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1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

1 Einleitung und Zielstellung

Vor iiber 25 Jahren kam das rekombinant hergestellte humane Insulin als erstes Proteintherapeu-
tikum auf den Markt. Seitdem nimmt die Anzahl der therapeutischen Proteine und Antikérper
auf dem Markt von Jahr zu Jahr stetig zu. Heutzutage gibt es mehr als 130 zugelassene Protein-
therapeutika, die fiir Umsétze in Milliardenhdhe sorgen. Weitere Proteinarzneimittel sind bereits
in der Entwicklung [1I, 2].

Aufgrund ihrer komplexen Struktur werden Proteine haufig in lyophilisierter Form gelagert, um
deren Stabilitdt und eine lange Haltbarkeit zu gewéhrleisten. Vor Applikation in den Patienten
ist die Rekonstitution des Lyophilisats notig. Das Proteintherapeutikum kommt wéhrend des
Rekonstitutionsprozesses bis zur Verabreichung in den Patienten mit verschiedenen Oberflichen
in Kontakt. Die amphiphile Struktur der Proteine begiinstigt die Adsorption an verschiedenste
Oberflichenmaterialien [3]. Ein Problem fiir die pharmazeutische Industrie als auch fiir den
Therapieerfolg stellt daher die Proteinadsorption an Primérpackmittel bzw. Materialien, die zu

Applikationszwecken eingesetzt werden, dar.

Bei therapeutischen Proteinen handelt es sich um hochpotente Wirkstoffe, die meist in geringe-
ren Konzentrationen als chemische Wirkstoffe eingesetzt werden. Somit haben Konzentrations-
verluste durch beispielsweise Adsorption an Primarpackmittel, die im pg/ml-Bereich liegen, eine
starkere Auswirkung als bei hoher konzentrierten chemischen Wirkstoffen [4, [5]. Dem Patienten
steht in diesem Falle eine geringere Proteinkonzentration zur Applikation zur Verfiigung, was bei
diesen hochpotenten, niedrig dosierten Wirkstoffen einen hohen Einfluss auf den Therapieerfolg
haben kann. Folglich miissen aufgrund der Abnahme der Proteinkonzentration Therapieschema-
ta angepasst werden [4, [6]. Auch fiir die pharmazeutische Industrie hat der Proteinverlust einen
nachteiligen Effekt, da entweder durch Abfiillung einer hoheren Proteinkonzentration oder durch
Zugabe verschiedener Hilfsstoffe versucht werden muss, die Konzentrationsabnahme auszuglei-
chen bzw. zu unterbinden. Resultierend fiihrt der durch die Adsorption bedingte Proteinverlust

zu steigenden Kosten fiir die pharmazeutische Industrie [7].

Bereits 1956 konnte Bull eine messbare Adsorption von Albumin an Glas ermitteln [§]. Die
meisten Untersuchungen der Proteinadsorption an Priméarpackmittel bzw. Materialien, die zu
Applikationszwecken eingesetzt werden, existieren fiir Insulin, da rekombinantes humanes Insu-
lin schon viele Jahre auf dem Markt erhéltlich ist und die Problematik der Proteinadsorption
bereits seit langerer Zeit beobachtet wurde [9, 10} [I1, 12]. Dariiber hinaus zeigte sich auch fiir
weitere therapeutische Proteine ein deutlicher Konzentrationsverlust durch Adsorption an Ma-
terialien, die als Primérpackmittel [4l [7, 13, [14] oder zu Applikationszwecken genutzt werden
[6, 15]. Hierbei konnte ein Einfluss der Primérpackmitteloberfliche sowie verschiedener Fomulie-
rungsparameter auf die adsorbierte Proteinmenge nachgewiesen werden. Neben diesen Effekten
spielt die Komplexitit der Proteinstruktur fiir Adsorptionsprozesse eine essentielle Rolle. Da ver-
schiedene Proteine unter gleichen Bedingungen eine unterschiedliche Adsorptionsneigung zeigen,

kann keine Vorhersage iiber die adsorbierte Proteinmenge getroffen werden [4].
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Da es sich bei der Entwicklung von Proteinarzneimitteln um einen lang andauernden und kost-
spieligen Prozess handelt, wird heutzutage verstarkt die statistische Versuchsplanung zur Produkt-
und Prozessoptimierung eingesetzt. Damit kann durch gleichzeitige Variation der Einstellung der
untersuchten Parameter der Einfluss verschiedener Faktoren beispielsweise auf die Proteinadsorp-
tion untersucht werden. Auch mogliche Wechselwirkungen zwischen den untersuchten Faktoren
konnen somit identifiziert werden, was bei klassischer Versuchsdurchfiithrung, bei der jeweils nur
ein Faktor pro Versuch variiert wird, nicht méglich ist [16]. Fiir die Pharmaindustrie von Interesse
sind hierfiir die ICH Richtlinien Q8 (R2), Q9 und Q10 [17, 18, [19], die ein systematisches Vor-
gehen beschreiben, um Produkte und Prozesse zu verbessern. Das “Quality by design‘-Konzept
soll festlegen, innerhalb welches Versuchsraums die Qualitdt fiir ein Produkt oder einen Prozess

gewihrleistet ist.

Ziel dieser Arbeit ist es, unter Einsatz eines Modellproteins Methoden zu entwickeln, die zur
Messung der nach Rekonstitution adsorbierten Proteinmenge an Primérpackmitteloberflichen
eingesetzt werden konnen. Da die adsorbierten Mengen im pg/ml-Bereich liegen, muss es sich
hierbei um hochsensitive Methoden handeln. Diese Methoden sollen zukiinftig angewandt wer-
den, um bereits wahrend der Entwicklung der Proteinarzneimittel diese Konzentrationsverluste
zu ermitteln und durch geeignete Packmittelwahl oder verdnderte Formulierungsparameter die
Adsorption einzuschrianken. Somit kénnen friihzeitig eventuelle Wirkverluste, die aus der Kon-
zentrationsabnahme der Proteinlésung durch Adsorption resultieren, fiir den Patienten ausge-
schlossen werden. Finalisierend soll die Anwendbarkeit der entwickelten Methoden im Rahmen
der statistischen Versuchsplanung unter Beweis gestellt werden, da diese eine schnelle Moglich-
keit liefert, den Einfluss verschiedener Faktoren auf die gebundene Proteinmenge zu untersuchen.
Wie bereits erwéhnt, existieren Hinweise darauf, dass die Proteinadsorption sowohl von der Pack-
mitteloberfliche als auch von den Formulierungsparametern abhéngig ist. Mittels statistischer
Versuchsplanung sollen daher signifikante Faktoren und Wechselwirkungen auf die adsorbierte

Proteinmenge identifiziert werden.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Adsorption von Proteinen an Oberflichen
2.1.1 Effekte durch die Proteinadsorption an Oberflichen

Proteinadsorption an Oberflachen kann positive als auch negative Auswirkungen haben. Durch
Adsorption kann es zu Konformationsénderungen, Denaturierung, Aggregation und Verlust an
biologischer Aktivitdt der Proteine kommen. Aber auch die Oberflichen kénnen durch die ad-

sorbierten Proteine beeintriachtigt werden [0, 20].

Neben der unerwiinschten Adsorption von therapeutischen Proteinen an Primérpackmittel oder
Materialien, die zu Applikationszwecken eingesetzt werden, taucht die Proteinadsorption in vielen
weiteren Bereichen auf. Die Adsorption von korpereigenen Proteinen auf kiinstliche Implantate
fiihrt zur Auslosung der Blutgerinnungskaskade, was in der Folge zur Bildung von Thromben
fithren kann [21]. Daher war die Proteinadsorption an Materialien, die als kiinstliche Implantate
zum Einsatz kommen, bereits Gegenstand vieler Untersuchungen [22] 23]. Ein weiteres Beispiel
fiir unerwiinschte Proteinadsorption zeigt sich anhand der Ablagerung korpereigener Proteine
(v.a. Lysozym) auf Kontaktlinsen, die bereits kurze Zeit nach Einsetzen von Kontaktlinsen in
das menschliche Auge auftritt. Dies kann sowohl zur Auslésung von Entziindungsreaktionen des

Auges fiihren als auch die Transparenz und die Qualitdt der Kontaktlinse beeinflussen [24].

Aus diesen Griinden gibt es verschiedene Ansétze, um die Adsorptionsneigung von Proteinen an
Oberflachen zu verringern. Es konnte gezeigt werden, dass durch Beschichtung von Oberflichen
mit beispielsweise Albumin andere Proteine in Lésung eine geringe Tendenz zur Adsorption zei-
gen. Denn somit sind durch Albumin die Bindungsstellen auf der Oberfliache bereits abgeséattigt,
was zu keiner weiteren Adsorption anderer Proteine fiihrt [25] [26]. Andererseits stellte sich her-
aus, dass Albumin durch andersartige Proteine aus der Loésung von der Oberfliche verdriangt
werden kann [27, 28]. Ein weiterer Ansatz, um eine verminderte Proteinadsorption an Oberfla-
chen zu erreichen, findet sich durch die PEGylierung von Oberflichen, wie durch Hansson et al.
am Beispiel von PEGyliertem Titanium gezeigt [21]. Auch werden grenzflachenaktive Stoffe zur

Reduktion der Proteinadsorption eingesetzt, wie unter 2.1.4 néher erldutert wird.

Bei Durchfiihrung von Immunassays hingegen ist die Proteinadsorption an Oberflichen sogar
gewiinscht. Dabei wird je nach Aufbau des Assays zunéchst ein Antigen oder Antikérper an
eine Oberfliche adsorbiert. Uber die nachfolgende Bindung von Antikérper oder Antigen lassen
sich Aussagen iiber die Menge an zu untersuchendem Analyt oder die Kinetik der jeweiligen
Reaktion treffen. Beispiele hierfiir sind der “Enzyme-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) oder

der Nachweis von humanem Choriongonadotropin im Rahmen von Schwangerschaftstests [29].
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2.1.2 Ablauf der Proteinadsorption an Oberflichen

Die Proteinadsorption wird nicht durch einen bestimmten Faktor allein getrieben. Aufgrund
unterschiedlicher Eigenschaften von Protein und Oberflache liegen verschiedene Moglichkeiten
der Interaktion zwischen diesen beiden vor. Dabei konnen auch mehrere Vorgéange gleichzeitig eine
Rolle fiir die Proteinadsorption spielen. Allgemein begiinstigen all diejenigen Gegebenheiten die
Proteinadsorption an Oberfldchen, die zur Erniedrigung der Gibbs Energie des Systems fithren.
Der Zusammenhang zwischen Gibbs Energie, Enthalpie, Entropie und absoluter Temperatur

unter Konstanthaltung von Temperatur und Druck ist in Gleichung wiedergegeben [30].

AadsG(: Aadsfl — Tabsolut * AadsS) <0 (21)
mit
G: Gibbs Energie
H: Enthalpie
Tebsolut: absolute Temperatur
S Entropie
Aggs: Anderung der jeweiligen Variablen durch Adsorptionsvorginge

Somit férdern diejenigen Vorgénge die Proteinadsorption an Oberflichen, die entweder zu ei-
ner Zunahme der Entropie oder zu einer Abnahme der Enthalpie fithren und somit die Gibbs
Energie des Systems senken. Sowohl die enthalpischen als auch die entropischen Triebkréfte der

Proteinadsorption an Oberflichen sind im Folgenden néher erldutert [31]:

e Wechselwirkungskrifte zwischen Protein und Oberfliche:

Oberflachen als auch Proteine werden von einer elektrischen Doppelschicht, der sogenann-
ten Sternschicht, umgeben. Nahern sich Protein und Oberflache einander an, kommt es zur
Uberlappung der beiden elektrischen Doppelschichten. Dies kann sowohl zu anziehenden
als auch zu abstoflenden elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Protein und Ober-
fldche fiihren, wodurch die Adsorption geférdert beziehungsweise vermindert wird [32].

Weiterhin sind die Dispersionskrifte, die van der Waals Wechselwirkungen, als Triebkraft
der Adsorption aufzufithren. Durch Ausbildung von Dipol-Dipol Wechselwirkungen zwi-
schen Protein und Oberfliche kommt es wie durch Coloumb Wechselwirkungen zur Er-

niedrigung der Enthalpie.

e hydrophober Effekt:
Hydrophile Bereiche des Proteins sind in wéssriger Losung nach auflen gekehrt und bilden
wie hydrophile Oberflichen Wasserstoftbriickenbindungen mit der wéssrigen Umgebung
aus, wodurch das Protein und die Oberfliche von einer Hydrathiille beziehungsweise von
Gegenionen umgeben sind. Dagegen befinden sich die hydrophoben Bereiche meist abge-
schirmt im Inneren des Proteins. Dennoch kommen auch hydrophobe Bereiche des Pro-

teins mit der wéssrigen Losung in Kontakt. Aufgrund mangelnder Fahigkeit Wasserstoff-
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briickenbindungen mit der wassrigen Umgebung auszubilden, ordnen sich die Hydrathiille
beziehungsweise die Gegenionen in geordneter, kifigartiger Struktur um die hydrophoben
Bereiche des Proteins sowie um hydrophobe Oberflaichen an. Durch Adsorption kommt es
zur Storung dieser geordneten Struktur und es werden Wasser beziehungsweise Ionen vom

Protein sowie von der Oberfliche abgespalten. Daraus resultiert eine Zunahme der Entropie

[20, 33].

¢ Konformationsinderungen des Proteins:
Hiufig kommt es durch Adsorption an Oberflichen zu strukturellen Anderungen innerhalb
des Proteins. Diese Anderungen gehen hiufig mit einem Verlust an geordneter Sekundir-

struktur einher, was eine Zunahme der Entropie zur Folge hat [34].
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Abbildung 2.1: Ablauf der Proteinadsorption an eine feste Oberfliche (modifiziert nach [30} B31]).

Eine Ubersicht iiber die Phasen der Adsorption liefert Abbildung Die Proteine erreichen zu-
néchst iber Diffusion oder Konvektion die Oberflache und adsorbieren anschliefend in zufélliger
Art und Weise an die Oberfliche. Die verantwortlichen Triebkrafte wurden bereits oben erwéhnt.
Im Folgenden kommt es je nach Protein zu mehr oder minder stark ausgepragten Konformati-
onsinderungen, was in Kapitel 2.1.3 niher ausgefiihrt wird. Die strukturellen Anderungen fithren
zu erhohter Entropie und begiinstigen somit den Adsorptionsprozess [35].

Das Protein kann reversibel oder irreversibel an die Oberfliche adsorbiert sein. Von irreversibler
Adsorption spricht man, wenn die adsorbierten Proteine bei unverdnderten Umgebungsbedin-
gungen innerhalb von Stunden oder Tagen nicht von der Oberfliche desorbieren. Jedoch ist es
moglich, durch Zugabe verschiedener Substanzen oder Anderungen der Umgebungsbedingungen

das Protein von der Oberfliche abzulosen [36]. Bereits Bull [8] zeigte, dass ein vollsténdiges
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Ablosen der Proteinschicht durch reinen Puffer nicht moglich ist. Jedoch konnte nachgewiesen
werden, dass je weiter der pH-Wert der Losung vom isoelektrischen Punkt des Proteins entfernt
ist, desto grofer war der Prozentsatz an abgelostem Protein. Kommt es zur Desorption kann das
Protein entweder durch strukturelle Anderungen wieder seine native Struktur annehmen oder es
behalt die verdnderte Sekundérstruktur bei [37]. Je langer das Protein jedoch mit der Oberfléche
in Kontakt tritt, umso stérker kann es sich entfalten und umso mehr Bindungsstellen kénnen
sich zwischen Protein und Oberfliche ausbilden. Somit wird die Desorption erschwert und nach
langerer Verweildauer des Proteins auf der Oberfliche immer unwahrscheinlicher [3§].

Der Grad der Desorption ist aber auch von der Hydrophilie beziehungsweise der Hydrophobizitét

der Oberfliche abhingig, worauf in 2.1.4 niher eingegangen wird.

Bei hoheren Ausgangskonzentrationen konnte in manchen Féllen eine Zunahme der adsorbierten
Proteinmenge, die iiber die maximal mogliche Proteinmenge bei Annahme einer einschichtigen
Adsorption hinausging, beobachtet werden. Es wurde daher eine mehrschichtige Adsorption an-
genommen [39, [40]. Jedoch gibt es auch gegenteilige Theorien, die die erhthte Adsorptionsmenge
der Neuorientierung der Proteine zuschreiben und eine mehrschichtige Adsorption fiir unwahr-
scheinlich halten [41], 42].

2.1.3 Struktur von Proteinen in Lésung und adsorbiert an Oberflichen

Zur Bestimmung der Sekundarstruktur werden, wie ndher unter 2.1.5 erldutert, vor allem spek-
troskopische Methoden wie der Circulardichroismus oder die Infrarotspektroskopie genutzt. Ist
das aktive Zentrum von Proteinen durch Adsorption an Oberflichen nicht mehr zugénglich, kann

dies zu einer verminderten Aktivitét fithren [43].

Wie bereits unter 2.1.2 erwithnt, kommt es durch Adsorption zu strukturellen Anderungen des
Proteins. Proteine adsorbieren in unterschiedlicher Ausrichtung an Oberflichen. Dabei gibt es
Proteine, wie beispielsweise Albumin und Fibrinogen, die bevorzugt seitlich und somit mit dem
groften Teil ihrer Oberfliche adsorbieren. Dagegen adsorbiert y-Globulin meist mit seinem Ende
voran, wodurch weniger Platz auf der Oberfliche verbraucht wird und somit mehr Protein ad-
sorbieren kann. Bei all den genannten Proteinen geht die Bindung an die Oberfliche mit einem
Verlust an geordneten Sekundérstrukturen einher [41], [44]. Konformationsdnderungen sind vom
jeweiligen Protein und der jeweiligen Oberflache abhéngig. Daher kann man keine allgemeinen

Aussagen {iber die strukturellen Anderungen der adsorbierten Proteine treffen [45].

Proteine in Losung sind frei beweglich und drehbar. Dagegen adsorbieren sie auf die Oberflache
in einer bestimmten Orientierung und nehmen dabei eine veranderte Sekundérstruktur an [46].
Kommt es zu keiner Desorption, erfahren die adsorbierten Proteine stirkere strukturelle Ande-
rungen, umso lénger sie auf der Oberflache adsorbiert sind. Durch stirkere Entfaltung des Prote-
ins kénnen sich mehr Bindungsstellen zwischen Protein und Oberfliche ausbilden. Bei niedrigen
Proteinkonzentrationen adsorbieren die Proteine in zufélliger Orientierung an die Oberflache. Bei
hochkonzentrierten Proteinlésungen dagegen adsorbieren mehr Proteine an die Oberfliche, wobei

diese aber weniger Bindungsstellen mit der Oberfliche ausbilden. Denn hierfiir ist nun zu wenig
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Platz auf der Oberfliche vorhanden. Es kommt zu Wechselwirkungen der adsorbierten Proteine

untereinander, wodurch die Proteine weitere strukturelle Anderungen durchlaufen [38, 47].

Die Struktur von Proteinen auf hydrophilen Oberflachen variiert von der auf hydrophoben Ober-
flachen. Auf hydrophoben Oberflichen konnten im Vergleich zu hydrophilen Oberflachen stéarkere

Konformationsdnderungen nachgewiesen werden [48| 49, [50].

Des Weiteren werden durch strukturelle Anderungen hiufig hydrophobe Bereiche nach auken
gekehrt, wodurch das Protein durch hydrophobe Wechselwirkungen stéarker auf die Oberfliche

gebunden werden kann [44].

2.1.4 Ursachen fiir die Proteinadsorption an Oberflichen

Die Proteinadsorption wird sowohl durch Eigenschaften der Proteine und der Oberflache als
auch durch die Umgebungsbedingungen beeinflusst. Der Einfluss der einzelnen Parameter wird

im Folgenden genauer erlautert:

e Eigenschaften des Proteins:

— Stabilitdt der Proteine:
Man unterscheidet weiche (“soft*) und harte (“hard“) Proteine. Weiche Proteine wei-
sen eine geringe strukturelle Stabilitit auf, wodurch es zu strukturellen Anderungen
durch Adsorption kommt. Sie adsorbieren sowohl an hydrophile als auch an hydropho-
be Oberflachen, ungeachtet dessen, ob Protein und Oberfliche die gleiche Ladung tra-
gen und somit ungiinstige elektrostatische Wechselwirkungen vorhanden sind. Durch
die vorliegenden Konformationsdnderungen kommt es zu einer Entropiezunahme, die
wiederum die uneingeschrankte Adsorption von weichen Proteinen auf Oberflichen
auch unter ungilinstigen Bedingungen erklért. Durch starkes Entfalten der weichen
Proteine konnen sich zudem vermehrt Bindungsstellen mit der Oberflache ausbilden,
was die feste Bindung zwischen Protein und Oberfliche weiter férdert.
Harte Proteine hingegen sind stabile Proteine, deren Konformation auch durch Ad-
sorption kaum eine Anderung erfihrt. Sie adsorbieren bevorzugt an hydrophobe Ober-
flaichen, wohingegen die Adsorption an hydrophile Oberflichen nur unter giinstigen
elektrostatischen Bedingungen erfolgt.
Beispiele fiir weiche Proteine bieten Albumin oder die Familie der Immunglobuline.
Bei Lysozym oder -Lactoglobulin handelt es sich dagegen um Vertreter der harten
Proteine [30), 32}, 43}, [46].

— Ladung des Proteins:
Die Stabilitét der Proteine wird auch durch ihre Ladung beeinflusst. Stérker geladene
Proteine weisen eine schwéchere Stabilitdt auf, wodurch sie dazu neigen, sich zu entfal-
ten und auf der Oberflache auszubreiten. Durch groferen Platzbedarf der entfalteten
Proteine kann weniger Protein binden. Befindet sich der pH-Wert der Losung aber

am isoelektrischen Punkt des Proteins, so tragt das Protein die Nettoladung null und
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die Proteine weisen eine hohere strukturelle Stabilitat auf. Die Proteine neigen daher
vermindert zur Entfaltung. So ist auch erklarbar, warum am isoelektrischen Punkt des
Proteins die maximale Menge an Protein adsorbiert [51]. Dies konnte anhand von ver-
schiedenen Proteinen auf variierenden Oberfldchen gezeigt werden [32, [52] [53]. Auch
der Einfluss der Wechselwirkung zwischen bereits adsorbierten Proteinen mit freien
Proteinen aus der Losung wurde in diesem Zusammenhang diskutiert. Da Proteine
am isoelektrischen Punkt die Nettoladung null tragen, fiihrt dies zu einer vermin-
derten Interaktion zwischen den einzelnen Proteinen. Somit kann am isoelektrischen
Punkt mehr Protein auf die Oberfliche adsorbieren [35]. Des Weiteren entscheidet
die Ladung des Proteins iiber die mdglichen Wechselwirkungen zwischen Protein und
Oberflache, wie bereits in Abschnitt 2.1.2 dargestellt.

— Grofe des Proteins:

Kleinere Proteine diffundieren schneller als grofere Proteine und erreichen somit als
erstes die Oberflache. Héufig ist zu beobachten, dass in einer Losung mit verschiedenen
Proteinen zunéchst die kleineren Proteine adsorbieren und diese anschlielfend gegen
groftere Proteine, die eine héhere Affinitét fiir die Oberflache aufweisen, ausgetauscht
werden. Auferdem verfiigen grofere Proteine iiber mehr mogliche Bindungsstellen als
kleinere Proteine, wodurch mehr Interaktionen mit der Oberfliche zustande kommen
kénnen [36, [43].

e Eigenschaften der Oberflache:

— chemische Zusammensetzung der Oberflache:

Die chemische Zusammensetzung und die daraus resultierende Ladung der Oberfliche
bestimmen, welche Arten von Wechselwirkungen mit Proteinen mdglich sind. Viele
Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass auf hydrophoben Oberflichen mehr Protein ad-
sorbiert als auf hydrophilen Oberflichen [35] [41] [54]. Doch Ziegler et al. erhielt bei
ihren Untersuchungen gegenteilige Ergebnisse. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
mehr BSA auf hydrophilen Oberflichen im Vergleich zu hydrophoben Oberflichen
adsorbierte [50].

