eine spezifische Methode für 

die Analyse der Bindungseigenschaften entwickelt werden. Alle analytischen Techniken mit 

Injektionssystem und die dynamische Lichtstreuung waren im Nachweis einer starken Ag-

gregation limitiert. So konnte diese Aggregation aufgrund der Partikelsedimentation o-

der -adsorption an Oberflächen oft nur visuell belegt werden. 

Neben dem Nachweis von Degradation wurde mit dem Einsatz der spektroskopischen Me-

thoden eine genaue Beschreibung der Degradationsart erzielt. Hierbei wurden mit der CD-

Spektroskopie, der FT-IR-Spektroskopie und der Untersuchung der intrinsischen Fluores-

zenz Strukturveränderungen gezeigt. Mit einem weiterentwickelten Fluoreszenzassay wurde 

die Aggregation von nativen Monomeren durch intermolekulare Disulfidbindungen nachge-

wiesen. Dieser Assay erwies sich als hoch potente Ergänzung der Methodenplattform für 

eine Charakterisierung verschiedener chemischer Degradationsmechanismen. 

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit eine leistungsstarke Methodenplattform 

für verschiedene antikörperbasierte Therapeutika entwickelt werden, die umfangreiche Ein-

satzmöglichkeiten in der pharmazeutischen Entwicklung bietet. Da über den Einsatz der 

etablierten Plattform verschiedene Arten der Degradation von biologischen Therapeutika 

sowohl nachgewiesen als auch charakterisiert werden können, bieten sich eine Reihe von 

Möglichkeiten für eine Erweiterung der klassischen Formulierungsentwicklung an. Durch die 

Kombination von verschiedenen analytischen Techniken kann somit ein Verständnis für die 

Interaktion von biologischen Molekülen mit verschiedenen Formulierungszusätzen erlangt 

werden. Zusätzlich können die komplexen Abläufe bei Degradationsvorgängen von thera-

peutischen Proteinen detailliert dargestellt werden. Hierbei handelt es sich um Grundvoraus-

setzungen für eine systematische Stabilisierung von proteinbasierten Therapeutika, um Ent-

wicklungsvorhaben dieser Moleküle gezielt und effektiv umzusetzen. 
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 Abstract 7

Protein-based therapeutics are prone to undergo a variety of chemical and physical degrada-

tion pathways. Protein degradation products may have an increased immunogenicity, which 

can affect the mode of action and release in the organism. One of the most challenging tasks 

in the development of these therapeutic molecules is the prevention of these instability reac-

tions during manufacturing, transport and storage processes to maintain safety and efficacy. 

The identification and characterization of protein degradation is a very demanding challenge 

considering the variety of degradation pathways and structural complexity of the molecules. 

Unfortunately, no single analytical technique is able to cover the wide spectrum of all possi-

ble instability reactions of protein-based therapeutics. 

In this study, three different kinds of antibody-based molecules (IgG1, bispecific antibody and 

Fab Fragment) were used to simulate two types of classical transport and storage conditions 

(shear stress and temperature stress). For detection and characterization of relevant degra-

dation pathways of different antibody-based therapeutics an analytical platform was devel-

oped. Therefore, the effect of the stress conditions on the stability of the three antibody-

based molecules was investigated using visual inspection, different spectroscopic measure-

ments, dynamic light scattering, differential scanning calorimetry, electrophoresis, asymmet-

ric field flow fractionation and surface plasmon resonance technology. 

Finally, shear stress and thermal stress led to heterogeneous chemical and physical degra-

dation pathways of all three antibody-based molecules used. In addition, identical exogenous 

stress conditions caused different kinds and levels of aggregates and fragmentation prod-

ucts. 

To assess the individual analytical techniques for suitability within the platform, methods for 

detecting protein degradation or characterization of degradation products have to be distin-

guished. Especially the differential scanning calorimetry and the visual inspection are a pow-

erful combination to detect different kinds of fragmentation and aggregation processes. Fur-

thermore, the asymmetric field flow fractionation has been shown as a beneficial method to 

demonstrate both aggregation and fragmentation. In addition, the combination of the dynam-

ic light scattering and the electrophoretic separation has been identified as an appropriate 

orthogonal method to the asymmetric field flow fractionation separation. 

http://dict.leo.org/?lp=ende&from=fx3&search=beeinflussen#/search=unfortunately&searchLoc=0&resultOrder=basic&multiwordShowSingle=on
http://dict.leo.org/ende/index_de.html#/search=to&searchLoc=0&resultOrder=basic&multiwordShowSingle=on
http://dict.leo.org/ende/index_de.html#/search=assess&searchLoc=0&resultOrder=basic&multiwordShowSingle=on
http://dict.leo.org/ende/index_de.html#/search=beneficial&searchLoc=0&resultOrder=basic&multiwordShowSingle=on
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The surface plasmon resonance technology proved to be a versatile analytical technique. A 

specific method was developed for the analysis of the binding properties of each of the anti-

body-based molecules used. 

A common limitation of all analytical techniques with injection system and the dynamic light 

scattering was the detection of highly aggregated protein molecules. Large or denatured ag-

gregates are more likely to bind non-specifically to the surfaces or to sediment and cannot be 

detected by every single method. 

Beside the detection of protein degradation, an accurate description of the aggregation 

pathway was only achieved by spectroscopic techniques. Using CD spectroscopy, FT-IR 

spectroscopy and intrinsic fluorescence, a change in protein structure was indicated. A spe-

cific fluorescence spectroscopic assay was developed further to characterize the aggregation 

pathway of native-like monomers by intermolecular disulfide bonds. This assay proved to be 

highly potent to characterize various chemical degradation mechanisms. 

In summary, this work describes the establishment of a powerful analytical platform for the 

detection and characterization of different kinds of antibody degradation products. Since var-

ious types of degradation pathways can be characterized, the platform provides opportunities 

for an expansion of the classical formulation development process. Key mechanisms of in-

teractions between proteins and excipients can be analyzed and understood by combining 

different kinds of analytical techniques. This is an essential requirement for a systematic and 

promising stabilization of protein-based therapeutics to implement development projects 

most effectively and specifically. 

 

http://dict.leo.org/ende/index_de.html#/search=further&searchLoc=0&resultOrder=basic&multiwordShowSingle=on
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