Dariiber hinaus hat die Beschaffenheit der Oberfliche einen Einfluss auf die Reversi-
bilitdt des Adsorptionsvorganges. Denn auf hydrophoben Oberflichen kommt es meist
zu irreversibler Adsorption, wobei hdufig auch durch beispielsweise Verschiebung des
pH-Wertes keine Desorption zu erreichen ist. Es ergaben sich in diesem Zusammen-
hang auch Hinweise, dass eine steigende Hydrophobizitét der Oberflache mit starkeren
strukturelle Anderungen von BSA einhergeht [49, [50]. Dagegen ist auf hydrophilen

Oberflidchen sowohl reversible als auch irreversible Adsorption moglich [36], 37, [55].

— Ladung der Oberfliche:
Ungeladene Oberflichen binden weniger Protein als geladene Oberflichen, da auf un-
geladenen Oberflichen im Vergleich zu geladenen Oberflichen kaum elektrostatische
Wechselwirkungen méglich sind. Dadurch fehlt hier ein wichtiger Ausléser der Ad-

sorption, der auf geladenen Oberflachen in grofsem Mafe zum Tragen kommt [46].

10
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— Rauheit der Oberflache:
Raue Oberflachen bieten eine grofere Adsorptionsflaiche, wodurch mehr Protein ad-
sorbieren kann. Jedoch korreliert die Vergroferung der Oberfliche nicht immer mit
der Zunahme der adsorbierten Proteinmenge [56] 57]. Rechendorff et al. konnten wei-
terhin zeigen, dass das Ausmaf der Rauheit auf die Adsorption auch von der Art des
Proteins selbst abhéngt [58].

— Homogenitét der Oberflache:
Héaufig liegen heterogene Oberflachen vor, wodurch auf unterschiedlich beschaffenen
Stellen einer Oberfliche Proteine iiber unterschiedliche Wechselwirkungen, wie in Ka-
pitel 2.1.2 erwihnt, binden kénnen [38].

¢ Umgebungsbedingungen:

— Temperatur:
In der Literatur finden sich unterschiedliche Ergebnisse tiber den Einfluss der Tem-
peratur auf die Proteinadsorption. Es existieren sowohl Hinweise auf verstarkte, aber
auch auf verminderte Adsorption bei erhéhten Temperaturen. Jedoch konnte auch
ein Fehlen des Temperatureinflusses auf die Proteinadsorption gezeigt werden. Dies

scheint abhéingig von den Eigenschaften des Proteins zu sein [37, [4T].

— lonenstérke des Puffers:

Die Ionenstéarke beeinflusst die bereits erwahnte elektrische Doppelschicht, die sich um
Partikel jeglicher Art ausbildet. Verschiedene Arbeitsgruppen erhielten unterschied-
liche Ergebnisse beziiglich des Einflusses der lonenstérke auf die Proteinadsorption.
So konnte gezeigt werden, dass die adsorbierte Proteinmenge bei erhohter Ionenstér-
ke zu- oder abnimmt oder aber kaum einen Einfluss auf die Proteinadsorption zeigt
[13| [44], 59]. Der Effekt der Ionenstérke ist jedoch teilweise auch von der eingesetzten
Tonenart [23] oder von der vorliegenden Oberflache abhéngig [51].

Zudem kann die Ionenart einen stabilisierenden oder destabilisierenden Einfluss auf

das Protein haben, wodurch das Protein kompakter oder starker entfaltet vorliegt [60].

— pH-Wert der Losung:
Der pH-Wert der Losung beeinflusst die Ladung des Proteins sowie der Oberflache.

Die Auswirkungen sind bereits oben ndher ausgefiihrt.

— grenzflachenaktive Zusétze:
Die Bindung von grenzflichenaktiven Stoffen an die Oberfliche tiberwiegt die Adsorp-
tion der Proteine an die Oberflache. Grenzflichenaktive Stoffe wie SDS oder Polysor-
bat 20 besetzen die Bindungsstellen auf der Oberfliche und somit kénnen Proteine
nicht mehr binden. Sie kdnnen entweder eingesetzt werden zum Ablosen der bereits
adsorbierten Proteine oder aber auch, um die Proteine von der Adsorption auf die
Oberflache abzuhalten. Abhéngig von der Art der Wechselwirkungen zwischen Prote-
in und Oberflache sind unterschiedliche grenzflachenaktive Stoffe wirksam [61], (62, 63].

11
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2.1.5 Methoden zur Messung der Proteinadsorption an Oberflichen

Trotz des Einsatzes identischer Formulierungs- und Inkubationsparameter erhielten verschiedene
Arbeitsgruppen nicht immer die gleichen Ergebnisse. Eine mogliche Ursache hierfiir kann durch

den Einsatz unterschiedlicher Messmethoden begriindet sein.

Es existieren eine Vielzahl an Methoden, um die Konzentration von Proteinen in Ldsung zu
bestimmen. Hierzu zéhlen unter anderem verschiedene kolorimetrische Proteinassays wie der
Bradford-, Lowry- oder Bicinchoninsédure (BCA)-Assay [64), [65, [66]. Des Weiteren bieten spek-
troskopische Methoden eine Alternative zu den kolorimetrischen Proteinassays. Hierzu sind zum
einen die Absorptionsmessung aromatischer Aminoséuren bei 280 nm oder der Peptidbindungen
bei 205 nm und zum anderen die Messung der intrinsischen Fluoreszenz zu erwéhnen. Auch
verschiedene Trennprinzipien der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance
liquid chromatography, HPLC) wie beispielsweise die Umkehrphasenchromatographie (reversed
phase (RP)- HPLC) oder die Grofenausschlusschromatographie (size exclusion (SE)-HPLC) fin-
den Anwendung in der Konzentrationsbestimmung von Proteinen [29, [67|. Es eignen sich jedoch

nicht alle dieser Methoden, um die an Oberflichen adsorbierte Proteinmenge zu ermitteln.

Héufig werden radioaktiv markierte Proteine eingesetzt, um die an Oberfldchen adsorbierte Men-
ge zu bestimmen. In der Literatur finden sich Hinweise, dass Proteine trotz Markierung die glei-
chen Adsorptionseigenschaften innehaben wie unmarkierte Proteine [68, [69]. Andere Publikatio-
nen gehen dagegen aber davon aus, dass durch Markierung der Proteine die Adsorptionsneigung
verdndert wird [27, [70, [71]. Holmberg et al. [72] konnten zeigen, dass dies aber auch von der

jeweils angewandten Markierungsmethode abhéngt.

Neben der radioaktiven Markierung bietet auch die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen eine
Alternative zur Konzentrationsbestimmung adsorbierter Proteine [53]. Auch neuere Methoden
wie die Markierung des Proteins mit Fluoresceinisothiocyanat und anschlieffende Vermessung
mittels “total internal reflection fluorescence” kommt zur Anwendung [73]. Dariiber hinaus fin-
den Farbstoffe, die durch Reaktion mit Proteinen eine messbare Farbreaktion eingehen, bei dieser
Fragestellung Anwendung. Waxman und Vilivalam [74] bestimmten mithilfe von Coomassieblau
die adsorbierte Proteinmenge. Auch der Lowry-, der BCA- und der Bradfordassay fanden Anwen-
dung bei der Untersuchung der adsorbierten Proteinmenge, indem durch Messung der gesunkenen

Proteinkonzentration in Losung auf die adsorbierte Menge geschlossen wurde [14} 23] [75].

Chromatographische Methoden finden auch ihren Einsatz bei der Bestimmung der adsorbierten
Proteinmenge. Es kamen zur Untersuchung der Adsorption verschiedener Proteine an unter-
schiedliche Oberflichen sowohl RP-HPLC Methoden als auch SE-HPLC Methoden zum Einsatz.
Dabei wurden die Proteine entweder von der Oberfliche abgel6st und anschlieffend die Konzen-

tration ermittelt oder die Konzentrationsabnahme der Proteine in Losung bestimmt [13], 14, [76].

Doch nicht nur die in dieser Arbeit untersuchte adsorbierte Proteinmenge ist von wissenschaftli-
chem Interesse, sondern auch die Konformation der adsorbierten Proteine, die Schichtdicke und

welche Krifte zwischen Protein und Oberflache wirken.

12
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Strukturelle Anderungen lassen sich mithilfe spektroskopischer Methoden wie dem Circulardi-
chroismus oder der Infrarotspektroskopie nachweisen [6, [77, [78], [79].

Die Ellipsometrie bietet eine Moglichkeit, um zerstorungsfrei die Dicke einer adsorbierten Pro-
teinschicht zu bestimmen. Ellipsometrische Messungen benétigen aber flache und reflektierende
Oberflachen |73, 80, 8I]. Des Weiteren werden hierfiir trockene Oberflichen vorausgesetzt, was
aber nicht den tatsdchlichen Adsorptionsbedingungen entspricht. Dies kann zu verénderten Ei-

genschaften des Proteins fiithren [82].

Die Rasterkraftmikroskopie wird beispielsweise zur Messung der Krifte genutzt, die zwischen
Oberflache und Protein wirken [83]. Aufserdem kann sie aber auch zur Messung der Oberflédchen-

rauheit und zur Abbildung der Oberfliche eingesetzt werden [52].

Auch neuere, spektroskopische Methoden wie die Rontgenphotoelektronenspektroskopie oder die
“optical waveguide lightmode spectroscopy* kommen zur Untersuchung der Proteinadsorption an
Oberflachen zum Einsatz [84] [85]. Auch mithilfe von nicht-spektroskopischen Methoden lésst sich
die adsorbierte Proteinmenge beispielsweise mittels “Quartz crystal microbalance” direkt auf der
Oberflache bestimmen. Ein Problem stellt hierbei aber dar, dass keine Unterscheidung zwischen
adsorbierten Proteinen und gebundenem Wasser moglich ist. Wie die Ellipsometrie verlangt diese
Methodik zudem transparente und reflektierende Oberflachen [58].

2.2 Primarpackmittel

Primérpackmittel stehen in direktem Kontakt mit der Arzneistoffzubereitung. Sie stellen eine
Barriere gegeniiber duferen Einfliissen (z.B. Licht oder Feuchtigkeit) dar, die die Qualitdt der
Formulierung beeintréchtigen konnen. Eine Permeation von Bestandteilen aus der Losung oder
Gasen der Umgebung durch die Wandung hindurch sollte durch die Beschaffenheit des Primér-
packmittels unterbunden werden. Des Weiteren sollte es zu keinerlei Interaktion zwischen Zube-
reitung und Primé&rpackmittel kommen und eine gute Entnehmbarkeit der fliissigen Zubereitung

gewahrleistet sein [86), [87].

2.2.1 Glasvials mit und ohne Beschichtung

Glas dient in der pharmazeutischen Industrie seit Langem als Primérpackmittel unter anderem
fiir Ampullen, Vials und vorgefiillte Spritzen. Dabei zeichnet sich Glas durch eine hohe Undurch-
lassigkeit gegen Wasserdampf und Gase aus. Auch kann es extremen Temperaturen standhalten,
was beispielsweise wihrend Sterilisationsverfahren von Nutzen ist |86, [87].

Je nach Beschaffenheit der Arzneistoffzubereitung werden verschiedene Anforderungen an die
Glasoberfliche gestellt. Aus diesem Grunde gibt es verschiedene Arten von Beschichtungen, die
zu verinderten Glaseigenschaften fithren. Die in dieser Arbeit verwendeten Glasart I Vials sowie

deren Beschichtungen werden im Folgenden naher erlautert:

13
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e Glasart I Vials:
Die unterschiedlichen Glasqualitdten werden nach dem Européischen Arzneibuch [88] durch
Bestimmung ihrer hydrolytischen Resistenz in die Klassen I-III eingeteilt. Die hydrolyti-
schen Klassen geben Auskunft dariiber, wie viel basische Bestandteile sich durch den Kon-
takt mit Wasser aus der Glaswand herauslésen. Typ I Gléaser zeichnen sich dabei durch die
hochste hydrolytische Resistenz der drei Klassen aus und kommen daher als Standardpri-

marpackmittel fiir parenterale Zubereitungen zum Einsatz.

e silikonisierte Glasart I Vials:

Die Silikonisierung von Glasoberflichen kann zum einen durch die Reaktion von freien Si-
lanolgruppen auf der Glasoberflache und der mit der Oberfliche assoziierten Wasserschicht
mit Dichlordimethylsilan erreicht werden, wodurch sich ein diinner Dimethylsilanolfilm auf
der Oberfliche ausbildet. Zum anderen kann auch ausgehend von dimethylsiloxanhaltigen
Losungen und Emulsionen durch thermische Behandlung eine Silikonschicht auf der Gla-
soberfliche erzeugt werden.

Die durch Silikonisierung erreichte Hydrophobisierung der Glasoberfliche bedingt eine ver-
besserte Entnehmbarkeit im Vergleich zu unsilikonisierten Glésern, wodurch ein geringeres
Restvolumen im Behéltnis verbleibt. Dariiber hinaus wird durch Silikonisierung die Haft-

und Gleitreibung zwischen Stopfen und vorgefiillten Spritzen vermindert [87, [89].

Die Silikonisierung erfolgt jedoch nicht immer vollsténdig. Proteine, die auf die nicht sili-
konisierten Bereiche der Oberfliche adsorbieren, konnen durch Goldnanopartikel angefarbt
und somit die ungleichméfige Silikonisierung sichtbar gemacht werden [90]. Auferdem gibt
es Hinweise, dass sich nicht vollstindig gebundenes Silikonol von der Oberflache ablosen

und in der Losung zur Aggregation von Proteinen fiihren kann [911 [92].

e Glasart Typ I plus® Vials:

Schott entwickelte das automatisierte “Plasma Impulse Chemical Vapor Deposition‘- Ver-
fahren, um eine quartzdhnliche, homogene Siliciumdioxidschicht auf die Innenoberfliche
handelsiiblicher Glasart 1 Vials aufzubringen. Dabei werden die gewaschenen Glasart I
Vials mit einem Gemisch aus reinem Sauerstoff und Silicium begast. Durch Bestrah-
lung mit Mikrowellenenergie wird ein Plasma entfacht. Dabei kommt es zur Bildung von
Siliciummonooxid-Ionen, die mit {iberschiissigem Sauerstoff an der Innenoberfléache der Vi-
als zu einer Siliciumdioxidschicht reagieren. Der gesamte Vorgang beginnt darauthin erneut
und somit kommt es zur Ausbildung weiterer Siliciumdioxidschichten, bis eine Schichtdicke
von 100-200 nm erreicht ist.

Durch derartige Beschichtung der Innenoberfliche wird das Herauslosen von lonen aus
der Packmitteloberfliche unterbunden und die chemische Bestdndigkeit der Oberflache er-
hoht. Daher sind Glasart Typ I plus® Vials fiir Produkte geeignet, die empfindlich auf
pH-Verschiebungen reagieren oder mit Ionen aus der Glasoberfliche interagieren. Durch
diese inerte Beschichtung kommt es somit zu einer Verringerung der Wechselwirkung zwi-
schen Produkt und Primérpackmittel, was vor allem einen Vorteil fiir gering konzentrierte
Wirkstoffe bietet [93, 94, ©5].
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e Glasart I TopLyo® Vials:

Die Innenoberfliche der Glasart I TopLyo® Vials wird durch ein dhnliches Verfahren wie
die Glasart Typ I plus® Vials beschichtet. Doch durch verénderte Steuerung des Beschich-
tungsprozesses sowie durch gednderte stéchiometrische Zusammensetzung des Gemisches
aus Sauerstoff und Silicium kommt es hierbei zur Bildung einer 40-100 nm dicken Beschich-
tung der Innenoberflache, die in diesem Falle zur Hydrophobisierung der Oberflache fiihrt.
Glasart I TopLyo® Vials kommen haufig als Primérpackmittel fiir Lyophilisate zum Ein-
satz, da die Beschichtung eine homogene und glatte Oberflache liefert und somit weniger
Lyophilisat an der Wandung haften bleibt. Des Weiteren wird durch die Hydrophobizi-
tét der Innenoberfldche eine verbesserte Entnehmbarkeit der beinhalteten Losung erreicht
[93, 94].

2.2.2 Kunststoffvials

Glasvials werden standardméfig fiir parenterale Zubereitungen eingesetzt, jedoch kann es bei-
spielsweise durch Ionenfreisetzung aus der Glasoberfliche zu Problemen mit der Arzneistofffor-
mulierung kommen. Daher wird nach Alternativen fiir Glas gesucht. Mogliche Alternativen sind
Kunststoffvials, wie beispielsweise aus Cycloolefinpolymeren (COP, z.B.: CZ®) oder Cycloolefin-
Copolymeren (COC, z.B. Topas®).

Bei der COP-Synthese werden ausschliefslich ringférmige Monomere polymerisiert. Die Synthese
lauft in einem zweistufigen Prozess ab, wobei es zunéchst zu einer ringéffnenden Metathese Po-
lymerisation mit darauffolgender Hydrierung kommt. Die Strukturformel ist Abbildung zZu
entnehmen [96]. COC dagegen wird aus Norbornen und Ethylen durch eine einstufige Polyaddi-
tionsreaktion hergestellt. Dabei erhédlt man die in Abbildung dargestellte Strukturformel.

R, R, n R, R, ©
(a) Cycloolefinpolymer (COP) (b) Cycloolefin-Copolymer (COC)

Abbildung 2.2: Strukturformeln des Cycloolefinpolymers (COP) sowie des Cycloolefin-Copolymers
(COC) (modifiziert nach [97]).

COP- sowie COC-Vials zeichnen sich aufgrund ihres chemischen Aufbaus im Vergleich zu Glas
durch eine verbesserte Stabilitdt gegeniiber Sduren und Basen aus. Aufterdem werden keine Io-
nen aus der Oberfliche derartiger Kunststoffe freigesetzt, wodurch keine chemische Interaktion
zwischen Oberflaiche und Losung stattfinden kann. Weitere Vorteile gegeniiber Glasvials sind
sowohl die Bruchfestigkeit als auch die Anwendungsmoglichkeit dieser Kunststoffe {iber einen
breiten pH-Bereich. Die Hydrophobizitdt der beiden Olefine bedingt eine gute Entleerbarkeit der

beinhalteten Losungen. Bei all den Vorteilen die derartige Kunststoffe bieten, ist dennoch zu
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erwiahnen, dass sie im Vergleich zu Glas starker durchléassig fiir Gase und Wasserdampf sind,
was zu einem Verlust von Losungsbestandteilen beziehungsweise zur Permeation von Gasen aus
der Umgebung durch das Vial hindurch fithren kann. Zudem ist Glas im Vergleich zu COC- und
COP-Kunstststoffen kratzfester [7, 98] 99].

2.3 Statistische Versuchsplanung
2.3.1 Grundbegriffe der statistischen Versuchsplanung

Unternehmen miissen heutzutage stédndig ihre Produkte und Prozesse verbessern, um wettbe-
werbsfahig zu bleiben. Dies soll im besten Fall auch noch mit geringen Kosten verbunden sein.
Héufig gestalten sich diese Verbesserungen schwierig, da der Einfluss einer Vielzahl von Parame-
tern entscheidend ist [16].

R.A. Fisher legte bereits Anfang des 20. Jahrhunderts die Grundlagen fiir die statistische Ver-
suchsplanung. Dennoch dauerte es bis in die achtziger Jahre hinein, bis diese Methodik weltweit
ihren Durchbruch schaffte [100, 101].

Beim klassischen Versuchsaufbau wird pro Versuchsreihe jeweils ein Faktor variiert, wobei die
anderen Faktoren konstant gehalten werden. Somit kann ein beobachteter Effekt eindeutig ei-
nem Faktor zugeordnet werden. Bei der statistischen Versuchsplanung hingegen werden nun aber
mehrere Faktoren gleichzeitig variiert, was zu einer Verringerung der Versuchsanzahl fithrt. Den-
noch erhélt man auch hierbei eine klare Aussage durch welchen Faktor der Effekt erzielt wurde,

wenn die Faktoren unabhéngig voneinander einstellbar sind [16], [TOT].

In Vorversuchen werden zunéchst die Faktorgrenzen ausgetestet und die technische Realisierung
der verschiedenen Faktorstufenkombinationen iiberpriift. Anschlieftend wird das Untersuchungs-
ziel genau definiert, wofiir die Festlegung der Faktoren und Zielgrofen notig ist. Innerhalb eines
Versuchsplans konnen eine oder mehrere Zielgrofien untersucht werden.

Als Zielgrofsen bezeichnet man diejenigen Grofien, die eine Verdnderung durch unterschiedliche
Einstellungen von Faktoren erfahren und durch Versuche bestimmt werden. Faktoren sind Para-
meter, deren Einstellungen auf mindestens zwei Stufen im Versuchsplan verédndert werden. Die
Faktorstufen werden in kodierten Einheiten angegeben, um trotz unterschiedlicher Einheiten der
Faktoren die Effekte direkt vergleichen zu kénnen. Der Versuchsraum wird durch die untere und
obere Stufe, die in kodierten Einheiten als -1 und +1 bezeichnet werden, eingegrenzt. Faktoren
lassen sich weiterhin in quantitative und qualitative Faktoren unterteilen. Quantitative Faktoren
lassen sich durch eine numerische Kenngrofse beschreiben, qualitative Faktoren hingegen nicht
[16] [100], 101].

Um zu beschreiben, in welchem Mafte und mit welchem Vorzeichen behaftet sich die Zielgrofe
andert, wenn der Faktor von Stufe -1 auf 41 variiert wird, wird der Begriff Effekt eingefiihrt.
Man unterscheidet Haupteffekte, die einem bestimmten Faktor zuzuordnen sind, und Wechsel-
wirkungen, wobei die Einstellung eines Faktors den Effekt eines anderen Faktors beeinflusst
[100, 101].
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Nach Durchfithrung aller Versuche lasst sich ein mathematisch-statistisches Modell aufstellen,
das ndherungsweise den Zusammenhang zwischen den untersuchten Faktoren und den Zielgréfen
innerhalb des Versuchsraums wiedergibt. Durch das Modell lassen sich Werte fiir beliebige Punkte
innerhalb des Versuchsraums berechnen. Bei Vorhandensein von qualitativen Faktoren wird der
Versuchsplan fiir jeden dieser qualitativen Faktoren erneut durchgefiihrt. Man erhélt dabei fiir

jeden qualitativen Faktoren ein eigenes mathematisches Modell [100].

2.3.2 Erstellung von zentral zusammengesetzten Versuchsplianen

Sollen viele Faktoren untersucht werden, so eignen sich Faktorenversuchspléne, bei denen die
Faktoren auf zwei Stufen variiert werden. Gleichung liefert die Anzahl an moglichen Fak-
torstufenkombinationen.

m = 2% (2.2)

mit

m: Anzahl der Faktorstufenkombinationen im Versuchsplan
k: Anzahl der Faktoren

Ausgehend von der Anzahl an Faktorstufenkombinationen koénnen 25! Effekte und zusitzlich
noch der Gesamtmittelwert aller Ergebnisse berechnet werden. Bei Durchfithrung aller nach
Gleichung berechneten Faktorstufenkombinationen erhélt man einen vollstéandigen faktori-
ellen Versuchsplan.

Bei Untersuchung von beispielsweise drei Faktoren A, B und C auf zwei Stufen erhélt man somit
23 = 8 Faktorstufenkombinationen. In Tabelle [2.1|sind die acht mdglichen Faktorstufenkombina-

tionen sowie ihre Wechselwirkungen in kodierten Einheiten in einer Planmatrix abgebildet.

Tabelle 2.1: Planmatrix in kodierten Einheiten fiir einen vollsténdigen faktoriellen Versuchsplan mit
drei Faktoren, die auf jeweils zwei Stufen variiert werden. Daraus ergeben sich 23-
Faktorstufenkombinationen sowie die Wechselwirkungen AB, BC, AC und ABC.

systematische Faktoren Wechselwirkungen
Nummer A B C AB BC AC ABC
1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1

2 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1
3 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1

5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
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Als Versuchspunkte erhilt man hierbei die Ecken eines Wiirfels, wie in Abbildung [2.3] dargestellt.

Bei k-Faktoren untersucht man die Eckpunkte eines k-dimensionalen Wiirfels [16, [100].

Abbildung 2.3: Versuchspunkte eines vollstéindigen 23-Plans (modifiziert nach [16]).

Die Versuchsanzahl nimmt bei steigender Anzahl von zu untersuchenden Faktoren im vollstandi-
gen faktoriellen Versuchsplan rasch zu und man erhélt Informationen iiber dreifache oder hohere
Wechselwirkungen, die sich aber meist kaum von der Versuchsstreuung unterscheiden. Aus diesem
Grund gibt es die sogenannten fraktionellen faktoriellen Versuchsplane, bei denen nur ein Teil der
nach Gleichung moglichen Faktorstufenkombinationen, untersucht wird. Dies wird erreicht,
indem hohere Wechselwirkungen mit Faktoren vermengt werden. Zwischen den vermengten Fak-
toren und Wechselwirkungen ist nun aber keine Effektunterscheidung mehr moglich. Da héhere
Wechselwirkungen aber meist vernachléssigbar sind, kann man auch bei Teilfaktorenpléanen den
berechneten Effekt meist trotzdem einem Faktor zuweisen. Da dem Versuchplan dieser Arbeit
ein vollstdndiger faktorieller Versuchsplan zugrunde liegt, wird an dieser Stelle nicht weiter auf

die Eigenheiten von Teilfaktorenplanen eingegangen [16].

Nimmt man einen linearen Zusammenhang zwischen Faktor und Zielgréfse an und will man eine
Vielzahl an Faktoren untersuchen, so eignen sich die vollstédndigen oder fraktionellen Faktoren-
versuchspldne. Geht man aber von einem nichtlinearen Zusammenhang aus, so miissen die Fak-
toren auf mehr als zwei Stufen variiert werden, um den quadratischen Zusammenhang zwischen
Faktoren und Zielgrofe beschreiben zu konnen. Héufig werden dafiir zentral zusammengesetzte
Versuchsplane eingesetzt. Diesen Planen liegt ein vollsténdiger oder fraktioneller Faktorenver-
suchsplan zugrunde, der zusétzlich durch Sternpunkte und den Zentralpunkt ergénzt wird. Die
Faktoren werden somit auf fiinf Stufen variiert. Bei bis zu vier Faktoren wéhlt man meist einen
vollstédndigen Faktorenplan als Grundlage. Werden jedoch fiinf oder mehr Faktoren untersucht,
greift man auf einen Teilfaktorenplan zuriick, da sonst die Versuchsanzahl zu grof wird. Am
Beispiel eines zentral zusammengesetzten Plans fiir drei Faktoren ergeben sich die in Abbildung
[2.4] gezeigten Versuchspunkte. Die Sternpunkte, deren Stufen mit +« angegeben werden, ragen
aus dem Wiirfel heraus. Der Zentralpunkt erhélt die Kodierung 0 |16, [100), [T0T].
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Abbildung 2.4: Versuchspunkte eines zentral zusammengesetzten Versuchsplans mit drei Faktoren. Die
jeweiligen Stufen sind in kodierten Einheiten angegeben (modifiziert nach [16], [100]).

Zur Berechnung der Gesamtanzahl der Einzelversuche N in einem zentral zusammengesetzten
Plan, dessen Grundlage ein vollstandiger Faktorenplan bildet, bedient man sich Gleichung ([2.3)
[100].

N = Nw + Ngt + Nog (2.3)
mit

N: Gesamtanzahl der Einzelversuche
Nw = 25 Wiirfelpunktversuche

Ngi = 2k: Sternpunktversuche

No: Zentralpunktversuche

Um Versuchspléne mit Hilfe der Regressionsanalyse auswerten zu kénnen, sollte man Plédne aus-
wahlen, die sowohl orthogonal als auch drehbar sind.

Sind die Faktoren unabhéngig voneinander einstellbar und sind somit die Effekte einzeln aus-
wertbar, dann liegt ein orthogonaler Plan vor. Stellt man fiir den Sternpunktabstand o den aus
Gleichung berechneten Wert ein, erhélt man einen orthogonalen Plan [16] [100].

o = %(\/N -Nw — Nw) (2.4)

mit

Nvw = 2% Wiirfelpunktversuche

N: Gesamtzahl der Einzelversuche

Durch den Varianz-Inflations-Faktor (VIF) wird verdeutlicht, in welchem Mafe sich die Varianz

des Modells vergrofert, wenn man einen nicht orthogonalen Plan gewéhlt hat [I0T].

Drehbare Plédne haben den Vorteil, dass die Modellwerte fiir alle Versuchspunkte im Versuchs-
raum mit derselben Varianz behaftet sind. Dabei ist nur die Entfernung des Versuchspunktes

vom Zentralpunkt entscheidend und nicht, in welcher Richtung vom Zentralpunkt er sich be-
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findet [101], 100]. Um drehbare Pléne zu erhalten, wird fiir den Sternpunktabstand « der nach
Gleichung ([2.5]) berechnete Wert eingestellt.

a? = Vokp (2.5)

Die Auswirkung der unterschiedlichen Entfernung des Versuchspunktes zum Zentralpunkt lasst
sich iiber den Hebelwert (leverage) charakterisieren. Bei groferer Entfernung vom Zentralpunkt
hat dieser Punkt auch einen groferen Einfluss auf die Regressionsgerade. Er hat somit eine
grofere Hebelwirkung als Versuchspunkte, die ndher am Zentralpunkt liegen [16] [101].

Durch geeignete Wahl der Wiederholungen des Zentralpunktes kann man den Versuchsumfang
so anpassen, dass die gewahlten Einstellungen fiir o einen orthogonalen und drehbaren Plan
ergeben [I6]. Auch die Power ist von der Grofe des Stichprobenumfangs abhéngig. Als Power
(1 — ) wird die Fahigkeit bezeichnet, einen signifikanten Effekt auch als solchen zu erkennen
[101].

Um systematische Fehler nicht mit in die Berechnung der Versuchsstreuung oder des Modells
miteinzubeziehen, bedient man sich sowohl der Blockbildung als auch der Randomisierung.
Versuche mit systematischen, nicht vermeidbaren Storgrofen oder schwierig zu dndernden Fak-
torstufen werden in Blécken zusammengefasst. Storgréfen knnen beispielsweise die Verwendung
von unterschiedlichen Chargen oder die Durchfiihrung der Versuche an mehreren Tagen sein. Die-
se kdnnen zu einer systematischen Veréinderung der Ergebnisse fithren. Hierbei errechnet sich die
Versuchsstreuung nur aus den Schwankungen innerhalb der Blécke, wodurch sich die Versuch-
streuung, die andernfalls durch mégliche Storgrofen beeinflusst wird, minimiert [16, [100] [T0T].
Eine weitere Moglichkeit, um systematische, vorher unbekannte Fehler nicht mit in die Modellbe-
rechnung einzubezichen ist die Randomisierung. Dies beschreibt die Durchfiithrung der Versuche
in zufilliger Reihenfolge. Die Versuche werden dabei aber nicht in einer beliebigen Reihenfolge
durchgefiihrt, sondern die Abfolge der Versuche wird beispielsweise mittels eines Zufallsgenerators
ermittelt. Durch Randomisierung wird erreicht, dass alle Versuche mit der gleichen Wahrschein-
lichkeit durch eine mégliche Storgrofe beeinflusst werden [16, [10T].

Doch nicht bei allen Plénen ist Blockbildung und Randomisierung erforderlich. Zum einen wenn
gewahrleistet ist, dass alle Versuche unter konstanten Bedingungen durchgefiihrt werden oder
die Faktoren genau und reproduzierbar einstellbar sind. Zum anderen kénnen auch Zeit- oder

Kostengriinde gegen eine Blockbildung und Randomisierung sprechen [16].

2.3.3 Statistische Auswertung von zentral zusammengesetzten Versuchsplianen

Zur Berechnung des Effekts von beispielsweise Faktor A wird die Summe der Mittelwerte der
einzelnen Versuche berechnet, sowohl wenn Faktor A auf der +1 Stufe als auch wenn er auf der -1
Stufe eingestellt ist. Dies geschieht unter Beriicksichtigung des jeweiligen Vorzeichens, das in der
wie in Abschnitt 2.4.2 gezeigten Planmatrix festgelegt ist. Die Differenz dieser beiden Summen
wird anschliefend durch die Anzahl der Stufenpaare (%) dividiert und man erhélt den Effekt

20



2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

fiir Faktor A. Allgemein berechnen sich Haupteffekte als auch Wechselwirkungseffekte wie in
Gleichung [2.6] dargestellt [16], [100].

1 m
Effekt = Z(Vorzeichen “Ti) (2.6)
2 =1
mit
™m: Anzahl der Faktorstufenkombinationen
Y Mittelwerte der Zielgrofe y;

Wahre Effekte sind reproduzierbar, wohingegen scheinbare Effekte nicht wiederholbar sind und
nur ein zufélliges Ergebnis der Versuchsstreuung sind. Durch scheinbare Effekte wird der Zu-
sammenhang zwischen Faktor und Zielgrofe verfalscht, was zu einem schlechter angepassten
mathematischen Modell fithrt. Um wahre Effekte von scheinbaren Effekten zu trennen, bedient
man sich der Varianzanalyse (ANalysis Of VAriance, ANOVA). Deren Grundlage bildet die Be-
rechnung der Summe der Quadrate (SQ) der Abweichungen zwischen den Versuchsergebnissen
und dem Mittelwert der Versuchsergebnisse (Gleichung [2.7)).

N
SQ=> (v -9’ (2.7)
=1
mit
N: Anzahl der Einzelversuche
Yi: Wert der Zielgrofe
y: Mittelwert aller y-Werte

Die Summe der Quadrate setzt sich aus der Summe der Quadrate zwischen den Gruppen (SQ
(zwischen)) und der Summe der Quadrate innerhalb der Gruppe (SQ(innerhalb)) zusammen
(Gleichung . SQ(zwischen) beschreibt dabei den Anteil an der Summe der Quadrate, der
durch die Effekte erklarbar ist, wohingegen SQ (innerhalb) den Teil der Varianz beschreibt, der

nicht den Effekten zuzuordnen ist und auf die Versuchsstreuung zuriickzufiihren ist [100], [101].

SQ = SQ(zwischen) + SQ(innerhalb) (2.8)

Wichtig fiir das weitere Vorgehen ist die Anzahl der Freiheitsgrade (FG). Ein Faktor mit n’-
Stufen verfiigt iiber n’-1 Freiheitsgrade. Die Freiheitsgrade, die nicht den im Modell verwendeten
Faktoren zuzuordnen sind, dienen der Berechnung der Versuchsstreuung.

Die Versuchsstreuung wird meist dadurch bestimmt, dass einzelne Versuche im Versuchsplan
mehrfach realisiert werden und ihre Varianz berechnet wird. Ist eine mehrfache Durchfiihrung
aus Kosten- oder Zeitgriinden nicht moglich, kann man die Versuchsstreuung auch aus héheren
Wechselwirkungen schétzen. Denn meistens sind hohere Wechselwirkungen auf zuféllige Ver-

suchsstreuung zuriickzufiithren [16], 100, [101].
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Weiterhin wird die mittlere Quadratsumme (MQ) eingefiihrt, die sich allgemein nach Gleichung

berechnet.
_5Q

MQ_FG

(2.9)

Die berechnete mittlere Quadratsumme, die einem Faktor zuzuordnen ist (MQ (zwischen)), wird
mit der mittleren Quadratsumme der Versuchsstreuung s?> (MQ(innerhalb)) verglichen. Aus die-
sem Verhéltnis erhilt man den F-Wert (Gleichung [2.10)), mit dessen Hilfe man eine Aussage iiber

die Signifikanz eines Effektes treffen kann.

_ MQ(zwischen)

F—
MQ(innerhalb)

(2.10)

Man geht zunéchst davon aus, dass die einzelnen Faktoren keinen Effekt auf die Zielgrofse haben
(Nullhypothese). Mittels F-Test wird iberpriift, ob eine aufgestellte Nullhypothese im Bezug
auf das vorher festgelegte Signifikanzniveau a zu verwerfen ist oder nicht. Hierfiir werden die
mittleren Quadratsummen der einzelnen Faktoren mit der Signifikanzgrenze Fj,, - s* verglichen.
Bei Uberschreitung der Signifikanzgrenze wird die Nullhypothese zum Signifikanzniveau o ver-
worfen und ein signifikanter Effekt des Faktors angenommen. Ein iiblicher Wert fiir « liegt bei
0,05. Der Wert fiir Fyy, wird unter Beriicksichtigung der beiden Freiheitsgrade f; (FG zur Be-
stimmung der Faktoren im Modell) und fa (FG zur Berechnung der Versuchsstreuung) sowie des
Signifikanzniveaus « einer Tabelle entnommen. Analog zum F-Wert kann auch der p-Wert zur
Testentscheidung genutzt werden. Bei Zutreffen der Nullhypothese gibt der p-Wert die Wahr-
scheinlichkeit an, den berechneten F-Wert oder einen extremeren Wert zu beobachten. Ist der
berechnete p-Wert kleiner als das Signifikanzniveau, geht man von einem signifikanten Effekt aus
[16, 100}, 101].

Das mathematische Modell soll den Zusammenhang zwischen Faktor 2’ und Zielgrofe y so gut wie
moglich beschreiben. Die Regressionskoeffizienten b; bzw. b;; quantifizieren diesen Zusammen-

hang. by beschreibt weiterhin die mittlere Zielgrofse. Bei Vorliegen eines linearen Zusammenhangs
errechnet sich dieses Modell mittels Gleichung [2.11]

k-1 k

k
g=bo+ Y bixi+ > Y byzial (2.11)
i=1 i

mit

U berechneter Modellwert
bo: mittlere Zielgrofse
bi2...i: Regressionskoeffizient

Bei Vorliegen von quadratischen Effekten erweitert sich Gleichung zu Gleichung

k-1 k

k k
i—1 i g i—1
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Die Regressionsgerade wird so erstellt, dass die Summe der Quadrate (SQ') der Abweichungen
zwischen dem Versuchswert und dem berechneten Modellwert méglichst klein ist (Gleichung[2.13))
[16] 100].

N
SQ = (v — %) (2.13)

i=1
Um zu beurteilen, wie gut die Regressiongerade an die Versuchsergebnisse angepasst ist, ver-
wendet man das Bestimmtheitsmaff R?. Dieses driickt aus, zu welchem Maf SQ’ durch die Re-
gressionsgerade erklart wird. Im Idealfall stimmen alle Versuchsergebnisse mit den Modellwerten
iiberein und man erhélt ein Bestimmtheitsmafs von 1. Dennoch sollte man sich nicht allein auf

die rechnerischen Ergebnisse verlassen, sondern auch immer die grafische Auswertung zu Rate
ziehen [16].

Der Lack of fit dient zur Uberpriifung des aufgestellten Modells, ob dieses signifikant von den
Versuchsergebnissen abweicht. Auch hierbei wird wie bei der Priifung der Effekte auf Signifikanz
gepriift. Dafiir wird die Abweichung der Mittelwerte von der Regressionsgeraden (Lack of fit)
mit der Versuchsstreuung (Pure Error) verglichen. Es sollte sich ein nicht signifikanter Lack of
fit errechnen, da die Daten andernfalls schlecht durch das Modell beschrieben werden [16] [100].

Zur Priifung auf mogliche Abweichungen zwischen Versuchsergebnissen und Modellwerten be-
dient man sich der sogenannten Residuenplots. Residuen sind Abweichungen der Messwerte von
der Regressionsgeraden (y; — 9;). Sie konnen auch Hinweise auf den Ursprung beobachteter Aus-

reifer liefern. Im Folgenden werden vier Plots vorgestellt [16], 100, [T0T]:

o Auftragen der Modellwerte gegen die tatsichlich gemessenen Werte:
Bei Vorliegen eines geeigneten Modells liegen die Punkte hierbei ndherungsweise auf einer

Ausgleichsgeraden. Mogliche Ausreifler folgen der Geraden nicht.

e Auftragen der Residuen in der durchgefiihrten Reihenfolge:
Ausreifser lassen sich auch hierbei schnell erkennen und sich eindeutig einem bestimm-
ten Versuch zuordnen. Man erkennt auch Verdnderungen, die wiahrend des Versuchsplans
auftreten und die Versuchsergebnisse beeinflussen (z.B. nachlassende Intensitét einer UV-
Lampe zur Detektion). Dies ist aber nur dann moglich, wenn die Versuche randomisiert
durchgefiihrt wurden. Andernfalls geht dieser Trend mit in den Effekt ein, wie bereits un-
ter 2.4.2 beschrieben. Ist kein Ausreifser vorhanden, schwanken die aufgetragenen y-Werte

gleichméfig um 0.

o Auftragen der Residuen gegen die berechneten Modellwerte:
Dieser Plot zeigt an, ob die Varianz von der Grofe der y-Werte abhédngt und wird daher ge-
nutzt, um auf Varianzenhomogenitét in den einzelnen Versuchspunkten zu priifen, die eine
Voraussetzung statistischer Analysen ist. Bei gleichen Varianzen liegen die Punkte um die
x-Achse herum verteilt und Punkte mit abweichenden Varianzen sind schnell zu erkennen.

Sollte eine Abhéngigkeit erkennbar sein, kann dies in manchen Féllen durch eine geeigne-
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te Transformation der y-Werte gelost werden. Um herauszufinden, welche Transformation

geeignet ist, verwendet man den nach seinen Erfindern benannten Box-Cox-Plot.

Wabhrscheinlichkeitsnetz (Normal-Plot):

Eine weitere Voraussetzung statistischer Analysen ist neben der Varianzenhomogenitét die
Normalverteilung der Zielgrofe y, die mittels dieses Plots iiberpriift werden kann. Zufél-
lige Schwankungen sind normalverteilt und liegen im Wahrscheinlichkeitsnetz auf einer
Ausgleichsgeraden. Systematische Schwankungen hingegen weichen von dieser Ausgleichs-

geraden ab.
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3 Auswahl und Charakterisierung der Reaktionspartner

3.1 Auswahl und Charakterisierung des Modellproteins

3.1.1 Auswahlkriterien fiir die Verwendung von Bovinem Serum Albumin als Mo-

dellprotein

Albumin wird in verschiedensten Fragestellungen als Modellprotein herangezogen. Dazu gehoren
neben elektrophoretischen und chromatographischen Methoden auch die Anwendung im Rahmen
kolorimetrischer Assays, wie beispielsweise dem BCA Assay [66, [102]. Weiterhin diente Albumin
bereits als Modellprotein zur Untersuchung der Proteinadsorption an verschiedene Oberflachen.
Dabei wurde die Adsorption von Albumin auf verschiedene Polymere wie beispielsweise Poly-
styren, Polymethylmethacrylat [59] und Polyurethan [I03] untersucht. Aber auch andere Ober-
flachen wie Glas [8] oder Metalloberflichen [22] waren Gegenstand der Untersuchungen. Dabei

konnte stets eine messbare Proteinadsorption ermittelt werden.

Dariiber hinaus werden Albumine, wie bereits unter 2.1.5 erwdhnt, zu Proteinformulierungen
hinzugegeben, um die Proteinadsorption von therapeutischen Proteinen an Primarpackmittel zu
unterbinden. Die Verhinderung der Proteinadsorption durch Albumin ist jedoch nicht immer
erfolgreich 25, 26] 27]. Zudem bewahrt Bovines Serum Albumin (BSA), aufgrund seiner tensid-
artigen Eigenschaften, Proteine in Losung vor der Aggregation. Ein Beispiel fiir die Anwendung
von BSA als Hilfsstoff in Proteinformulierungen stellt Kogenate® dar [104].

Da Albumin ein sehr gut charakterisiertes Protein darstellt, das bereits zur Untersuchung der
Proteinadsorption an Oberfliachen eingesetzt wurde und weiterhin weltweit verfligbar und giinstig

zu erstehen ist, wurde es in der vorliegenden Arbeit als Modellprotein ausgewéhlt.

3.1.2 Struktur und chemische Eigenschaften von Bovinem Serum Albumin

Bei Albumin, das eine herzformige Struktur aufweist, handelt es sich um einen Vertreter der
globuldren Proteine, wozu auch beispielsweise die Namensgeber dieser Familie, die Globuline,
gehoren. Die Bildung von Albumin, dem am héaufigsten vorkommenden Plasmaprotein, erfolgt

in der Leber. Es liegt im Vergleich zu den meisten Plasmaproteinen nicht glykosyliert vor.

Albumine, deren Sekundérstruktur sich zu grofen Teilen aus a-Helix zusammensetzt, beste-
hen aus jeweils drei homologen Doménen. Jede dieser Doménen verfiigt {iber unterschiedliche
Bindungsaffinitédten fiir verschiedenartige Liganden. Daraus ergibt sich eine Hauptfunktion von
Albumin im Koérper. Es bindet und transportiert sowohl endogene (z.B. Fettsduren, Calcium
oder Steroide) als auch exogene Substanzen (z.B. therapeutische Wirkstoffe). Neben der Auf-
rechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks, ist der Beitrag zur puffernden Wirkung der Plas-

maproteine eine weitere Funktion von Albumin im Korper.

BSA hat eine molekulare Masse von 66,411 kDa und besteht aus 583 Aminoséduren. Durchschnitt-

liche Proteine verfiigen iiber 6 Tryptophane in ihrer Aminosduresequenz, BSA hingegen besitzt
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nur zwei. Aus diesem Grund verfiigt BSA iiber eine schwichere Absorptionsintensitit als viele

Proteine bei Anregung der intrinsischen Fluoreszenz [105].

Bei neutralem pH-Wert liegt die Normalform vor. Im Vergleich dazu &ndert sich bei sauren
pH-Werten der Entfaltungsgrad sowie der helikale Anteil der Sekundérstruktur. Eine verdnderte
Bindungsaffinitéit fiir verschiedene Liganden liegt bei basischem pH-Wert vor. Bei Anderung des

pH-Wertes sind die pH-abhéngigen Isomerisationen jedoch reversibel [105, [106], 107].

Ausgehend von der Molekiilstruktur von humanem Serumalbumin, das eine dhnliche Molekiil-
struktur wie BSA besitzt, konnte die maximale Menge berechnet werden, die auf Oberflichen
pro Quadratmeter adsorbieren kann. Dabei ergab sich fiir eine Adsorption mit dem Ende voran
(end-on) eine Menge von 9,0 mg/m?, bei einer seitlichen Adsorption (side-on), wobei mehr Platz

auf der Oberfliiche verbraucht wird, kénnen maximal 3,6 mg/m? adsorbieren [5].

3.1.3 Bestimmung des isoelektrischen Punkts von Bovinem Serum Albumin

3.1.3.1 Messprinzip

Partikel werden in Lésung von einer elektrischen Doppelschicht umgeben. Direkt auf der Oberfla-
che kommt es zur Anlagerung einer monomolekularen Schicht von Gegenionen, der sogenannten
inneren Helmholtzschicht. Auf diese innere Helmholtzschicht lagert sich eine zweite Schicht aus
Ionen, die die entgegengesetzte Ladung wie die erste Schicht trégt (dufsere Helmholtzschicht). Die
innere und duftere Helmholtzschicht werden als Sternschicht zusammengefasst. Entfernt man sich
nun weiter von der Oberflache des Partikels, wird es von einer diffusen, locker gebundenen Schicht
aus lonen positiver sowie negativer Ladung umgeben. Bewegt sich nun das Partikel in Losung,
bewegt sich die Sternschicht in die gleiche Richtung. Die diffuse Schicht jedoch bewegt sich dabei
nicht mit und es kommt zur Abscherung von Ionen an der Grenzfliche zwischen Sternschicht
und diffuser Schicht. Das an dieser Scherschicht entstehende Potential wird als Zetapotential
bezeichnet |87, [108§].

Das Zetapotential berechnet sich allgemein nach der Henry Gleichung, die in Gleichung
dargestellt ist. Die Henry Funktion f(k,) beschreibt dabei die Relation der Doppelschichtdicke
zur Teilchengrofe [109].

_ 2eCf(ka)
He = T (3.1)

mit

te:  elektrophoretische Mobilitat
€: dielektrische Konstante

C: Zetapotential

f(kq): Henrys Funktion

n: Viskositéat
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Die Bestimmung des Zetapotentials erfolgte indirekt durch Messung der elektrophoretischen
Mobilitéat, die durch die Laser-Doppler-Elektrophorese ermittelt wurde. Der Detektor erfasst die
Fluktuationsrate des Lichtintensitét, die proportional zur Geschwindigkeit der Partikel sind. Die
Messung des Zetapotentials kann zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes von Proteinen

genutzt werden, wobei das Zetapotential bei diesem pH-Wert einen Wert von null annimmt

[109)].

3.1.3.2 Ergebnisse und Diskussion

Laut Literatur befindet sich der isoelektrische Punkt von BSA zwischen 4,7 und 5,0 [61} [105].
Zur genauen Bestimmung des isoelektrischen Punktes wurde eine 10 mg/ml konzentrierte BSA
Losung hergestellt, die mit 0,01 N Salzséure titriert wurde. Der isoelektrische Punkt konnte aus
dem Schnittpunkt der Zetapotentialkurve mit der x-Achse aus Abbildung abgelesen werden.
Somit ergab sich ein isoelektrischer Punkt von pH 4,98 4+ 0,03 fiir das verwendete BSA.

40
30

ol O\

o ™

0 N | | |
3,0 4,0 S,Ek\ 6,0 7,0 8,0
-10

N

-30 ‘\‘*

- VA%,

Zetapotential (mV)

-50

pH-Wert

Abbildung 3.1: Messung des Zetapotentials zur Ermittlung des isoelektrischen Punktes von BSA. Der
isoelektrische Punkt befindet sich bei einem Zetapotential von null.

3.2 Auswahl und Charakterisierung der Primarpackmittel
3.2.1 Auswahlkriterien fiir die Verwendung der untersuchten Primarpackmittel

Die unter 2.2 beschriebenen Primérpackmittel dienten als Oberflichen zur Untersuchung der
adsorbierten BSA-Menge, da diese Vialarten in der pharmazeutischen Industrie als Primérpack-
mittel fiir therapeutische Proteine eingesetzt werden. Bei den Glasart I Vials handelt es sich
um das Standardpackmittel fiir parenterale Zubereitungen, wie beispielsweise Betaferon®. Glas-
art T plus®-Vials, die als Primérpackmittel fiir Kogenate® ecingesetzt werden, verfiigen ebenso
iiber eine hydrophile Innenoberflache, woraus aufgrund einer aufgebrachten Siliciumdioxidschicht
kaum Ionen aus der Oberfliche wie bei Glasart I Vials herausgelost werden. Da sowohl hydro-

phile als auch hydrophobe Oberflichen mit in die Untersuchungen einbezogen werden sollten,
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wurden auch silikonisierte Glasart I- sowie Glasart I TopLyo® Vials untersucht, die jeweils eine
hydrophobisierte Innenoberfliche aufweisen. Zudem werden Glasart I TopLyo® Vials hiufig als
Primérpackmittel fiir Lyophilisate gewahlt, was den Einsatz in der untersuchten Fragestellung
sinnvoll macht. Die Untersuchung von Kunststoffvials aus COP (z.B. CZ®) und COC (z.B.
Topas®) komplettierte die Priméarpackmittelauswahl. Denn es gab bereits Hinweise, dass es auf

derartigen Kunststoffvials zu geringerer Proteinadsorption als auf Glasart I Vials kommt [7].

3.2.2 Bestimmung der Oberflichenrauheit

3.2.2.1 Messprinzip

Die Oberflachenrauheit beeinflusst, wie bereits unter 2.1.4 beschrieben, die adsorbierte Protein-
menge. Meist nimmt die adsorbierte Proteinmenge in dem Mafe zu, in welchem sich die Oberfla-
che durch die vorhandene Rauheit vergrofiert. Jedoch korreliert die Vergroferung der Oberflache

nicht immer mit der Zunahme der adsorbierten Menge [506], 57, [58].

Urspriinglich wurde die Oberflachenrauheit zur Beurteilung der Oberfliche von Werkstiicken
eingesetzt. Heutzutage findet sie unter anderem auch Einsatz bei der Untersuchung des Einflus-
ses auf die Proteinadsorption an Oberflichen [56] [58]. Gemessen wird hierbei die Abweichung
des Profils von einer glatten Oberflaiche. Man kann zwischen taktilen und optischen Geréten
unterscheiden, wobei die Rauheit entweder durch Abtasten der Oberfliche oder beriihrungslos
bestimmt wird.

Zur Auswertung der Oberflichenrauheit konnen verschiedene Kennwerte herangezogen werden.
Bei R, handelt es sich um den arithmetischen Mittenrauhwert, der weltweit angewandt wird.
Dabei wird eine Linie derart in das Profil gelegt, so dass die Standardabweichung der Oberfliche
von der Linie minimal ist (Abbildung [3.2)). Dadurch ist R, weniger empfindlich gegeniiber Aus-
reiffern, was zu geringen Schwankungen der Werte fiihrt. Den mathematischen Zusammenhang
liefert Gleichung W Weitere ermittelbare Rauheitskennwerte sind R, Rq sowie Ryqz. [110) 111].

Z A ] o
mittlere Linie

/ VAN
a7 B8
A

1

A
Ra

><V

A

Abbildung 3.2: Bestimmung des arithmetischen Mittenrauhwertes R, iiber die Standardabweichung
des Profils von der mittleren Linie (modifiziert nach [I10]).
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1 l
Ro=7 /0 ()] de (3.2)
mit

f(z): Funktion der Abweichung des Profils von der glatten Oberflache
l: Messstrecke

R,: arithmetischer Mittenrauhwert

Fiir die Messung werden kleine, moglichst plane Probenstiicke ben6tigt. Daher wurden aus den
Vials mittels Glas- bzw. Trennschneider definierte Stiicke aus dem Boden sowie aus den Seiten-
wanden herausgeschnitten. Pro Packmittel wurden verschiedene Bruchstiicke der Seitenwande
sowie des Bodens analysiert. Dazu wurden sie unter dem Sensor platziert und jeweils ein Bild-
ausschnitt von 500 x 500 pm abgerastert. Bei dem FRT CWL Sensor handelt es sich um einen
Weiklichtsensor, der die Probe mit weifflem Licht bestrahlt. Durch Reflektion des Lichts kann
die Entfernung des Sensors zur Probe gemessen werden. Unter Verwendung der FRT Mark III

Software wurde fiir jedes Bruchstiick der jeweilige R,-Wert ermittelt.

Die Messparameter des FRT MicroProf® sowie die eingestellten Parameter fiir die durchgefiihr-

ten Messungen sind im Folgenden wiedergegeben:

FRT MicroProf ® MPR 20000

xy-Bereich 200 x 200 mm?
Minimaler Punktbereich 0,6 pm

FRT CWL Sensor

Messbereich 300 pm
Lichtquelle Weiflicht, Halogen
Maximale Messrate 1000 Hz
Arbeitsabstand ca. 5 mm
Messung

Gemessener Bildausschnitt 500 x 500 pm
Messrate 100 Hz
Punktabstand 2 pm

3.2.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Zur Bestimmung des Mittenrauhwertes wurden je drei Bruchstiicke von den Seitenwénden und
dem Boden vermessen. Auf jedem Bruchstiick wurden drei unterschiedliche Bildausschnitte unter-
sucht. Zur Anwendung kamen Glasart I-, Glasart I TopLyo®—, Glasart I plus ®-, COC (Topas®)—
und COP (CZ®) Vials. In Abbildung ist eine Ubersicht iiber die erhaltenen R,-Werte gege-

ben.
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Abbildung 3.3: Untersuchung der Oberflichenrauheit von Glasart I Vials (M), Glasart T TopLyo®
Vials (M), silikonisierten Glasart I Vials (), Glasart I plus® Vials (M), CZ® Vials
(M) sowie von Topas® Vials (M). Dazu wurde jeweils ein Bildausschnitt von 500 x 500
pm untersucht und der Rauheitswert R, bestimmt (n=4).

Je nach Rauhigkeit der Werkstiicke werden diese in die Klassen N1 bis N11 eingeteilt, was Rau-
higkeiten von 0,025 pm bis 25 pm umfasst [I11]. Diese Einteilung findet aber in der Beurteilung
von Packmitteloberflichen keine Anwendung, da in diesem Fall die Unterschiede in der Rauhig-
keit so gering sind. Alle iiblichen Primérpackmittel wiirden daher in dieselbe Klasse fallen oder

aufgrund von geringeren R,-Werten gar nicht von der Klasseneinteilung erfasst werden.

Die R,-Werte der untersuchten Vialarten lagen zwischen 0,022 pm fiir silikonisierte Glasart I
Vials und 0,058 pm fiir Topas® Vials. Bezieht man die jeweiligen Standardabweichungen mit
ein, zeigten die erhaltenen R,-Werte kaum einen Unterschied. Daher wird kein Einfluss der

Oberflachenrauheit auf die Proteinadsorption bei den untersuchten Primérpackmitteln erwartet.

3.3 Zusammenfassung

Bei BSA handelt es sich sich um ein gut charakterisiertes Protein, das unter anderem bereits
zur Untersuchung der Proteinadsorption an Oberflichen eingesetzt wurde. Daher wurde es als
Modellprotein ausgewéhlt. Der isoelektrische Punkt des verwendeten BSA wurde durch Zetapo-

tentialmessung mit einem pH-Wert von 4,98 + 0,03 bestimmt.

Als Primérpackmittel wurden sowohl hydrophile Oberflachen (Glasart I- und Glasart I plus®
Vials) als auch hydrophobe Oberfléchen (silikonisierte Glasart I- und Glasart I TopLyo®-Vials)
ausgewahlt. Auch kamen zwei verschiedene Kunststoffvials (CZ®- und Topas®-Vials) zum Ein-

satz.

Die ermittelten Oberflichenrauheiten der verschiedenen Primérpackmittel lagen im gleichen Gro-
fenbereich. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Oberflichenrauheit der untersuchten

Priméarpackmittel keinen Einfluss auf die adsorbierte Proteinmenge zeigt.
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3.4 Gerate und Materialien

Gerite

Analysenwaage

Millipore Anlage
Oberflaichenrauheitsmessung
Zetapotentialmessung

Software
Materialien

Bovines Serum Albumin
Omniflex 3G Stopfen, 10 ml

Vials aus COC (Topas®), 10 ml

Vials aus COP (CZ®), 10 ml

Vials Glasart Typ I, 10 ml

Vials Glasart Typ I plus®, 10 ml
Vials Glasart Typ I silikonisiert, 30 ml
Vials Glasart Typ I TopLyo®, 10 ml

31

Analysenwaage Genius, Sartorius AG
Milli—Q®—Advantage A10®, Merck Millipore
FRT MicroProf ® 20000, FRT GmbH
Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments
FRT Mark III, Version 3.8.15

Sigma Aldrich, Steinheim
A3059

Helvoet Pharma, Ittersbach
V9396

Schott AG, Mainz

Daikyo Seiko Ltd., Tokyo
Schott AG, Mainz

Schott AG, Mainz

Schott AG, Mainz

Schott AG, Mainz
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4 Methodenentwicklung zur Bestimmung der adsorbierten Pro-

teinmenge an Primarpackmittel

Sowohl kolorimetrische Proteinassays, wie der Coomassieblau- und der Micro BCA-Assay, als
auch die SE-HPLC wurden zur Quantifizierung der adsorbierten BSA-Menge eingesetzt. Zur
Einstellung des pH-Wertes von 4,98 wurde BSA, wenn nicht anders erwdhnt, jeweils in einem
50 mM Natriumacetatpuffer gelost. Zum Erlangen eines pH-Wertes von 7,4 diente jeweils Dul-
becco’s PBS-Puffer (phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlosung), dessen Zusam-

mensetzung wie folgt war:

Natriumchlorid: 136,9 mMm
Kaliumchlorid: 2,7 mM
Dinatriumhydrogenphosphat: 8,1 mM
Kaliumdihydrogenphosphat: 1,5 mM

Magnesiumchlorid(alsHexahydrat): 0,5 mm

Calciumchlorid: 0,9 mMm

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Proteinlésungen im Rahmen der Vorversuche und zur

Entwicklung der verschiedenen Methoden jeweils fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Ausgehend von den Kalibriergeraden der im Folgenden entwickelten Methoden wurden die adsor-
bierten Proteinkonzentrationen in pg/ml erhalten. Durch unterschiedlichen geometrischen Auf-
bau wurde bei Befiillung der verschiedenen Primérpackmittel mit je 10,0 ml Losung eine va-
rilerende Innenoberfliche benetzt. Zur besseren Vergleichbarkeit erfolgte eine Umrechnung der
ermittelten Probenwerte in mg/m?. Die verwendeten Primé#rpackmittel sowie deren errechnete,
benetzte Innenoberflache bei Befiillung mit 10,0 ml sind in Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 4.1: Ubersicht der verwendeten Primérpackmittel unter Angabe der benetzten Innenoberfliche
bei Befiillung mit 10,0 ml Losung

verwendete Befiillung mit benetzte Oberfliche
Primérpackmittel [ml] [cm?]
Glasart I Vials 10,0 24,05
Glasart I plus® Vials 10,0 24,05
Glasart 1 TopLyo® Vials 10,0 24,05
COC Vials (Topas®) 10,0 21,88
COP Vials (CZ®) 10,0 21,64
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4.1 Auswahl geeigneter Bestimmungsmethoden

Wie bereits in Kapitel 2.1.5 erwéhnt, gibt es viele Moglichkeiten, die adsorbierte Proteinmenge an
Oberflachen zu bestimmen. Da das Risiko, die Adsorptionseigenschaften der Proteine durch ra-
dioaktive Markierung oder Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen zu verandern, zu grofs erschien,
wurde dieser Methodenansatz nicht weiter verfolgt. Auch war der Einsatz der Ellipsometrie in der
vorliegenden Fragestellung nicht moglich, da dazu plane und reflektierende Oberfléchen voraus-
gesetzt werden. Viele neuere Technologien verlangen zudem das Vorliegen trockener Proteinfilme,
was aber nicht den natiirlichen Bedingungen entspricht. Ziel dieser Arbeit war es, die Protein-

adsorption an Primérpackmitteloberflichen unter natiirlichen Bedingungen zu bestimmen.

Die Literatur zeigt, dass nur einige Milligramm Protein pro Quadratmeter Oberflache adsorbie-
ren [4, [5]. Daher wurde nach Méglichkeiten gesucht, das Protein direkt auf der Oberfliche zu

bestimmen oder es von der Oberflache abzuldsen und anschlieffend zu vermessen.

Proteinassays liefern eine schnelle und preisgiinstige Moglichkeit, die adsorbierte Proteinkonzen-
tration zu bestimmen. Dabei reagieren Proteine mit verschiedenen Farbstoffen, was zu verdnder-
ten, spektroskopisch messbaren Absorptionseigenschaften dieser Farbstoffe fiihrt. Eine Zunahme
der Proteinkonzentration zeigt sich dabei in steigender Farbstoffintensitét. Biuret-, Lowry- und
BCA-Assay laufen im Alkalischen ab, wohingegen der Bradford-Assay ein saures Milieu benétigt.
Jeder dieser Assays interferiert mit verschiedenen, stoérenden Substanzen, weshalb bei Auswahl
eines Proteinassays auf die Zusammensetzung der Probenlosung zu achten ist. Dabei ist das
Folin-Ciocalteau Reagenz des Lowry-Assays im Vergleich zu den Farbstoffen der anderen kolo-
rimetrischen Assays besonders anféllig fiir eine Vielzahl von Substanzen, die regelméfig in der
Proteinanalytik zum Einsatz kommen. Aus diesem Grund wurde der Lowry-Assay fiir die Pro-
teinmengenbestimmung in dieser Arbeit nicht eingesetzt. Jedoch schienen Coomassieblau und
die Bicinchoninsédure des BCA-Assays geeignet, um die adsorbierte Proteinmenge in den vor-
liegenden Formulierungen zu erfassen [29, [64] 66, 112]. Auch konnte bereits die Anwendbarkeit
von Coomassieblau und dem BCA-Assay zur Bestimmung der adsorbierten Proteinmenge an

Primérpackmittel gezeigt werden [14] [74].

Einen weiteren Ansatz zur Bestimmung der adsorbierten Proteinmenge stellt die HPLC dar. Da-
bei handelt es sich um eine reproduzierbare und schnelle Methode, um selbst geringe Mengen an
Protein zu bestimmen. Zudem kann diese analytische Methode zur Bestimmung verschiedenster
Proteine eingesetzt werden, beispielsweise durch unterschiedliche chromatographische Trennmo-
di oder durch Auswahl verschiedener S&ulen und Elutionsmittel. Es konnte weiterhin bereits
gezeigt werden, dass mittels RP- und SE-HPLC eine Bestimmung der adsorbierten Proteinmen-
ge an Primérpackmittel moglich ist [7, 13} 14]. Daher wurde die Anwendung der HPLC bei der

Bearbeitung der vorliegenden Fragestellung weiterverfolgt.
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4.2 Visualisierung und Bestimmung der adsorbierten Proteinmenge mittels
Coomassieblau

4.2.1 Messprinzip

Bei Coomassieblau R-250 und G-250 handelt es sich um anionische Triphenylmethanfarbstoffe.
Coomassieblau R-250 wird seit Beschreibung durch Fazekas de St. Groth et al. [II3| héufig
fiir das Anfarben von Elektrophoresegelen verwendet. Coomassieblau G-250 hingegen, das zwei
Methylgruppen mehr als Coomassieblau R-250 aufweist, kommt beispielsweise im Bradford-Assay

zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen zum Einsatz [64]. Die Strukturformeln sind den

Abbildungen und zu entnehmen.

( (
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(a) Coomassieblau R-250 (b) Coomassieblau G-250

Abbildung 4.1: Strukturformeln von Coomassieblau R-250 und Coomassieblau G-250 [114]

Zunéchst liegt der Farbstoff in seiner ungebundenen, kationischen Form vor. Das Absorptions-
maximum von Coomassieblau wird durch Bindung an Proteine unter sauren Milieubedingungen
von 465 nm auf 595 nm verschoben, wodurch sich die Farbe von rot nach blau verdndert. Durch
Bindung an Proteine wird vermutlich die unprotonierte, anionische Sulfatform des Farbstoffes
stabilisiert. Coomassieblau bindet dabei vor allem an Arginin, in geringerem Ausmafs aber auch

an Lysin, Histidin, Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin [29] [64] 112].

Des Weiteren kann Coomassieblau auch zum Anfdrben von adsorbierten Proteinen an Primér-
packmittel genutzt werden. Dabei lassen sich durch visuellen Vergleich der angeférbten Packmit-
tel relative Unterschiede der adsorbierten Menge feststellen, jedoch erhélt man keine quantitative

Angabe der adsorbierten Menge [74].

Visualisierung der adsorbierten Proteinmenge:

Es wurden BSA-Losungen mit den Konzentrationen 1000,0 pg/ml und 10 000,0 pg/ml herge-
stellt. Als pH-Wert der Losung wurde der isoelektrische Punkt von BSA (pH 4,98) gewéhlt, da
somit im Vergleich zu einem anderen pH-Wert mehr Proteinadsorption erwartet wurde, wie be-
reits in Kapitel 2.1.4 néher erldutert. Die verschiedenen Primérpackmittel wurden mit 10,0 ml
BSA-Losung befiillt, mit Stopfen verschlossen, verbordelt und anschlieffend fiir 24 Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurden die Proteinlésungen ent-
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leert und die Vials dreimal mit dem Inkubationspuffer und daraufhin zehnmal mit Millipore-
Wasser gewaschen, um lose adsorbierte Proteine abzuspiilen. Zu jedem Vial wurden anschliefend
10,0 ml Coomassieblau G-250 Losung gegeben, die Vials mit Stopfen verschlossen, verbordelt
und fiir weitere 24 Stunden bei 50 Runden/Minute auf den Riihrtisch gestellt. Nach Ablauf der
24 Stunden wurde die Coomassieblaulésung aus den Vials entfernt und die Vials fiinfmal mit
Millipore-Wasser gewaschen, um nicht gebundenes Coomassieblau abzuspiilen. Der nun erhalte-
ne, angefarbte Zustand der Vials wurde anhand von Fotos dokumentiert und die Intensitét der

geférbten Vialoberflichen visuell verglichen.

Bestimmung der adsorbierten Proteinmenge (Coomassieblau-Assay):
Waxman und Vilivalam [74] ermittelten die adsorbierte BSA- und IgG-Menge auf Glasart I-

und CZ®—Vials, indem sie die adsorbierte Proteinschicht mit Coomassieblau anfirbten. Dar-

auf aufbauend wurde in der vorliegenden Arbeit die adsorbierte BSA-Menge auf ausgewihlte

Priméarpackmittel quantifiziert.

Die Vials, die zur Kalibrierung genutzt wurden (Kalibriervials), wurden mit 10,0 ml BSA-
Losungen unterschiedlicher Konzentrationen bei einem pH-Wert von 4,98 bzw. 7,4 befiillt, offen
bei 100°C in den Trockenschrank gestellt und bis zur Trockne eingedampft. Somit konnte ange-
nommen werden, dass sich die gesamte Proteinmenge auf der Packmitteloberfliche befand.

Die Probenvials wurden mit 10,0 ml BSA-L&sungen unterschiedlicher Konzentration befiillt, mit
Stopfen verschlossen und anschliefsend verbordelt. Die Vials wurden nun fiir eine unterschiedli-
che Dauer mit der jeweiligen BSA-Losung inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurden
die Proteinlosungen entleert und die Vials dreimal mit dem Inkubationspuffer und daraufhin
zehnmal mit Millipore-Wasser gewaschen, um lose adsorbierte Proteine abzuspiilen. Diese Vials
wurden nun fiir fiinf Minuten bei 100°C im Trockenschrank eingelagert, um die gebundene Prote-
inschicht in den Probenvials der gleichen Temperatur wie in den Kalibriervials auszusetzen und
somit mogliche strukturelle Anderungen des adsorbierten Proteins durch die erhéhte Temperatur
zu bertiicksichtigen.

Das weitere Vorgehen war fiir Kalibrier- und Probenvials identisch. Zu jedem Vial wurden 10,0 ml
Coomassieblau G-250 Losung gegeben, die Vials mit Stopfen verschlossen und fiir 24 Stunden
bei 50 Runden/Minute auf den Riihrtisch gestellt. Darauthin wurde die Coomassielésung aus den
Vials entfernt und die Vials wurden flinfmal mit Millipore-Wasser gewaschen, um nicht gebunde-
nes Coomassieblau abzuspiilen. Zum Ablésen der nun noch gebundenen Farbstoffschicht wurden
die Vials zweimal nacheinander mit 1%iger Ammoniaklosung inkubiert. Die erhaltenen Losun-
gen wurden vereinigt und die Farbstoffintensitiat bei 599 nm mittels eines UV /Vis-Spektrometers

Vermessen.

4.2.2 Visualisierung der adsorbierten Proteinmenge

Zur Visualisierung der adsorbierten Menge an BSA wurden alle unter 3.2 untersuchten Primér-
packmittel in Dreifachbestimmung mit Coomassieblau G-250 angeférbt. Abbildung[4.2] zeigt eine

Ubersicht der angefirbten Packmittel. Es ist zu erkennen, dass das klassische wie auch das sili-
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konisierte Glasart I Vial starker angefarbt wird, was bedeutet, dass hier mehr Protein als an die
anderen Packmittel adsorbiert. Dies bestéatigt die unter 2.1.4 erwahnte bevorzugte Proteinadsorp-
tion an geladene Oberflachen. Denn beim vorliegenden pH-Wert von 4,98 liegt die Glasoberflache
negativ geladen vor. Durch Uberlagerung der elektrischen Doppelschichten von positiv geladenen
Bereichen des Proteins und der Packmitteloberfliche kommt es somit zur elektrostatischen An-
ziehung, wodurch die Adsorption an die Packmitteloberfliche begiinstigt wird. Fiir silikonisierte
Oberflachen gilt diese Erklarung gleichermafien, da eine Silikonisierung von Oberflaichen meist
ungleichméfig verlduft und an einigen Stellen somit die reine Glasart I Oberflache vorliegt. Die
iibrigen Priméarpackmittel hingegen sind nahezu ungeladen und somit entfallt die elektrostatische
Wechselwirkung zwischen Protein und Oberfliche als eine treibende Kraft der Proteinadsorption.
Dabei kommt es zwar unter anderem zwischen Protein und hydrophober Oberflache zu hydropho-
ben Wechselwirkungen, die aber wahrscheinlich eine geringere Triebkraft fiir die Adsorption von
BSA im Vergleich zum Auftreten von elektrostatischen Anziehungskréften darstellen [I4] [TT5].
Die Auswertung der angefirbten Topas® Vials gestaltete sich schwierig, da diese von vornherein
blaulich gefarbt sind.

Abbildung 4.2: visueller Vergleich der adsorbierten Proteinmenge auf verschiedenen Arten von Vials
durch Anfirbung mittels Coomassieblau

Am Beispiel von Glasart I Vials ist in Abbildung[4.3] gezeigt, dass die Farbstoffintensitit nach In-
kubation mit 1000,0 pg/ml und 10 000,0 pg/ml konzentrierten BSA-Losungen visuell kaum einen
Unterschied zeigte. Diese Methode kann also lediglich zu Vergleichszwecken von verschiedenen
Packmitteln eingesetzt werden, wobei nur visuell starker voneinander abweichende adsorbierte

Proteinmengen erkennbar sind.
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Abbildung 4.3: visueller Vergleich der adsorbierten, mittels Coomassieblau angefirbten Proteinmenge
auf Glasart I Vials, die mit 1000,0 pg/ml bzw. 10 000,0 pg/ml konzentrierten BSA-
Losungen inkubiert wurden.

4.2.3 Vorversuche und Grenzen des Coomassieblau-Assays

Es wurde zunéchst die Anwendbarkeit dieser Methode zur Bestimmung der adsorbierten Prote-
inmenge untersucht. Wie bereits unter 2.1.4 erwéhnt, fiihrt ein Vorherrschen des pH-Wertes am
isoelektrischen Punkt des Proteins kombiniert mit dem Vorliegen einer hydrophoben Oberfliche
zur stérksten Proteinadsorption (worst case). Dahingegen wird auf hydrophilen Oberflichen bei
einem pH-Wert, der abweichend vom isoelektrischen Punkt ist, weniger Proteinadsorption erwar-
tet. Zur Uberpriifung dieses Sachverhalts wurden drei Ausgangskonzentrationen (1000,0 pg/ml,
10,0 pg/ml und 1,25 pg/ml) jeweils in Zweifachbestimmung untersucht. Die jeweils adsorbierte
BSA-Menge wurde unter den folgenden Bedingungen verglichen und die Ergebnisse unter Angabe

des jeweiligen Variationskoeffizienten (V) in Tabelle zusammengefasst:

e hydrophobe Oberfliche, pH-Wert am isoelektrischen Punkt von BSA (worst case):
Glasart I TopLyo® Vials, pH 4,98

e hydrophile Oberfliche, pH-Wert abweichend vom isoelektrischen Punkt von BSA:
Glasart I Vials, pH 7,4

Fiir jedes Packmittel wurde dafiir eine eigene Kalibriergerade erstellt.

Es war ein deutlicher Unterschied beziiglich der adsorbierten BSA-Menge zwischen den beiden
untersuchten Gruppen feststellbar. Bei einer Ausgangskonzentration von 1000,0 pg/ml adsorbier-
te an Glasart I TopLyo® Vials am IEP von BSA 9,6 mg BSA /m?2, wohingegen auf Glasart I Vials
bei einem pH-Wert von 7,4 nur 6,1 mg BSA /m? adsorbierte. Weiterhin war eine Proteinmengen-
bestimmung auf Glasart I Vials bei einem pH-Wert von 7,4 bei Ausgangskonzentrationen von

10,0 pg/ml und 1,25 pg/ml nicht mehr moglich, da sich die gemessenen Absorptionswerte in der
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Tabelle 4.2: Vergleich der adsorbierten BSA-Menge an Glasart I TopLyo® Vials und einem pH-Wert
der Losung von 4,98 mit der adsorbierten BSA-Menge an Glasart I Vials bei einem pH-Wert
der Losung von 7,4

Glasart I TopLyo® Vials, pH 4,98 (n=2) Glasart I Vials, pH 7,4 (n=2)
Adsorbierte Vi [%] Adsorbierte Vi [%]
Proteinmenge Proteinmenge
[mg/m?] [mg/m?]
Ausgangskonzentration 1000,0 pg/ml
9,6 8,3 6,1 13,0
Ausgangskonzentration 10,0 pg/ml
6,3 3,1 —* —*
Ausgangskonzentration 1,25 ng/ml
4,7 12,8 —* —*

* Die gemessenen Absorptionswerte lagen in der Nahe des Leerwertes, weshalb eine Quantifi-

zierung der adsorbierten BSA-Menge nicht moglich war.

Nahe des Leerwertes befanden. Die Ergebnisse der Literatur [35, [51] konnten somit dahingehend
bestéatigt werden, dass bei Vorliegen einer hydrophoben Oberfliche gepaart mit dem pH-Wert
am isoelektrischen Punkt des Proteins mehr Protein adsorbiert als an eine hydrophile Oberfliche
bei einem pH-Wert, der sich nicht am isoelektrischen Punkt des Proteins befindet. Nachdem die
adsorbierte Proteinmenge an die beiden Packmittel jeweils nur bei einem, voneinander abwei-
chendem pH-Wert bestimmt wurde, kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die gering
adsorbierten Proteinmengen durch die hydrophile Oberfliche, den vom isoelektrischen Punkt
abweichenden pH-Wert oder einer Kombination aus beidem begriindet sind. Jedoch scheint eine
elektrostatische Abstofsung zwischen der negativ geladenen Glasart I Oberfliche und dem negativ
geladenen Protein bei einem pH-Wert von 7,4 zu den geringen adsorbierten Proteinmengen zu
fiihren. Auferdem liegt das Protein bei pH 7,4 weniger kompakt vor als am isoelektrischen Punkt.
Daher benétigt es mehr Platz auf der Oberfliche, wodurch weniger Protein an die Oberfliche

adsorbieren kann.

Da sich weiterhin voneinander abweichende Kalibriergeraden fiir Glasart I TopLyo® Vials und
Glasart I Vials ergaben, wurde im Folgenden der Einfluss sowohl von verschiedenen pH-Werten als
auch von verschiedenen Primérpackmitteloberflichen auf die erhaltenen Kalibriergeraden unter-
sucht. Dazu wurde zum einen der pH-Wert am isoelektrischen Punkt von BSA (pH 4,98) gewéhlt
und zum anderen ein pH-Wert von 7,4 untersucht. Die ausgewahlten Primarpackmittel in diesem
Fall waren Glasart I-, Glasart I TopLyo®- sowie Glasart I plus®-Vials, um sowohl hydrophile
als auch hydrophobe Oberflichen in die Untersuchung miteinzubeziehen. Die Absorptionswerte

der verschiedenen Kalibrierlosungen sind in Abbildung [£.4] wiedergegeben.
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Abbildung 4.4: Durchfiihrung der Kalibrierversuche (jeweils n=3) jeweils bei pH 4,98 (OJ) und pH 7,4
(A) in drei verschiedenen Primérpackmitteln. Untersucht wurden Glasart I Vials (M,
A), Glasart I TopLyo® Vials (M, o) sowie Glasart I plus® Vials (M, A).

Es wurden unterschiedliche Absorptionswerte fiir die Kalibrierlosungen in dem gleichen Primér-
packmittel bei variierendem pH-Wert erhalten, wodurch ein Einfluss der verschiedenen Ionenarten
der beiden Puffer auf die zugrunde liegende Farbreaktion denkbar ist. Jedoch erklart dies nicht
die abweichenden Absorptionswerte der verschiedenen Primérpackmittel bei Vorliegen des glei-
chen Puffersystems. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist ein unterschiedlich gutes Abloseverhalten
der adsorbierten Farbstoffschicht durch eine 1%ige Ammoniaklosung auf verschiedenen Primér-
packmitteln. Somit scheint neben dem pH-Wert auch das Priméarpackmittel einen Einfluss auf
die Reaktion von Coomassieblau und Protein zu haben, was in abweichenden Absorptionswerten

fiir die vermessenen Kalibrierlosungen resultiert.

Die variierenden Kalibriergeraden liefern weiterhin einen Hinweis darauf, dass BSA unter ver-
schiedenen Bedingungen in unterschiedlicher Art und Weise an die Oberfliche adsorbiert, was mit
variierenden Sekundirstrukturen einhergeht. Somit konnen die Aminoséuren, die fiir die Reak-
tion mit Coomassieblau verantwortlich sind, durch Adsorption besser oder schlechter erreichbar
sein, was zu unterschiedlich starken Reaktionen von Coomassieblau mit dem gebundenen Protein
fiihrt.

Auch die thermische Behandlung der Kalibriervials kann zu verénderten Sekundéarstrukturen der
adsorbierten Proteine fithren. Zwar werden alle Vials der gleichen Temperatur ausgesetzt, jedoch
ist es trotzdem moglich, dass die erhdhte Temperatur die Sekundérstruktur der adsorbierten

Proteine auf verschiedenen Primérpackmitteln in unterschiedlicher Weise beeinflusst.

Die erhaltenen, variierenden Kalibriergeraden zeigen, dass fiir jede Oberfliche und fiir jeden
variierenden Formulierungsparameter eine neue Kalibriergerade erstellt werden miisste, was in
der Praxis durch den damit verbundenen hohen Aufwand nicht realisierbar ist. Daher wurde

nach Alternativen fiir den Coomassieblau-Assay gesucht.
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4.3 Bestimmung der adsorbierten Proteinmenge mittels Micro BCA-Assay

4.3.1 Messprinzip

Der erste Schritt des Micro BCA-Assays beruht auf der Reduktion von Cu?* zu Cu'. Durch Re-
aktion von zwei Molekiilen Bicinchoninsiure mit Cu™ entsteht der in Abbildung angegebene
farbige Komplex, der bei 562 nm vermessen werden kann. Diese Reaktion zeigt ein pH-Optimum
im stark alkalischen Bereich. Smith et al. postulierten, dass die Reduktion von Cu?* zu Cu™ {iber
zwei Wege moglich ist. Zum einen durch temperaturunabhingige Oxidation von Cystein, Tyrosin
und Tryptophan. Zum anderen durch die temperaturabhingige Reaktion von Peptidbindungen
mit Cu?" [66].

‘ooC COO

Abbildung 4.5: Strukturformel des Komplexes von Cu’ mit zwei Molekiilen Bicinchoninsiure [116]

Mittels des BCA-Assays lassen sich Konzentrationen iiber einen Bereich von 20 bis 2000 pg/ml
Protein vermessen. Um geringere Proteinkonzentrationen zu bestimmen, wurde der Micro BCA-
Assay entwickelt. Dabei kommen im Vergleich zum BCA-Assay stéarker konzentrierte Reagenzien,
eine verlangerte Inkubationsdauer wie auch eine erhchte Temperatur wihrend der Inkubation
zum Einsatz, wodurch Konzentrationen zwischen 0,5 bis 20 ng/ml Protein nachgewiesen werden

konnen. Die Zusammensetzung des Micro BCA-Reagenz ist Smith et al. zu entnehmen [66, [117].

Zur Bestimmung der adsorbierten Proteinmenge wurden 10,0 ml BSA-Losung unterschiedlicher
Konzentrationen in das jeweilige Primérpackmittel pipettiert, mit Stopfen verschlossen und ver-
bordelt. Nach Ende der Inkubationsdauer wurden die Proteinlosungen aus den Vials entleert und
die Vials jeweils dreimal mit dem Inkubationspuffer und anschlieffend zehnmal mit Millipore-
Wasser gespiilt. In die Probenvials wurden jeweils 5,0 ml 50 mM Natriumacetatpuffer (Assay-
puffer) und Micro BCA-Reagenz gegeben, dessen Herstellung dem Standardprotokoll entsprach
[118]. Somit wurde die gesamte zuvor benetzte Oberfliche mit Reagenz bedeckt und das Micro
BCA-Reagenz konnte direkt mit dem auf der Oberfliche gebundenen Protein reagieren. Eine
Verwendung von Glasart I-, Glasart I TopLyo®- und CZ®-Vials im Vergleich zu Polypropylen-
Tubes zur Inkubation der Kalibrierlosungen ergab keine variierenden Absorptionswerte. Daher
wurde fiir die Erstellung der Kalibriergeraden jeweils 1,0 ml der entsprechenden Standardlésung
und des Micro BCA-Reagenz in Polypropylen-Tubes (Kalibriertubes) pipettiert. Anschliefend

wurden Probenvials und Kalibriertubes fiir 2 Stunden bei 37°C im Trockenschrank inkubiert
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und nach Ablauf dieser Zeit sofort im Eisbad gekiihlt, um eine weitere Farbentwicklung zu un-

terbinden. Mittels UV /Vis-Spektrometer wurden die Losungen bei 562 nm vermessen.

4.3.2 Vorversuche

Die Kalibriertubes wurden zunéchst dem Standardprotokoll folgend [118] fiir eine Stunde bei
60°C inkubiert. Dabei ergaben sich deutliche Schwankungen der Absorptionswerte bei der Dop-
pelbestimmung. Daraufhin wurden die Standards alternativ fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert,
wodurch sich im Vergleich zur Inkubation bei 60°C geringere Standardabweichungen fiir die ver-
schiedenen vermessenen Konzentrationen ergaben. Die Absorptionswerte bei 562 nm nach einer
Stunde bei 60°C lagen jedoch bei hoheren Werten als nach zwei Stunden bei 37°C, wie auch
schon in der Literatur berichtet. Daraus ist ersichtlich, dass die Reaktion nach zwei Stunden
bei 37°C noch nicht beendet ist. Dies hangt damit zusammen, dass Tryptophan, Tyrosin und
die Peptidbindungen bei 37°C nicht ausreichend oxidiert werden, was bei 60°C wiederum der
Fall ist. Wiechelman et al. zeigten zudem, dass die Kalibriergeraden bei 60°C im Vergleich zu
37°C von Protein zu Protein weniger variieren [66, [117]. Da es in dieser Arbeit aber nur BSA
als einziges Protein zu bestimmen galt und die Proben nach Inkubation bei 37°C sofort ins Eis-
bad eingestellt wurden, wodurch eine weitere Farbentwicklung unterbunden wurde, wurden die

Inkubationsparameter auf zwei Stunden bei 37°C festgelegt.

Die Anwendbarkeit des Micro BCA-Assays zur Bestimmung der adsorbierten Proteinmenge wur-
de durch den Einfluss unterschiedlicher Packmittel und pH-Werte auf die Proteinadsorption un-
tersucht. Dafiir wurde der Unterschied der adsorbierten BSA-Menge auf Glasart I TopLyo® Vials
bei einem pH-Wert der Losung von 4,98 und Glasart I Vials bei einem pH-Wert der Lésung von
7,4 ermittelt. Unter 4.2.3 wurde dies bereits mithilfe des Coomassieblau-Assays untersucht. Die
Ergebnisse fiir die drei vermessenen Ausgangskonzentrationen (1000,0 pg/ml, 10,0 pg/ml und
1,25 pg/ml) sind Tabelle zu entnehmen.

Es zeigte sich ein deutlicher Unterschied der adsorbierten Proteinmengen zwischen den beiden
untersuchten Gruppen, wobei an Glasart I TopLyo® Vials am TEP von BSA im Vergleich zu
Glasart 1 Vials bei einem pH-Wert der Losung von 7,4 deutlich mehr BSA adsorbierte. Die
adsorbierte BSA-Menge an Glasart [ TopLyo® Vials bei einem pH-Wert der Losung von 4,98
konnte ausgehend von verschiedenen BSA-Konzentrationen problemlos quantifiziert werden. Da-
gegen konnte die adsorbierte BSA-Menge an Glasart I Vials bei einem pH-Wert von 7,4 nur
bei einer Ausgangskonzentration von 1000,0 pg/ml BSA bestimmt werden, da andernfalls die
gemessenen Absorptionswerte in der Ndhe des Leerwertes lagen. Dies spiegelt die Ergebnisse des

Coomassieblau-Assays (Kapitel 4.2.3) wider.
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Tabelle 4.3: Vergleich der adsorbierten BSA-Menge an Glasart I TopLyo® Vials und einem pH-Wert
der Losung von 4,98 mit der adsorbierten BSA-Menge an Glasart I Vials bei einem pH-Wert
der Losung von 7,4

Glasart I TopLyo® Vials, pH 4,98 Glasart I Vials, pH 7,4
(n=3) (n=3)
Adsorbierte Adsorbierte
Proteinmenge Vi Proteinmenge Vi
[meg/m?] Kl [mg/m?] 2]

Ausgangskonzentration 1000 pg/ml
10,0 15,6 5,1 25,8
Ausgangskonzentration 10 ng/ml
5,1 7,6 —* —*
Ausgangskonzentration 1,25 pg/ml
3,3 3.4 —* —*

* Die gemessenen Absorptionswerte lagen in der Nahe des Leerwertes, weshalb eine Quantifi-

zierung der adsorbierten BSA-Menge nicht moglich war.

Weiterhin wurde mittels Micro BCA-Assay versucht, eine Erklarung fiir die variierenden Ka-
libriergeraden bei Anwendung des Coomassieblau-Assays, wie unter 4.2.3 gezeigt, zu erhalten.
Dazu wurden die Kalibriergeraden zum einen analog des Micro BCA-Protokolls (Kapitel 4.3.1)
und zum anderen durch Eindampfen der Kalibrierlosungen (Kapitel 4.2.1) aufgenommen. Letz-
tere wurden jedoch nicht, wie unter 4.2.1 erlautert, mit Coomassieblau angeférbt, sondern die
gebundene Proteinmenge mittels Micro BCA-Assay quantifiziert. Als Primérpackmittel kamen
Glasart I TopLyo® Vials bei einem pH-Wert der BSA Lisung von 4,98 zum Einsatz. Einen
Vergleich der beiden erhaltenen Kalibriergeraden zeigt Abbildung

Bei Vergleich der erhaltenen Kalibriergeraden fiir die mittels Micro BCA-Assay vermessenen
Kalibrierlésungen und die Glasart I TopLyo® Standardvials, auf die die gewiinschte Protein-
menge durch Eindampfen aufgebracht wurde, konnte eine Abweichung voneinander festgestellt
werden. Diese zeigte sich vor allem in der Steigung der beiden Kalibriergeraden, wobei die y-
Achsenabschnitte sehr dhnliche Werte aufwiesen. Somit variiert die Zunahme der bestimmten,
adsorbierten Proteinmengen iiber den untersuchten Konzentrationsbereich nicht immer um den
gleichen Faktor.

Die Kalibriergerade des Micro BCA-Assays wurde hierbei, wie unter 4.3.1 beschrieben, mittels
Reaktion von Bicinchoninsédure mit BSA in Losung erhalten. Zur Bestimmung der adsorbierten
Proteinmenge reagiert das Farbreagenz jedoch anders als bei der Kalibrierung mit dem Pro-
tein direkt auf der Oberfliche. Durch Adsorption oder durch Temperatureinfluss kann es zu
strukturellen Verdnderungen des Proteins kommen, was zu verdnderter Reaktivitat mit der Bi-

cinchoninséure im Vergleich zu BSA in Losung fiihren kann. Somit kénnen die abweichenden
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Kalibriergeraden durch strukturelle Anderungen verursacht werden, die entweder durch die Ad-

sorption an die Oberfliche oder die Temperatur wihrend des Eindampfens verursacht werden.
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Abbildung 4.6: Vergleich der Kalibriergeraden (jeweils n=2), die ausgehend von Micro BCA-Standards
(—) und eingebrannten Glasart I TopLyo® Standardvials () aufgenommen wurden.

Da man davon ausgehen kann, dass BSA unter gleichen Bedingungen in &hnlicher Art und Weise
an die gleiche Primarpackmitteloberfliche adsorbiert und somit eine vergleichbare Reaktion der
Bicinchoninséure mit dem gebundenen BSA erwartet wird, deutet dies auf einen Einfluss der
Temperatur auf die Sekundéarstruktur des adsorbierten BSA hin. Um den Einfluss der Temperatur
zu vermeiden, wurden im Rahmen des Coomassieblau-Assays die Probenvials ebenfalls fiir kurze
Zeit den gleichen Temperaturen wie die Kalibriervials ausgesetzt. Neben dem pH-Wert und dem
jeweiligen Primérpackmittel hat somit auch die Temperatur einen Einfluss auf die verdnderte
Sekundarstruktur auf der Oberflache.

4.3.3 Entwicklung einer Micro BCA-Assay Methode zur Bestimmung der adsor-

bierten Proteinmenge an Primarpackmittel

Um den Einfluss der Molaritéit des Puffers auf die adsorbierte Proteinmenge auszutesten, wurden
1000,0 pg/ml konzentrierte BSA-Losungen bei einem pH-Wert der Losung von 4,98 in 10 mM und
90 mM Natriumacetatpuffer in Glasart I TopLyo® Vials inkubiert. Die Kalibriergeraden wurden
jeweils mit Kalibrierlosungen, die in 10 mM und 90 mM Natriumacetatpuffer hergestellt wurden,
erstellt. Dabei zeigte sich der in Abbildung dargestellte Unterschied der Kalibriergeraden
bei Verwendung unterschiedlich molarer Puffer. Es ist bekannt, dass der Natriumacetatpuffer
bei hoheren Konzentrationen mit dem Micro BCA-Assay interferiert [118]. Durch Erhéhung der
Molaritét von 10 mM auf 90 mM ist dabei zwar noch keine Beeintriachtigung der Messergebnisse,

jedoch aber eine verminderte Farbreaktion feststellbar.
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Abbildung 4.7: Vergleich der Kalibriergeraden, die durch Kalibrierlésungen in 10 mM (-—) bzw. 90 mM
(- - -) Natriumacetatpuffer (jeweils n=2) erhalten wurden.

Da es zu variierenden Kalibriergeraden bei verschieden molaren Natriumacetatpuffern kommt,
wurde getestet, ob ein 50 mM Natriumacetatpuffer fiir alle Proben als Assaypuffer verwendet wer-
den kann. Hierfiir wurden Glasart I TopLyo® Vials in 10 mM und 90 mM Natriumacetatpuffer
(jeweils pH-Wert 4,98) inkubiert. Fiir diese Untersuchung wurde jeweils eine Ausgangskonzen-

tration von 1000,0 pg/ml BSA gewéhlt.

Tabelle 4.4: Vergleich der ermittelten adsorbierten Proteinmengen bei Anwendung des jeweiligen Inku-
bationspuffers oder eines 50 mM Natriumacetatpuffers als Assaypuffer fiir den Micro BCA

Assay.
adsorbierte

Inkubation in Desorption in Proteinmenge Vi
[mg/m?|(n=2) 7]

10 mM 10 mM 13,7 14,2

10 mM 50 mM 12,9 9,7

90 mM 90 mM 9,2 24,9

90 mM 50 mM 9,3 7.4

Es wurde iiberpriift, ob ein signifikanter Unterschied in der ermittelten adsorbierten Protein-
menge besteht, je nachdem ob als Assaypuffer der jeweilige Inkubationspuffer oder ein 50 mM
Natriumacetatpuffer verwendet wurde. Dazu wurde unter Aufstellung der Nullhypothese, dass
kein signifikanter Effekt zwischen den beiden Assaypuffern besteht, ein Zwei-Stichproben-t-Test
durchgefiihrt. Mittels F-Test wurde zuvor sichergestellt, dass die Messergebnisse, die durch Ver-

wendung der verschiedenen Assaypuffer erhalten wurden, dieselben Standardabweichungen auf-
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wiesen. Fiir die Uberpriifung der Anwendbarkeit des jeweiligen Assaypuffers wurde die glei-
che Anzahl an Einzelmessungen durchgefiihrt. Daher errechnet sich die Priifgrofe ¢p,;p nach
Gleichung Der tabellarische t-Wert (¢;4) wurde unter Beriicksichtigung des Freiheitsgrades
(Freiheitsgrad fiir die Anzahl der Einzelmessungen) und des Signifikanzniveaus « einer Tabelle

entnommen. Fiir das Signifikanzniveau o wurde ein Wert von 0,05 festgelegt [119].

n .
tPTi],f - ‘TI_T2| . \/; mit n =ny1 = ng (41)

mit

T Mittelwert der Einzelergebnisse der ersten Stichprobe
T3 Mittelwert der Einzelergebnisse der zweiten Stichprobe
n: Anzahl der Einzelmessungen

S1: Standardabweichung der ersten Stichprobe

S9! Standardabweichung der zweiten Stichprobe

Der tabellarische t-Wert war sowohl im Falle des Vergleichs von 10 mM wie auch 90 mM Natri-
umacetatpuffer mit dem 50 mM Natriumacetatpuffer grofer als die errechnete Priifgrofe tp,q -
Somit wurde mit dem Signifikanzniveau a von 0,05 die Nullhypothese angenommen, dass kein
signifikanter Unterschied zwischen der ermittelten adsorbierten Proteinmenge besteht, je nach-
dem ob als Assaypuffer der Inkubationspuffer oder ein 50 mM Natriumacetatpuffer zum Einsatz
kam. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde der 50 mM Natriumacetatpuffer fiir alle weite-
ren Messungen als Assaypuffer eingesetzt, ungeachtet in welchem molaren Natriumacetatpuffer

die Proben zuvor hergestellt und inkubiert wurden.

Neben den bereits beschriebenen Methoden, wurde weiterhin eine SE-HPLC Methode zur Prote-
inmengenbestimmung entwickelt (Kapitel 4.4), wobei die adsorbierte BSA-Schicht durch 0,05%ige
SDS-Losung von der Oberflache entfernt wurde. Im Vergleich der adsorbierten Proteinmengen
nach Bestimmung mittels Micro BCA-Assay und SE-HPLC (Kapitel 4.5) ergaben sich deutlich
variierende Werte. Daher wurde iiberpriift, ob ein Ablésen der adsorbierten BSA-Schicht mittels
0,05%iger SDS-Losung bei Anwendung des Micro BCA-Assays zu anderen ermittelten Werten
fithrt. Daftir wurde die adsorbierte Proteinmenge ausgehend von 1000,0 pg/ml konzentrierten
BSA-Losungen in 50 mM Natriumacetatpuffer bei pH 4,98 auf Glasart I TopLyo® Vials iber-
priift. Die adsorbierte BSA-Menge wurde sowohl mittels Micro BCA-Assay als auch durch die
SE-HPLC Methode bestimmt, wobei sich kaum ein Unterschied der durch die beiden Methoden
ermittelten Werte zeigte. In Kapitel 4.5 sind die Ergebnisse in Tabelle zusammengefasst.

Dies sollte durch die adsorbierte BSA-Menge auf Glasart I Vials in einer sechsfach-Bestimmung
erneut nachgewiesen werden. Um eine weitere Farbentwicklung der Probenlésungen jedoch zu
unterbinden, kommen die Vials im Rahmen des Micro BCA-Assays direkt nach Inkubation bei
37°C ins Eisbad. Da man sich bei 0,05 % SDS aber deutlich oberhalb der CMC von SDS in
50 mM Natriumacetatpuffer befindet, wie in Kapitel 4.4.2 gezeigt, und bekannt ist, dass SDS
oberhalb seiner CMC unterhalb von 15°C ausfillt, konnte die Absorption der Farbreaktion somit
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nicht bestimmt werden. Aus diesem Grund wurde dieser Ansatz nicht weiterverfolgt. Fiir weitere
Interpretationen der Ergebnisse muss daher beriicksichtigt werden, dass durch den Micro BCA-

Assay hohere Adsorptionsmengen als durch die SE-HPLC bestimmt werden.

4.4 Bestimmung der adsorbierten Proteinmenge mittels SE-HPLC
4.4.1 Messprinzip

Die Groflenausschlusschromatographie ist eine Form der HPLC, bei der Molekiile nach ihrer
Grofse aufgetrennt werden. Im Vergleich zu den restlichen fliissigchromatographischen Metho-
den erfolgt dabei aber keine chemische oder physikalische Wechselwirkung zwischen Analyt und
stationdrer Phase. Die Auftrennung erfolgt durch die unterschiedlich ausgeprigte Permeation
und Eindringdauer der verschieden groffen Molekiile in die Poren definierter Grofe. Molekiile be-
stimmter Gréfte konnen dabei nicht mehr in die Poren hineindiffundieren und werden somit von
den Poren ausgeschlossen. Diese Verbindungen eluieren daher gleich zu Beginn. Im Gegensatz
dazu vermogen Molekiile, die kleiner als die Poren sind, in die Poren einzudringen. Je kleiner der
Analyt desto langer verweilt er in den Poren der Sdule und desto spéter eluiert dieser (inverser
Siebeffekt) [29] 120} 121].

Mathes [13] entwickelte eine SE-HPLC Methode, um die adsorbierte IgG Menge an Vialober-
flachen nachzuweisen. Dabei lieferte er die Begriindung des Einsatzes von SDS zum Ablésen
des gebundenen Proteins von der Oberfliche sowie den Zusatz von SDS zum Elutionsmittel.
Aufbauend auf diese Methode wurde eine SE-HPLC Methode fiir die bearbeitete Fragestellung

erarbeitet, da sowohl ein anderes Protein als auch eine andere Pufferzusammensetzung vorlag.

Zur Untersuchung der adsorbierten Proteinmenge wurden 10,0 ml BSA-L6sung unterschiedli-
cher Konzentrationen in das jeweilige Primérpackmittel pipettiert, mit Stopfen verschlossen und
verbordelt. Nach Ende der Inkubationsdauer wurden die Proteinlésungen aus den Vials ent-
leert und die Vials jeweils dreimal mit dem Inkubationspuffer und anschliefend zehnmal mit
Millipore-Wasser gespiilt. Die entleerten Vials wurden daraufhin fiir weitere drei Stunden mit
jeweils 10,0 ml 0,05 %iger SDS-haltiger Losung (in 50 mM Natriumacetatpuffer) inkubiert. Diese
SDS-haltigen Losungen wurden anschliefiend unter den in Tabelle angegebenen Parametern

vermessen.
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Tabelle 4.5: Ubersicht der eingestellten Parameter fiir die SE-HPLC Methode

Parameter eingestellter Wert

Saule Tosoh TSKgel G3000PWXL
Flussrate 1,0 ml/min

Laufdauer 15 min

Eluent PBS Dulbecco + 0,05% SDS
Injektionsvolumen 500 nl
Anregungswellenldnge 278 nm
Emissionswellenlédnge 335 nm

Temperatur der Sadule 25°C

Temperatur des Autosamplers 20°C

4.4.2 Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration

Wie bereits durch Mathes beschrieben [I3], bedarf es einer SDS-Konzentration oberhalb der
kritischen Mizellbildungskonzentration (critical micelle concentration, CMC), um das gebundene
Protein von der Oberflache abzulésen. Unterhalb der CMC bindet SDS lediglich an die gebundene
Proteinschicht, 16st das Protein aber nicht ab. Da mittels statistischer Versuchsplanung (Kapitel
6.1) der Einfluss verschiedener Ionenstérken auf die adsorbierte BSA-Menge untersucht werden
sollte, wurde die CMC von SDS unter Verwendung von 10 mM und 90 mM Natriumacetatpuffer
bestimmt. Denn bei steigender Molaritéit des Puffersystems kommt es zu sinkenden CMC-Werten
[122].

Die kritische Mizellbildungskonzentration wurde durch Messung der Oberflichenspannung be-
stimmt. Durch Anreicherung von SDS an der Oberfliche kommt es unterhalb der CMC zu einem
stetigen Absinken der Oberflichenspannung bei steigender Tensidkonzentration. Bei Erreichen
der CMC ist die Oberfliche mit Tensidmolekiilen abgeséttigt und es kommt zur Ausbildung von
Mizellen. Eine weitere Tensidzugabe fiihrt nun zu keiner weiteren Absenkung der Oberflachen-

spannung [87].

Laut Literatur erhélt man fiir die CMC von SDS in Wasser Werte im Bereich von 8,1 mM (0,23%)
[61} 122]. Die CMC von SDS in 10 mM Natriumacetatpuffer wurde mit 1,14 mM =+ 0,03 mM
(0,033%) bestimmt, fiir den 90 mM Natriumacetatpuffer lag sie bei 0,64 mM + 0,02 mM
(0,019%). Daher wurde der Einfluss von 0,05%iger und 0,1%iger SDS-Losung sowohl auf das
Abléseverhalten der gebundenen BSA-Schicht wie auch im Elutionsmittel untersucht. Eine Erho-
hung der SDS-Konzentration fiihrte in beiden Féllen zu einer geringeren Schirfe des BSA-Peaks.
Dies kann durch iiberschiissige SDS-Mizellen bei zu hohen SDS-Konzentrationen begriindet sein
[123]. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine 0,05%ige SDS-Losung gewéhlt, um das gebundene

BSA von der Primarpackmitteloberfliche abzulésen und mittels SE-HPLC zu vermessen.
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4.4.3 Vorversuche

Zur Auswahl der geeigneten SE-HPLC Saule wurde sowohl die hédufig zum Einsatz kommende
Kieselgelsdule TSK Gel G3000SWXL als auch die Polymersdule TSK Gel G3000PWXL ausge-
testet. Bei Vergleich der beiden Sdulen mittels einer Konzentration von 1,0 pg/ml BSA in 50 mM
Natriumacetatpuffer (pH 4,98), erhielt man auf der Kieselgelsdule sowohl einen Monomer- als
auch einen Dimerpeak, auf der Polymersdule hingegen nur einen Peak fiir BSA, was eine ein-
fachere Auswertung ermoglichte. Zwar lassen sich mittels der Kieselgelsdule Monomere, Dimere
und Polymere voneinander trennen, jedoch ist dies fiir die vorliegende Fragestellung nicht nétig.
Einen weiteren Vorteil bietet die Polymersaule, da im Vergleich zu einer Kieselgelsiule eine gro-
fere Anzahl an Analysen durchgefithrt werden kann [124]. Aus den genannten Griinden wurde
fiir die folgenden Messungen eine TSK Gel G3000PWXL Polymersaule verwendet.

Mathes [I3] beschrieb, dass durch Einsatz des Formulierungspuffers im Vergleich zu einem ande-
ren Puffer als Elutionsmittel eine verbesserte Auftrennung erreicht werden konnte. Natriumace-
tatpuffer jedoch, der in den zu analysierenden Proben zum Einsatz kam, zeigte keine ausreichende
Elutionskraft, um BSA von der Séule zu eluieren. Aufterdem sollte der Einfluss von verschieden
molaren Natriumacetatpuffern auf die Proteinadsorption, wie unter Kapitel 6.1 beschrieben, un-
tersucht werden. Daher wurde nach einem Standardelutionsmittel fiir alle Trennungen gesucht,
das in Form des Dulbecco’s PBS-Puffers gefunden wurde. Dieser Puffer wurde bereits unter
Zusatz von SDS in der SEC als Elutionsmittel angewendet [125].

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, um Proteine im Eluat zu detektieren. H&aufige Anwen-
dung finden dabei die UV- und die Fluoreszenzdetektion. Daher wurde zunéchst die BSA-
Konzentration mittels Messung der UV-Absorption bei 280 nm ermittelt, wobei vor allem Tryp-
tophan und Tyrosin absorbieren, zu geringem Mafe aber auch Phenylalanin. Da BSA, wie unter
3.1.2 erwidhnt, nur zwei Tryptophane innerhalb seiner Aminosauresequenz aufweist, war die UV-
Absorption von BSA bei 280 nm zu gering, um solch geringe BSA Konzentrationen nachzuweisen.
Auch wurde die Absorption der BSA Losung bei 220 nm untersucht, wobei es zur Absorption
von Peptidbindungen kommt. Bei dieser Wellenlédnge absorbieren aber auch verschiedene Puffer
und einige Aminoséuren, was somit zu keiner eindeutigen Aussage iiber die BSA-Konzentration
fiihrte. Da es weiterhin zur Stérung der Absorptionsmessung bei 280 nm und 220 nm durch SDS
kommt, war die UV-Detektion in der vorliegenden Fragestellung nicht méglich. Die Fluoreszenz-
detektion stellt dahingegen eine sensitivere Methode dar, um auch geringe Proteinmengen zu
bestimmen [29]. Moriyama et al. untersuchten bereits den Einfluss von SDS auf die Anregungs-
und Emissionswellenldnge von BSA [126]. Daher wurde die BSA Konzentration im Eluat mittels
Fluoreszenzdetektion bei einer Anregungs- und Emissionswellenlénge von 278 nm bzw. 335 nm
bestimmt. Ein Injektionsvolumen von 500 pl sowie eine Flussrate von 1,0 ml/min lieferte dabei

das beste Verhaltnis zwischen Peakflache und Prézision.
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4.4.4 Entwicklung einer SE-HPLC Methode zur Bestimmung der adsorbierten Pro-

teinmenge an Priméarpackmittel

Es wurde tiberpriift, wie viele Spiilschritte nach Entleeren der inkubierten Vials nétig waren, um
lose adsorbierte Proteinmengen zu entfernen. Dafiir wurden Glasart I- und Glasart I TopLyo®-
Vials mit jeweils 10,0 ml einer 2500,0 pg/ml konzentrierten BSA-Losung inkubiert. Als Puffer-
16sung diente ein 50 mM Natriumacetatpuffer mit dem pH-Wert 4,98. Aufbauend auf die ver-
schiedenen Spiilschritte bei Waxman und Vilivalam [74] wurden die Proteinlésungen nach Ablauf
der Inkubationsdauer entleert, dreimal mit dem Inkubationspuffer und anschliefend fiinfzehnmal
mit Millipore-Wasser gespiilt. Die in den einzelnen Spiillésungen enthaltene Proteinkonzentration
wurde anschliefsend mittels SE-HPLC bestimmt. Es war eine deutliche Abnahme der Proteinkon-
zentration in den Spiillésungen im Verlauf des dreimaligen Spiilens mit dem Inkubationspuffer zu
erkennen. Lediglich im ersten der fiinfzehn Spiilgdnge mit Millipore-Wasser war Protein nachzu-
weisen. Daher wurden in Abbildung am Beispiel von Glasart I TopLyo® Vials nur diejenigen
Spiilschritte aufgetragen, in denen Protein mittels SE-HPLC bestimmbar war. Glasart I Vials

zeigten vergleichbare Ergebnisse.
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Abbildung 4.8: Ermittlung der Proteinkonzentration in den verschiedenen Spiillésungen. Glasart I
TopLyo® Vials wurden nach Entleeren der inkubierten Proteinlésung mit dem Inkuba-
tionspuffer bzw. Millipore-Wasser gespiilt, um lose adsorbierte Proteinreste abzuspiilen.

Um sicherzustellen, dass die gesamte lose gebundene Proteinschicht abgespiilt wird, wurden die
Vials nach Inkubation und Entleeren der BSA-Losung bei allen entwickelten Methoden dreimal

mit dem jeweiligen Inkubationspuffer und anschlieftend zehnmal mit Millipore-Wasser gespiilt.

Aufserdem wurde weiterhin die nétige Inkubationsdauer mit 0,05%iger SDS-Lésung (in 50 mM
Natriumacetatpuffer) iiberpriift, um ein vollstandiges Ablosen der adsorbierten Proteinschicht si-
cherzustellen. Dazu wurden BSA-Losungen der Konzentration 1000,0 pg/ml in Glasart I TopLyo®
Vials inkubiert. Als Puffer diente in diesem Fall ein 50 mM Natriumacetatpuffer mit dem pH-

Wert 4,98. Als Untersuchungszeitpunkte wurden Inkubationsdauern zwischen 30 Minuten und
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24 Stunden gewahlt. Abbildung zeigt die abgelbste, adsorbierte Proteinmenge iiber unter-
schiedlich lange Kontaktzeiten mit 0,05%iger SDS-Losung in 50 mM Natriumacetatpuffer.
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Abbildung 4.9: Ermittlung der notigen Inkubationsdauer mit 0,05 %iger SDS-Losung zur vollstindi-
gen Entfernung der adsorbierten BSA-Schicht. Untersucht wurden hierbei Glasart I
TopLyo® Vials (jeweils n=2).

Bereits nach 30 Minuten wurde in vergleichbarem Mafse so viel BSA von der Oberfliche wie nach
24 Stunden abgelost. Fiir jeden ermittelten Zeitpunkt wurden neue Vials untersucht. Wie sich
bereits bei Bestimmung der adsorbierten Proteinmenge mittels Micro BCA-Assay (Kapitel 4.3.3)
gezeigt hatte, kommt es bei Mehrfachbestimmung unter den selben Bedingungen stets zu Schwan-
kungen der adsorbierten Proteinmenge. Somit sind die leicht schwankenden Messergebnisse nach

unterschiedlichen Zeitpunkten wahrscheinlich dadurch begriindet.

Darauf aufbauend wurde weiterhin untersucht, ob durch mehrmalige, aufeinanderfolgende Inku-
bation mit jeweils 10,0 ml 0,05%iger SDS-Losung mehr Protein von der Oberfliche abgelost wer-
den kann. Dazu wurden erneut 1000,0 pg/ml konzentrierte BSA-Losungen in Glasart [ TopLyo®
Vials inkubiert. Als Puffer diente hierbei ebenfalls ein 50 mM Natriumacetatpuffer bei einem pH-
Wert von 4,98. Zum einen erfolgte zunédchst eine dreistiindige Inkubation, der sich zwei weitere
Inkubationen mit 0,05%iger SDS-Losung von zwei und einer Stunde anschlossen. Zum anderen
wurden die Vials fiinf Stunden mit 0,05%iger SDS-Losung inkubiert, woraufthin eine weitere ein-
stiindige Inkubation mit 0,05%iger SDS-Losung erfolgte. Als Referenz dienten Glasart I TopLyo®
Vials, die in nur einem Inkubationsschritt fiir sechs Stunden mit 0,05%iger SDS-Losung inkubiert
wurden. Dabei zeigten die zuerst inkubierten SDS-haltigen Losungen jeweils dhnliche Protein-
konzentrationen, ungeachtet der unterschiedlichen Kontaktzeiten mit den Glasart I TopLyo®
Vials. Dies bestétigte somit den vorangegangenen Versuch, dass bereits nach 30 Minuten die
Proteinschicht in dem Mafke von der Oberfliche abgelost wird, wie es durch eine 0,05%ige SDS-
Losung moglich ist, und auch durch léngere Inkubationsdauer keine weitere Ablésung erfolgt.
Die zweiten und dritten Inkubationslésungen hingegen zeigten keinen auswertbaren BSA-Peak.

Somit wird entweder bereits durch den ersten Inkubationsschritt die gesamte Proteinschicht von
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der Oberflache abgeltst oder es verbleibt auf der Oberfliache ein Rest der zuvor gebundenen Pro-
teinschicht, der sich auch durch mehrmalige Inkubation mit 0,05%ige SDS-Losung nicht weiter

von der Oberflache ablosen lasst.

Fiir BSA-Losungen, die in unterschiedlichen molaren Natriumacetatpuffern hergestellt wurden,
wurden mittels des Micro BCA-Assays (Kapitel 4.3.3) unterschiedliche Kalibriergeraden erhal-
ten. Dies war auch bei Anwendung der SE-HPLC Methode der Fall, weshalb die Anwendung
eines 50 mM Natriumacetatpuffers als Assaypuffer fiir alle Messungen auch bei dieser Metho-
de iiberpriift wurde. Dazu wurden 1000,0 pg/ml konzentrierte BSA-Losungen in 10 mM sowie
90 mM Natriumacetatpuffer jeweils bei einem pH-Wert von 4,98 in Glasart I TopLy0® Vials
inkubiert. Als Assaypuffer wurde anschliefend sowohl der Inkubationspuffer als auch ein 50 mM
Natriumacetatpuffer verwendet. Tabelle liefert einen Uberblick iiber die erhaltenen Ergeb-

nisse.

Tabelle 4.6: Vergleich der abgelosten, adsorbierten Proteinmenge durch eine 0,05 %ige SDS- Losung,
die in dem jeweiligen Inkubationspuffer oder einem 50 mM Natriumacetatpuffer hergestellt

wurde.
adsorbierte

Inkubation in Desorption in Proteinmenge Vi
[mg/m?|(n=2) %]

10 mM 10 mM 4,5 5,1

10 mM 50 mM 4,6 28,2

90 mM 90 mM 3,1 7,2

90 mM 50 mM 3,3 9,4

Die Uberpriifung, ob ein signifikanter Unterschied zwischen der Verwendung des Inkubationspuf-
fers oder eines 50 mM Natriumacetatpuffers als Assaypuffer besteht, wurde mittels Zweistich-
proben-t-test durchgefiihrt, der bereits ausfiihrlich unter 4.3.3 beschrieben wurde. Auch hierbei
wurde die Nullhypothese unter Beriicksichtigung des Signifikanzniveaus « von 0,05 bestéatigt, da
die errechneten Priifwerte tp,;¢ bei Vergleich sowohl des 10 mM als auch des 90 mM Natriuma-
cetatpuffers mit einem 50 mM Natriumacetatpuffer niedrigere Werte als der tabellarische t-Wert

tiap Zeigten.

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde der 50 mM Natriumacetatpuffer fiir alle weiteren
Messungen als Assaypuffer eingesetzt, ungeachtet in welchem molaren Natriumacetatpuffer die

Proben zuvor hergestellt und inkubiert wurden.

4.5 Vergleich der entwickelten Methoden

Abbildungen [4.10al und [4.10b| zeigen einen Vergleich der durch den Coomassieblau- und den
Micro BCA-Assay ermittelten, adsorbierten BSA-Mengen. Dabei wurden in Abbildung
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Glasart I TopLyo® Vials bei einem pH-Wert der Losung von 4,98 verglichen. Abbildung [4.10b
liefert die erhaltenen Ergebnisse fiir die adsorbierten Proteinmengen auf Glasart I Vials und

einem pH-Wert der Loésung von 7,4.
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Abbildung 4.10: Vergleich der adsorbierten BSA-Mengen, die zum einen durch den Coomassieblau-
Assay und zum anderen durch den Micro BCA-Assay ermittelt wurden.

Da die Durchfiihrung der Methoden an unterschiedlichen Tagen mit jeweils unterschiedlichen
Proben erfolgte, kann man trotz geringer Schwankungen von vergleichbaren Werten fiir die ad-
sorbierte BSA-Menge unter beiden gezeigten Bedingungen von Coomassieblau- und Micro BCA-
Assay sprechen.

Die gemessenen Absorptionswerte fiir die Ausgangskonzentrationen 10,0 und 1,25 pg/ml auf
Glasart I Vials bei pH 7,4 lagen in der Nahe des Leerwertes und waren somit weder mittels

Coomassieblau- noch mittels Micro BCA-Assay auswertbar.

Der Coomassieblau-Assay wurde aufgrund variierender Kalibriergeraden nicht weiterverfolgt.
Daher wurde nach einer Alternative gesucht, um die mittels Micro BCA-Assay bestimmten Ad-
sorptionsmengen mit einer Referenzmethode zu vergleichen. Zu diesem Zweck wurde die SE-
HPLC Methode entwickelt. Zum Vergleich des Micro BCA-Assay und der SE-HPLC wurde die
adsorbierte BSA-Menge auf Glasart I TopLyo® Vials bestimmt. Dazu wurden 1000,0 pg /ml kon-
zentrierte BSA-Losungen in 90 mM Natriumacetatpuffer (pH 4,98) hergestellt und die Ergebnisse
in Tabelle [4.7] erfasst.

Es zeigte sich bei beiden Methoden der gleiche Trend, an welchen Primérpackmitteln mehr oder
weniger BSA adsorbiert. Jedoch lagen die mittels Micro BCA-Assay ermittelten Adsorptions-
mengen bei allen verwendeten Primérpackmitteln deutlich iiber den fiir die SE-HPLC erhaltenen
Werten. Nimmt man dabei an, dass der Micro BCA-Assay die Proteinmenge exakt quantifiziert,
deutet dies darauf hin, dass mittels 0,05%iger SDS-Losung nicht die gesamte BSA-Schicht von der
Packmitteloberflache abgelost werden kann [50, [74]. Andernfalls kénnen aber auch die Werte, die

durch die SE-HPLC erhalten wurden, die genaueren Werte darstellen. Dies kénnte durch die ver-
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Tabelle 4.7: Vergleich der adsorbierten BSA-Mengen an Glasart I-, Glasart I TopLyo®- und CZ® Vials,
die mittels Micro BCA-Assay und SE-HPLC ermittelt wurden.

Micro BCA Assay (n=2) SE-HPLC (n=2)
Adsorbierte Adsorbierte
Proteinmenge Vi Proteinmenge Vi
[mg/m?) %) [mg/m?) %)
Glasart I Vials
18,3 0,8 11,1 12,8
Glasart I TopLyo® Vials
10,2 21,8 4.8 15,4
CZ® Vials
14,5 25,4 6,2 4.4

anderte Sekundéarstruktur von adsorbierten Proteinen begriindet sein, wodurch eine verbesserte
Reaktionsfdhigkeit des Farbreagenz mit dem gebundenen Protein gegeben ist. Die Kalibrierung
erfolgt im Rahmen des Assays ndmlich durch BSA in Lésung, das zuvor aber an keine Oberflédche

adsorbiert war.

Die Kalibriergerade des Coomassieblau-Assay wird auch durch adsorbierte Proteine bestimmt,
diese werden jedoch durch Eindampfen der Proteinlosung bei 100°C auf die Oberfliche aufge-
bracht. Die Probenvials werden hierbei zwar auch fiir fiinf Minuten Temperaturen von 100°C
ausgesetzt, um den Einfluss der Temperatur auf die strukturellen Anderungen im Protein gleich
zu halten, jedoch kann eine Dauer von fiinf Minuten zu gering sein, um vergleichbare strukturelle
Anderungen zu erhalten. Somit kann es beim Coomassieblau-Assay zu verdnderten Reaktivititen
von Coomassieblau mit der adsorbierten BSA-Schicht und der durch Eindampfen aufgebrach-
ten BSA-Schicht kommen. Auch beim Micro BCA-Assay sind Unterschiede in der Bestimmung
der adsorbierten Proteinmenge durch abweichende Bedingungen zwischen den Kalibrierlésungen
und den Probenlésungen moglich. Da die Kalibrierung beim Micro BCA-Assay mittels BSA-
haltiger Losungen erfolgt, konnen die Werte fiir die adsorbierte BSA-Menge falsch bestimmt
werden. Denn, wie in 2.1.3 erldutert, kommt es durch Adsorption zu strukturellen Anderungen
des Proteins, was zu verdnderter Reaktivitéit des Farbreagenz mit dem gebundenen BSA fiihren

kann.

Albumin adsorbiert, wie bereits unter 2.1.3 erwiahnt, bevorzugt seitlich (side-on) an die Oberfla-
che, wobei auch eine end-on Adsorption moglich ist. Dies scheint von der Ausgangskonzentration
des Proteins abhéngig zu sein [127]. Bei niedrigen Konzentrationen kommt es zur seitlichen Ad-
sorption, bei hohen Konzentrationen adsorbiert Albumin jedoch mit seinem Ende voran, wodurch
mehr Protein an die Oberfliche adsorbieren kann. Im Falle der end-on Adsorption kann, wie unter
3.1 beschrieben, maximal 9,0 mg Albumin/m? bei einschichtiger Adsorption an die Oberfliche
gebunden werden. Bei seitlicher Adsorption verbraucht Albumin mehr Platz auf der Oberflache,
wodurch sich die maximale adsorbierte Proteinmenge auf 3,6 mg/m? begrenzt [5]. Die mittels

Micro BCA-Assay ermittelten Werte liegen dabei deutlich hoher als es durch die theoretischen
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Werte moglich ist. Dies ist moglicherweise der bereits beschriebenen, verinderten Reaktivitét
des Micro BCA-Reagenz mit BSA in Losung, das zu Kalibrierzwecken verwendet wurde, und mit
BSA, das direkt an die Oberfliche gebunden ist, geschuldet. Auch eine mehrschichtige Adsorp-
tion, wie bereits unter 2.1.2 erwéhnt, scheint denkbar [39] [40]. Die SE-HPLC liefert hingegen
Werte, die zwischen den maximalen Adsorptionsmengen fiir die side-on und end-on Adsorption

liegen. Dadurch wurde eine Mischung aus side-on und end-on Adsorption angenommen.

Aufgrund der variierenden Ergebnisse fiir die adsorbierte BSA-Menge, die durch den Micro BCA-
Assay und die SE-HPLC bestimmt wurden, wurde, wie unter 4.3.3 beschrieben, versucht, die
adsorbierte Proteinschicht auch im Falle des Micro BCA-Assays mittels 0,05%iger SDS-Losung
von der Oberfliche abzulosen. Dafiir wurde die adsorbierte BSA-Menge auf Glasart I TopLyo®
Vials bei einem pH-Wert der Losung von 4,98 mittels Micro BCA-Assay und SE-HPLC bestimmt.
Die erhaltenen Werte sind in Tabelle dargestellt.

Tabelle 4.8: Vergleich der adsorbierten BSA-Mengen an Glasart I TopLyo® Vials, die sowohl im Fall
des Micro BCA-Assays als auch fiir die SE-HPLC mittels 0,05%iger SDS-Losung von der
Oberfliache abgelost wurden.

Micro BCA-Assay SE-HPLC
Adsorbierte Proteinmenge Probe 1 4,3 4.7
[mg/m?] Probe 2 6,3 6,2

Die ermittelten BSA-Mengen lagen nach Ablésen durch 0,05%ige SDS-Losung deutlich niedri-
ger als bei normaler Durchfithrung des Micro BCA-Assay. Beim Vergleich der Werte, die durch
den Micro BCA-Assay sowie die SE-HPLC erhalten wurden, zeigte sich kaum ein Unterschied.
Die Ursache iiber die zugrunde liegenden Mechanismen kann hierdurch final aber nicht ermittelt
werden. Eine verbesserte Reaktionsfahigkeit von BCA mit der adsorbierten Proteinschicht im
Vergleich zu BSA in Losung, wie in Kapitel 2.1.3 beschrieben, scheint ebenso denkbar, wie ein
unvollstandiges Ablosen der BSA-Menge durch 0,05%ige SDS-Losung. Obwohl die Farbreaktion
beim Coomassieblau- und dem Micro BCA-Assay iiber unterschiedliche Bereiche im Protein er-
folgt, wurden vergleichbare Ergebnisse fiir beide Assays erhalten. Jedoch wichen sowohl fiir den
Coomassieblau- als auch fiir den Micro BCA-Assay die Bedingungen zur Erstellung der Kalibrier-
geraden von der Aufarbeitung der vermessenen Proben ab. Dies ldsst darauf schliefen, dass durch
strukturelle Anderungen des adsorbierten BSA eine verdnderte Reaktion mit Coomassieblau und

Bicinchoninsédure im Vergleich zur Ermittlung der Kalibriergeraden méglich ist.

4.6 Zusammenfassung

Es wurden drei verschiedene Methoden entwickelt, um die adsorbierte Proteinmenge an verschie-
dene Primérpackmittel zu bestimmen.
Der Coomassieblau Assay wurde unter anderem eingesetzt, um die adsorbierte Proteinmen-

ge an verschiedene Primérpackmittel zu visualisieren. Dabei zeigte sich eine verstérkte Prote-
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inadsorption an Glasart 1 Vials, die durch das Vorherrschen von elektrostatischer Anziehung
zwischen BSA und Glasoberfliche, bei einem pH-Wert der Lésung von 4,98, begriindet ist. An
unzureichend silikonisierte Bereiche von silikonisierten Glasart I Vials adsorbierte BSA aus eben
genannten Griinden in vergleichbarem Mafe. Die weiteren, nahezu ungeladenen Primérpackmit-
teloberflachen (Glasart I plus®-, Glasart I TopLyo®-, CZ®- und Topas®—Vials) zeigten auf-
grund des Fehlens von elektrostatischer Anziehung deutlich geringere adsorbierte BSA-Mengen.
Die elektrostatische Anziehung scheint daher eine stérkere Adsorption von BSA zu veranlas-
sen als die auf hydrophoben Oberflichen unter anderem vorherrschenden hydrophoben Wech-
selwirkungen. Die Visualisierung kann jedoch nur eingesetzt werden, um stark unterschiedliche
BSA-Konzentrationen voneinander zu unterscheiden. Eine quantitative Aussage konnte erst dann
erhalten werden, als die mit Coomassieblau angefiarbte Proteinschicht mittels 1%iger Ammoniak-
l6sung abgelost wurde und spektroskopisch vermessen wurde. Dabei zeigte sich jedoch, dass die
erhaltenen Kalibriergeraden sowohl vom jeweiligen Priméarpackmittel als auch vom pH-Wert der
Formulierung abhéngig waren. Somit miisste fiir jeden verédnderten Parameter eine neue Kali-
briergerade erstellt werden, was durch den hohen Aufwand in der Praxis nicht realisierbar ist.
Weiterhin konnte die adsorbierte Proteinmenge an Glasart I Vials nach Inkubation mit einer
BSA-Losung, deren pH-Wert bei 7,4 lag, nur bei 1000,0 pg/ml bestimmt werden. Bei Ausgangs-
konzentrationen von 10 pg/ml und 1,25 png/ml lagen die ermittelten Absorptionswerte jedoch in
der Nahe des Leerwertes, wodurch keine Bestimmung der adsorbierten Menge méglich war. Aus

den genannten Griinden wurde nach Alternativen fiir den Coomassieblau-Assay gesucht.

Der Micro BCA Assay bot einen weiteren Ansatz mittels kolorimetrischer Messung die an
verschiedene Primérpackmittel adsorbierte BSA-Menge zu bestimmen. Sowohl beim Coomas-
sieblau Assay als auch beim Micro BCA-Assay erfolgte die Farbreaktion direkt mit dem auf
der Oberfliche gebundenen Protein. Einen Vorteil bot im Falle des Micro BCA-Assay, dass die
Reaktion des gebundenen Proteins direkt mit dem Micro BCA-Farbreagenz in Losung erfolgte
und dabei kein Abldsen der gebundenen Farbstoffschicht wie beim Coomassieblau-Assay nétig
war. Jedoch konnte, wie bereits beim Coomassieblau-Assay, auch mittels Micro BCA-Assay die
adsorbierte BSA-Menge an Glasart I Vials bei einem pH-Wert der Lsung von 7,4 nur bei einer
Ausgangskonzentration von 1000,0 pg/ml, jedoch nicht bei Ausgangskonzentrationen von 10,0

und 1,25 pg/ml, ermittelt werden.

Weiterhin wurde die adsorbierte BSA Menge mittels SE-HPLC in Kombination mit Fluoreszenz-
detektion bestimmt. Dazu musste zunéchst die CMC von SDS in 10 mM und 90 mM Natriumace-
tatpuffer ermittelt werden, da zum Ablésen der gebundenen BSA Schicht SDS-Konzentrationen
oberhalb der CMC bendtigt werden. Als notige SDS-Konzentration wurde daher 0,05% gewéhlt,
da man somit ausreichend oberhalb der CMC von SDS in 10 mM (0,033%) und 90 mM Natriu-
macetatpuffer (0,019%) lag. Bereits nach 30 Minuten war nach Inkubation mit 0,05%iger SDS-
Losung die vergleichbare Menge wie nach 24 Stunden von der Vialoberfliche abgel6st. Durch
Festlegung der Inkubationsdauer mit SDS-Losung auf drei Stunden wurde eine ausreichende

Ablosung der adsorbierten Proteinmenge sichergestellt.
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Sowohl beim Micro BCA-Assay als auch bei der SE-HPLC kam es zur Ermittlung abweichen-
der Kalibriergeraden in unterschiedlich molaren Natriumacetatpuffern. Mittels statistischer Ver-
suchsplanung (Kapitel 6) sollten BSA-Losungen in unterschiedlich molaren Natriumacetatpuf-
fern hergestellt werden und somit der Einfluss der Ionenstérke auf die adsorbierte Proteinmenge
bestimmt werden. Daher wurde untersucht, ob unterschiedliche Adsorptionsmengen ermittelt
werden, je nachdem ob als Assaypuffer der jeweilige Inkubationspuffer oder ein 50 mM Natriu-
macetatpuffer verwendet wurde. Dabei konnte bei beiden Methoden mittels Zwei-Stichproben-t-
Test kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, weshalb ein 50 mM Natriumacetatpuffer
standardméfig als Assaypuffer fiir den Micro BCA-Assay und die SE-HPLC zum Einsatz kam.

Die adsorbierten BSA-Mengen, die durch den Coomassieblau Assay sowie den Micro BCA-Assay
ermittelt wurden, wiesen dhnliche Werte auf. Jedoch zeigte sich, dass diese Werte deutlich héher
lagen, als die durch die SE-HPLC ermittelten Daten. Um diesen Sachverhalt weiter zu iberpriifen,
wurde die adsorbierte BSA-Menge auch beim Micro BCA-Assay mittels 0,05%iger SDS-Losung
von der Oberfliche abgelost. Dabei zeigten sich vergleichbare Ergebnisse der ermittelten adsor-
bierten BSA-Menge fiir den Micro BCA-Assay und die SE-HPLC. Die schwankenden Ergebnisse
zwischen dem konventionellen Micro BCA-Assay und der SE-HPLC deuten zum einen auf eine
verdnderte Reaktivitét des Micro BCA-Reagenz mit der gebundenen BSA-Schicht und zum an-
deren auf ein unvollstandiges Ablosen der BSA-Schicht durch 0,05%ige SDS-Losung hin.

Die Kalibriergerade fiir den Micro BCA-Assay wurde mittels BSA verschiedener Konzentration
in Losung ermittelt. Jedoch kann es, wie in 2.1.3 erliutert, zu strukturellen Anderungen der ad-
sorbierten Proteine kommen, wodurch die BSA-Menge durch die Kalibriergerade falsch bestimmt
wird. Die strukturellen Anderungen kénnen zur sterischen Hinderung der fiir die Farbreaktionen
verantwortlichen Bereiche fiihren, was zu veréinderter Reaktionsbereitschaft der Proteine mit den
Farbreagenzien fiithren kann. Eine weitere Erklarung fiir die variierenden Messergebnisse ist das
moglicherweise nicht vollstandige Ablosen der adsorbierten Proteinschicht durch 0,05%ige SDS-
Losung. Es 16ste sich auch nach mehrmaliger Inkubation mit 0,05%iger SDS-Losung nicht mehr
BSA von der Oberfliche ab. Jedoch kann dies auch darauf hindeuten, dass von der Oberfliche
eine gewisse BSA-Menge auch durch mehrmalige Inkubation mit 0,05%iger SDS Losung nicht

abgelost werden kann.

4.7 Gerate und Materialien

Geriite

Analysenwaage Analysenwaage Genius, Sartorius AG
Horizontalschiittler WT 12, Biometra

HPLC 1200 Series, Agilent Technologies

Binare Pumpe 1200 Series G1312A, Agilent Technologies
FLD-Detektor 1200 Series G1321A, Agilent Technologies
Probengeber 1200 Series G1329A, Agilent Technologies
Software Chemstation, Version B.02.01-SR2
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Thermostat 1200 Series G1316A, Agilent Technologies

HPLC-Saule TSKgel G3000PWXL, 7,8 mm x 30,0 cm,
Tosoh Bioscience

Millipore Anlage Milli-Q®-Advantage A10®, Merck Millipore

pH-Meter Professional Meter PP-15, Sartorius AG

Tensiometer K100 MK2 Tensiometer, Kriiss GmbH

Trockenschrank UT6060, Heraeus GmbH

UV /Vis-Spektrometer BioTek Instruments, Uvikon XL

Materialien

Bordelkappen West Pharmaceutical Services GmbH & Co. KG,
Eschweiler
5920-3457

Bovines Serum Albumin Sigma Aldrich, Steinheim
A3059

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline GIBCO, Invitrogen Corporation, Karlsruhe
21600-010

GelCode Blue Safe Stain (Coomassieblau G-250) Thermo Scientific Fisher, Karlsruhe
24594

Micro BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
23235

Natriumacetat-Trihydrat Sigma Aldrich, Steinheim
S8625

Natriumdodecylsulfat Losung (SDS) Fluka Analytical, Buchs

20% in Wasser 05030

Omniflex 3G Stopfen Helvoet Pharma, Ittersbach
V9396

Vials aus COC (Topas®), 10 ml Schott AG, Mainz

Vials aus COP (CZ®), 10 ml Daikyo Seiko Ltd., Tokyo

Vials Glasart Typ I, 10 ml Schott AG, Mainz

Vials Glasart Typ I plus®, 10 ml Schott AG, Mainz

Vials Glasart Typ I TopLyo®, 10 ml Schott AG, Mainz
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5 Validierung des Micro BCA-Assays und der SE-HPLC zur Be-

stimmung der adsorbierten Proteinmenge an Primarpackmittel

5.1 Validierungsparameter

Validierungen analytischer Methoden werden durchgefiihrt um deren Qualitdt zu iiberpriifen.
Dabei wird untersucht, ob eine Methode fiir eine vorliegende Fragestellung prézise, richtige und
reproduzierbare Ergebnisse iiber einen festgelegten Bereich liefert und somit geeignet ist.

Die ICH Guideline Q2 (R1) [128] liefert einen Uberblick iiber die Anforderungen an die Validie-
rung analytischer Methoden. Je nachdem, ob es sich um eine Identitéts-, Reinheits- oder Gehalts-
priifung handelt, werden unterschiedliche Validierungsparameter untersucht. Bei Gehaltsbestim-
mungen, wie in der vorliegenden Arbeit, werden die in den folgenden Abschnitten erlauterten
Parameter bestimmt. Auf Nachweis der Selektivitdt wurde verzichtet, da in den untersuchten
Losungen BSA als einzige Komponente vorlag. In der Regel wird bei Gehaltspriifungen kei-
ne Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze gefordert. Da es sich in der vorliegenden
Fragestellung aber um eine sehr geringe nachzuweisende Proteinmenge handelt, wurde Nachweis-

und Bestimmungsgrenze dennoch bestimmt.

5.1.1 Linearitat

Zur Uberpriifung der Linearitit wird untersucht, ob der Zusammenhang zwischen Messergeb-
nissen und eingesetzten Probenkonzentrationen innerhalb eines definierten Bereichs durch eine
lineare Kalibrierfunktion zu beschreiben ist. Der untersuchte Bereich sollte so gewéhlt werden,
dass die zu erwartenden Konzentrationen im mittleren Bereich der Kalibriergeraden liegen. Uber
die Methode der kleinsten Fehlerquadrate wird die Kalibriergerade an den vorliegenden Zusam-
menhang angepasst und man erhélt eine Kalibrierfunktion. Die Steigung der erhaltenen Kalibrier-
geraden gibt Auskunft iiber die Empfindlichkeit der Methode. Eine Methode gilt bei Vorliegen
einer grofen Steigung als empfindlich, da sich auch geringe Konzentrationsunterschiede durch
messbare Wertednderungen nachweisen lassen. Der Korrelationskoeffizient r gibt die Giite des
angepassten Modells an den Zusammenhang zwischen Messwert und Probenkonzentration an.
Er gibt aber keine Auskunft iiber das Vorhandensein eines linearen Zusammenhangs. Die ICH
fordert fiir den Korrelationskoeffzienten Werte grofer 0,980 [1211 [128), 129].

Zur Untersuchung der Linearitdt wurden Dreifachbestimmungen bei mindestens fiinf verschieden
konzentrierten Probenlosungen durchgefiithrt. Diese Anzahl an Konzentrationen ist mindestens

notig, um einen moglichen nicht-linearen Zusammenhang auszuschliefen.

5.1.2 Prazision

Bei der Prézision handelt es sich um Abweichungen der Einzelergebnisse vom Mittelwert, die
durch zuféllige Fehler verursacht werden. Kenngrofsen der Prézision stellen die Standardabwei-
chung s (Gleichung und der Variationskoeffizient Vj, (relative Standardabweichung) (Glei-
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chung dar. Zum Vergleich verschiedener Analysenmethoden wird der Variationskoeffizient
herangezogen, da dieser in Prozent angegeben wird und die Grofe der Messwerte somit keinen
Einfluss hat [121] [129].

s — Y(wi—2)? (5.1)

n—1

Vi = = - 100% (5.2)

8l »

mit

x;: Einzelmesswerte der Bestimmungen
z: Mittelwert der Einzelmesswerte

n: Anzahl der Bestimmungen

Man unterscheidet die Wiederhol-, Vergleichs- und Systemprézision. Auf die Bestimmung der
Vergleichsprézision wurde in der vorliegenden Arbeit verzichtet, da die Analysen zunéichst nur

vom selben Bearbeiter unter Verwendung der selben Geratschaften durchgefiihrt wurden.

Wiederholpréazision:

Zur Bestimmung der Wiederholprazision wird eine definierte Analysenlésung mehrfach herge-
stellt und unter gleichen Bedingungen, von der selben Person und am selben Gerét vermessen.
Aus den Abweichungen der Messwerte vom Mittelwert wird die Standardabweichung bzw. der
Variationskoeffizient bestimmt. Laut Kromidas ist bei Vermessen der Hauptkomponente ein Va-

riationskoeffizient bis zu 3% zuléssig [129].

Hierfiir wurden Probenlésungen, deren Konzentration im jeweiligen Bereich der Bestimmungs-
grenze lag, unabhéngig voneinander sechsmal hergestellt. Denn gerade bei niedrigen Konzentra-

tionen erweist es sich als kritisch, prézise Ergebnisse zu erhalten.

Systemprézision:

Mittels Systemprazision wird tiberpriift, in welchem Mafle Schwankungen durch das jeweilige
Messgerit verursacht werden. Zum einen wurde die UV /Vis-Detektion der Farbreaktion beim
Micro BCA-Assay und zum anderen das SE-HPLC System tiberpriift.

Hierflir wurde eine Probenlésung sechsfach vermessen und die Standardabweichung bzw. der
Variationskoeffizient der erhaltenen Messwerte berechnet. Bei chromatographischen oder photo-
metrischen Methoden ist mit einem Variationskoeffizienten fiir die Systemprézision von < 1% zu
rechnen [129].

5.1.3 Richtigkeit

Durch systematische Fehler kommt es zu Abweichungen zwischen dem Mittelwert der Messer-
gebnisse und dem wahren Wert. Da der wahre Wert meist nicht bekannt ist, untersucht die

Richtigkeit die Ubereinstimmung zwischen dem Mittelwert und einem als richtig angesehenen
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Wert. Ursachen fiir systematische Fehler kénnen in allen Schritten des Analyseverfahrens be-
griindet sein. Dazu zéhlen Verunreinigungen der Reagenzien, Fehler am Gerét oder aber auch

eine variierende Aufarbeitung der Proben [121].

Bei Validierung der vorliegenden Methoden wurde dazu die Wiederfindungsrate bestimmt. Dafiir
wurden Probenlésungen bei drei Konzentrationen, die den kompletten untersuchten Bereich ab-
deckten, hergestellt und jeweils einer Dreifachbestimmung unterzogen. Diese Losungen wurden
mit Referenzlosungen der gleichen drei Konzentrationen verglichen. Die gemessenen Konzentra-
tionen der Referenzlosungen wurden als 100% angenommen. Durch Vergleich der gemittelten
Messwerte von Proben- und Referenzlosungen wurde die Wiederfindungsrate (Gleichung [5.3)
bestimmt.

Tist

Wieder findungsrate = —
Tsoll

-100% (5.3)
mit

Tist:  gemitteltes Messergebnis der Probel6sung

Tsou: gemitteltes Messergebnis der Referenzlosung

Bei Bestimmung der Hauptkomponente einer Losung wird eine Wiederfindungsrate von 10042%
gefordert. Aber auch eine Wiederfindungsrate, die mit dem vierfachen Vj, von 100% entfernt liegt,

wird laut Kromidas als ausreichend bezeichnet [129].

5.1.4 Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze (NWG) wird zur qualitativen Entscheidung eingesetzt, bei welcher Grenz-
konzentration ein Analyt noch nachweisbar ist. Die Bestimmungsgrenze (BSG) dagegen gibt die
kleinste, noch quantifizierbare Menge an Analyt an.

Beim Micro BCA-Assay wurde die Nachweis- und Bestimmungsgrenze {iber Gleichungen
und bestimmt [128, [129].

37 3- Sniedrig
m

NWG = (5.4a)

10 - Sniedrig
m

BSG = (5.4b)

mit

Sniedrig: Otandardabweichung von 6 sehr niedrig konzentrierten Probenlésungen

m: Steigung der Kalibriergeraden
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Dazu wurden Probenlosungen hergestellt, die etwa 50% niedriger konzentriert waren als die
erwartete Nachweisgrenze. Die Standardabweichung (smedmg) wurde aus 6 unabhéngig herge-

stellten Losungen ermittelt.

Im Falle der SE-HPLC wurde die Nachweis- und Bestimmungsgrenze iiber das Signal/Rausch-
Verhiéltnis ermittelt. Die Nachweisgrenze wurde iiber ein Signal /Rausch-Verhéltnis von 3:1 defi-

niert, die Bestimmungsgrenze iiber eine Verhéltnis von 10:1.

5.2 Validierung des Micro BCA-Assays und der SE-HPLC zur Bestimmung
der adsorbierten Proteinmenge an Primarpackmittel

5.2.1 Linearitat

Zunéchst wurde die Linearitét der beiden Methoden tiberpriift. Da sich in Vorversuchen (Kapitel
4.5) gezeigt hatte, dass mittels Micro BCA-Assay hohere Adsorptionmengen bestimmt wurden als
mittels SE-HPLC, wurden bei der Validierung der Methoden unterschiedliche Konzentrationsbe-
reiche definiert. Der untersuchte Konzentrationsbereich erstreckte sich bei dem Micro BCA-Assay
iber 1,25 - 8,0 ng/ml BSA (7 Kalibrierpunkte), bei der SE-HPLC iiber 0,25 - 5,0 pg/ml BSA
(8 Kalibrierpunkte). Es wurden hierfiir jeweils in Dreifachbestimmung beim Micro BCA-Assay
sieben, bei der SE-HPLC acht Konzentrationen gleichméfig {iber den untersuchten Bereich ver-
teilt. Abbildungen [5.1a] zeigt die blank-korrigierte Kalibriergerade des Micro BCA-Assay und
Abbildung die erhaltene Kalibriergerade fiir die SE-HPLC. Ebenfalls aufgefiihrt sind so-

wohl die Kalibrierfunktion als auch der Korrelationskoeffizient r.
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Abbildung 5.1: Erhalt der abgebildeten Kalibriergeraden unter Verwendung von BSA durch den Micro
BCA-Assay bzw. die SE-HPLC Methode

Sowohl der Micro BCA-Assay (r=0,9996) als auch die SE-HPLC Methode (r=0,9999) liefern in
den untersuchten Konzentrationsbereichen Korrelationskoeffizienten, die deutlich oberhalb dem

von der ICH mindestens geforderten Korrelationskoeffizienten von 0,980 liegen.
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5.2.2 Préazision

Es wurden BSA-Losungen so, wie unter 5.1.2 beschrieben, hergestellt. Die Messprézision wurde
bei gering konzentrierten BSA-Lésungen untersucht, da der Erhalt préziser Ergebnisse fiir geringe
Konzentrationen kritischer einzuschétzen ist als bei hoher konzentrierten Lésungen. Sowohl zur
Bestimmung der Wiederhol- als auch der Systemprézision wurden fiir den Micro BCA-Assay
eine BSA-Konzentration von 1,5 ng/ml verwendet. Bei der SE-HPLC kam jeweils eine BSA-

Konzentration von 0,25 pg/ml zum Einsatz.

Tabelle 5.1: Bestimmung der Prézision unter Verwendung von BSA durch den Micro BCA-Assay bzw.
die SE-HPLC Methode

Micro BCA-Assay SE-HPLC

(n=06) (n=6)
Systemprézision
Vi %] 0,4 1,6
Wiederholprézision
Vi [%] 2,0 5,3

Die Systemprézision der UV /Vis-Detektion beim Micro BCA-Assay lag unterhalb der geforderten
Grenze von 1%. Bei der SE-HPLC hingegen erhielt man eine Systemprézision von 1,6%, wobei die
leicht erh6hte Messprézision aufgrund der Konzentrationsmessung nahe der Bestimmungsgrenze
voll akzeptabel ist.

Der erhéhte Vi fiir die Systemprézision der SE-HPLC erklart auch den im Vergleich zum Micro
BCA-Assay hoheren Vi fiir die Wiederholprazision. Die geforderte Grenze von 3% wurde im Falle
des Micro BCA-Assays erreicht. Doch auch die SE-HPLC liefert bei solch gering konzentrierten

BSA-Lo6sungen noch ausreichend préazise Ergebnisse.

5.2.3 Richtigkeit

Die Wiederfindungsraten wurden bei jeweils drei verschieden konzentrierten BSA-Ldsungen be-
stimmt. Die verwendeten Konzentrationen sowie die erhaltenen Wiederfindungsraten fiir den
Micro BCA-Assay bzw. die SE-HPLC sind Tabelle zu entnehmen. Alle Wiederfindungsra-
ten befinden sich innerhalb der unter 5.1.3 genannten Grenze von 100 4+ 2%. Nur die hochste
Konzentration des Micro BCA-Assays von 8,0 pg/ml BSA zeigt etwas erhohte Werte bei der
Wiederfindung. Da die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Konzentrationen zum grofsten Teil
in der Mitte des validierten Bereichs liegen, kann man diese geringfiigige Abweichung tolerieren.
Dariiber hinaus liegen alle Wiederfindungsraten in der Vorgabe mit dem vierfachen Vi von 100%

entfernt zu liegen.
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Tabelle 5.2: Bestimmung der Richtigkeit unter Verwendung von BSA durch den Micro BCA-Assay bzw.
die SE-HPLC Methode

(a) Micro BCA-Assay (b) SE-HPLC Methode
Proteinkonzentration ~Wiederfindung Proteinkonzentration Wiederfindung
[ng/ml| 7] [ng/ml| 2]

8,00 105,1 5,00 98,7
3,50 101,5 2,50 98,9
1,25 101,9 0,25 102,4

5.2.4 Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Es wurden sechsfach und unabhéngig voneinander gering konzentrierte BSA-Ldsungen hergestellt
und vermessen. Aus der Steigung der Kalibriergeraden sowie aus der Standardabweichung der
niedrig konzentrierten BSA-Losungen wurden nach den unter 5.1.4 dargestellten Formeln die
Bestimmungs- und Nachweisgrenze berechnet.

Fiir die SE-HPLC wurden die BSA-Losungen solange verdiinnt, bis sich ein Signal/Rausch-
Verhéltnis von 3:1 fiir die Nachweisgrenze beziehungsweise von 10:1 fiir die Bestimmungsgrenze
ergab. Die erhaltenen Konzentrationswerte fiir die Nachweis- und Bestimmungsgrenze liefert
Tabelle £.3

Tabelle 5.3: Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze unter Verwendung von BSA durch den
Micro BCA-Assay bzw. die SE-HPLC Methode

Micro BCA-Assay SE-HPLC

NWG [pg/ml] 0,4 0,1
BSG [pg/ml] 1,2 0,2

Der Micro BCA-Assay zeigt eine hohere Nachweis- und Bestimmungsgrenze im Vergleich zur
SE-HPLC Methode. Dennoch sind beide Methoden zur Bestimmung der geringen adsorbierten

Proteinmengen geeignet.

5.3 Zusammenfassung

Sowohl der Micro BCA-Assay als auch die SE-HPLC Methode wurden validiert, um die Quali-
tdt beider Methoden im Hinblick auf Linearitét, Prézision und Richtigkeit zu iiberpriifen. Des
Weiteren wurde fiir beide Methoden die Nachweis- und Bestimmungsgrenze ermittelt. Als Mo-
dellprotein diente BSA.
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Es wurde gezeigt, dass sowohl der Micro BCA-Assay als auch die SE-HPLC Methode préazise
und richtige Ergebnisse im jeweils untersuchten Bereich liefern und somit fiir die Bestimmung
der adsorbierten Proteinmenge eingesetzt werden konnen. Der Zusammenhang zwischen Messer-
gebnis und eingesetzter Probenkonzentration konnte beim Micro BCA-Assay im Arbeitsbereich
zwischen 1,25 und 8,0 pg/ml durch eine lineare Annaherung beschrieben werden. Dies galt eben-
falls bei der SE-HPLC fiir den untersuchten Bereich von 0,25 - 5,0 ng/ml. Die Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen lagen im Falle des Micro BCA-Assays erwartungsgeméf bei htheren Kon-
zentrationen als bei der SE-HPLC.
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6 Ermittlung signifikanter Faktoren auf die Proteinadsorption

mittels statistischer Versuchsplanung

6.1 Auswahl und Festlegung des Untersuchungsbereichs der Faktoren

Im Rahmen der Methodenentwicklung (Kapitel 4) hatte sich gezeigt, dass verschiedene Faktoren
einen Einfluss auf die adsorbierte BSA-Menge haben. Um einen quantitativen Zusammenhang
zwischen den Faktoren und den Zielgrofen zu ermitteln, wurde der Ansatz der statistischen
Versuchsplanung gewahlt. Zunéchst musste festgelegt werden, welche Faktoren im Rahmen dieser
Versuchsplanung untersucht werden sollten. Die Erstellung und Durchfiihrung des statistischen

Versuchsplans ist in Kapitel 6.2 wiedergegeben.

e Primirpackmittel:

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Priméarpackmittel auf die Menge an adsor-
biertem BSA sollten Primarpackmittel mit unterschiedlichen Oberflécheneigenschaften zum
Einsatz kommen. Glasart I Vials stellen das Standardpackmittel fiir parenterale Zuberei-
tungen dar und wurden als Vertreter der hydrophilen Oberfliche gewéhlt. Im Gegensatz zu
den Glasart I Vials, weisen die Glasart I TopLyo® Vials eine hydrophobisierte Innenober-
flache auf, deren Beschichtungsprozess in Kapitel 2.2.1 beschrieben wurde. Zudem kommen
diese Vials haufig als Primérpackmittel fiir Lyophilisate zum Einsatz, was die ndhere Be-
trachtung dieser Vialart begriindet. Auch sollten Kunststoffvials mit in die Untersuchungen
einbezogen werden, da es bereits Hinweise gab, das auf diese Art von Vials weniger Protein
als auf klassische Glasart I Vials adsorbiert [7, 90]. Als Vertreter der Kunststoffvials wurden
CZ® Vials, die aus COP bestehen, gewahlt.

e pH-Wert der BSA-Lo6sung:
In Kapitel 4.3.2 zeigte sich bereits in Vorversuchen des Micro BCA-Assays ein Einfluss des
pH-Wertes der BSA-Losung auf die adsorbierte Proteinmenge. Darauf aufbauend wurde der
Einfluss des pH-Wertes, der abweichend vom isoelektrischen Punkt von BSA eingestellt
wurde, auf die Proteinadsorption auf hydrophilen und hydrophoben Oberflichen unter-
sucht. Als Primérpackmittel kamen dazu Glasart I Vials und Glasart I TopLyo® Vials zum
Einsatz. Der pH-Wert der BSA-Losungen mit den Ausgangskonzentrationen 1000,0 ng/ml,
10,0 pg/ml sowie 1,25 pg/ml wurde jeweils auf 7,4 eingestellt. Tabelle zeigt die mittels
Micro BCA-Assay bestimmten adsorbierten Proteinmengen, die durch Dreifachbestimmung
erhalten wurden. Lediglich bei einer Ausgangskonzentration von 1000,0 pg/ml konnte eine
Proteinmengenbestimmung erfolgen, da bei den niedrigeren Ausgangskonzentrationen die

gemessenen Absorptionswerte bereits in der Ndhe des Leerwertes lagen.

Hierbei zeigte sich jedoch ein anderes Bild als in Vorversuchen bei einem pH-Wert der
Losung von 4,98 (Kapitel 4.5), wobei Glasart I Vials im Vergleich zu Glasart I TopLyo®—
und CZ®-Vials eine hohere adsorbierte BSA-Menge aufwiesen. Bei einem pH-Wert der
Lésung von 7,4 zeigten Glasart 1 TopLyo® Vials im Vergleich zu Glasart I Vials hohere
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Tabelle 6.1: Vergleich der adsorbierten Proteinmenge an Glasart I TopLyo® Vials und Glasart I Vials
bei einem pH-Wert der Losung von 7,4 und einer Ausgangskonzentration von 1000,0 ng/ml

Glasart I Vials Glasart I TopLyo® Vials
(n-3) (n-3)
Adsorbierte Adsorbierte
Proteinmenge Vi Proteinmenge Vi
g /m?] 1%) g /m?] %)
3,5 17,5 6,6 3,6

Adsorptionswerte. Wie bereits unter 2.1.4 erwéhnt, liegt BSA bei einem pH-Wert abwei-
chend vom isoelektrischen Punkt starker entfaltet vor. Somit kann weniger Protein auf die
Oberflache adsorbieren, da durch das stiarker entfaltete Protein mehr Platz auf der Ober-
fliche verbraucht wird. Der erhohte Platzbedarf von BSA auf der Oberfliche aufgrund
von Entfaltung erkldrt zwar die insgesamt geringeren adsorbierten BSA-Mengen im Ver-
gleich zu den adsorbierten Mengen am IEP. Fiir die unterschiedlich adsorbierten Mengen
auf Glasart I TopLyo®- und Glasart I-Vials miissen jedoch andere Erklirungen gefunden
werden. Glasart I TopLyo® Vials sind nahezu ungeladen, wodurch elektrostatische Wech-
selwirkungen als Triebkraft fiir die Adsorption von BSA nahezu entfallen. Treibende Kraft
fiir die Proteinadsorption scheinen dabei vor allem hydrophobe Wechselwirkungen zu sein.
Van der Waalsche Krifte tragen sowohl zur Proteinadsorption auf Glasart I TopLyo®- als
auch auf Glasart I- Vials bei. Auf Glasart [ Vials kommen aufgrund der geladenen Oberfla-
che zudem elektrostatische Wechselwirkungen zum Tragen, die bei einem pH-Wert von 7,4
zur elektrostatischen Abstofung zwischen Protein und Oberfliche fithren. Somit scheint
die Proteinadsorption durch Coulombsche Wechselwirkungen stérker beeinflusst zu werden
als durch hydrophobe Wechselwirkungen. Es hatte sich bereits in Kapitel 4.5 gezeigt, dass
bei Vorherrschen von elektrostatischer Anziehung zwischen einer hydrophilen, geladenen
Oberflaichen und BSA bei einem pH-Wert der Losung von 4,98 mehr adsorbiert als auf
hydrophobe, ungeladene Oberflachen, wobei die Adsorption vor allem durch hydrophobe
Wechselwirkungen getrieben wird. Weiterhin verdeutlichen diese Ergebnisse, dass BSA als
“soft protein“ (Kapitel 2.1.4) auch unter diesen ungiinstigen, elektrostatisch abstoftenden

Bedingungen in geringem Mafte auf die Glasoberflache adsorbiert.

Es hatte sich zudem, wie auch schon in Kapitel 4.3.2, gezeigt, dass die adsorbierte BSA-
Menge mittels Micro BCA-Assay nicht unter allen Bedingungen ermittelt werden konnte.
Bei einem pH-Wert der Losung von 7,4 konnte dabei die gebundene BSA-Menge auf Glas-
art I Vials ausgehend von 10,0 pg/ml und 1,25 pg/ml konzentrierten BSA-Losungen nicht
mehr bestimmt werden, da die Absorptionswerte in der Ndhe des Leerwertes lagen. Selbst
bei einer Ausgangskonzentration von 1000,0 pg/ml lagen die ermittelten Werte nur gering-
fligig oberhalb der Bestimmungsgrenze. Zwar lagen die ermittelten Adsorptionsmengen auf
Glasart I TopLyo® Vials bei Ausgangskonzentrationen von 10,0 pg /ml und 1,25 pg/ml und

einem pH-Wert der Losung von 4,98 auch in der Nahe bzw. unterhalb der Bestimmungs-
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grenze, jedoch konnte ausgehend von einer 1000,0 ng/ml konzentrierten BSA-Losung die
adsorbierte BSA-Menge quantifiziert werden. Nachdem sich in Versuchen in Kapitel 4.5 ge-
zeigt hatte, dass auf Glasart I Vials mehr BSA und auf CZ® Vials eine vergleichbare BSA
Menge wie auf Glasart I TopLyo® Vials adsorbiert, konnte aufbauend auf die erhaltenen
Ergebnisse von einer messbaren Proteinadsorption auf allen drei Packmitteln ausgegangen
werden. Zur Untersuchung der Proteinadsorption im Rahmen der statistischen Versuchs-
planung wurde daher als pH-Wert der BSA-Lésung der IEP von BSA festgelegt, um auf
allen ausgewahlten Primérpackmitteln eine ausreichend messbare adsorbierte Proteinmen-

ge sicherzustellen.

BSA-Ausgangskonzentration:

Zur Festlegung, welche maximale Ausgangskonzentration im Rahmen des Versuchsplans
untersucht werden sollte, wurde zunéchst mittels SE-HPLC die adsorbierte BSA-Menge
auf Glasart I TopLyo® Vials bei einer Ausgangskonzentration von 9000,0 ng/ml gemessen.
Dabei erhielt man durch Dreifachbestimmung deutlich schwankende Werte. Weiterfithrend
wurde die adsorbierte BSA-Menge auf Glasart I TopLyo® Vials in Dreifachbestimmung
mittels Micro BCA-Assay bestimmt. Als Ausgangskonzentration kamen 1000,0 pg/ml,
5000,0 pg/ml und 7000,0 pg/ml zum Einsatz. Der pH-Wert aller Losungen betrug 4,98.
Dabei zeigte sich, dass es bei steigenden Ausgangskonzentrationen auch zu einer Zunahme

der Variationskoeffizienten kam.

Des Weiteren wurden bei einer Ausgangskonzentration von 5000,0 pg/ml auf allen drei
ausgewshlten Primérpackmitteln hohe Variationskoeffizienten erhalten. Die Uberpriifung
erfolgte in Dreifachbestimmung mittels Micro BCA-Assay. Der pH-Wert der Losungen lag
in allen Untersuchungen bei 4,98. Jedoch wurden bei einer Ausgangskonzentration von
2500,0 pg/ml auf den drei ausgewihlten Primérpackmitteln &dhnliche Variationskoeffizi-
enten wie bei einer Ausgangskonzentration von 1000,0 pg/ml erhalten. Die adsorbierte
BSA-Menge wurde auch in diesem Falle in Dreifachbestimmung mittels Micro BCA-Assay
bestimmt. Somit wurde eine Ausgangskonzentration von 2500,0 pg/ml als maximale BSA-

Ausgangskonzentration fiir den statistischen Versuchsplan festgelegt.

Die beobachteten Schwankungen bei héheren Ausgangskonzentrationen sind moglicherwei-
se durch die komplexe Proteinstruktur begriindet. Bei niedrigen Proteinkonzentrationen
adsorbieren Proteine zunéchst aufgrund von den unter 2.1.2 beschriebenen Triebkraften in
derjenigen Konformation auf die Oberfléche, die entropisch gesehen die giinstigste darstellt.
Adsorbieren jedoch weitere Proteine auf die Oberfliche kommen auch Protein-Protein-
Wechselwirkungen zum Tragen, die zu verdnderter Sekundéarstruktur der gebundenen Pro-
teine fithren. Die adsorbierten Proteine nehmen weniger Platz auf der Oberfliche ein und
es kann zur Aggregation der Proteine kommen, wodurch eine grofsere Proteinmenge auf
die Oberfldche gebunden werden kann. Auch eine Ausbildung einer zweiten Proteinschicht
scheint denkbar, deren Anordnung und Ausbildung, im Vergleich zur ersten Proteinschicht,
wohlmoglich weniger reproduzierbar auftritt und es somit zu schwankenden Adsorptions-

werten kommt [130].
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Bei Auswahl der niedrigsten Ausgangskonzentration fiir die Untersuchung im statistischen
Versuchsplan zeichnete sich bereits in Kapitel 4.3.2 eine Grenze ab. Dabei lagen die ad-
sorbierten BSA-Mengen ausgehend von beispielsweise 10,0 pg/ml oder 1,25 pg/ml kon-
zentrierten BSA-Losungen bei Bestimmung mittels Micro BCA-Assay bereits unterhalb
der Bestimmungsgrenze. Jedoch lag die adsorbierte BSA-Menge auf Glasart I TopLyo®
Vials ausgehend von einer 500 pg/ml konzentrierten BSA-Losung in Zweifachbestimmung
sowohl bei Anwendung der SE-HPLC als auch des Micro BCA-Assay oberhalb der jeweili-
gen Bestimmungsgrenzen, weshalb diese Konzentration als untere Grenze im statistischen

Versuchsplan definiert wurde.

Ionenstiarke des Puffers:

Losungen therapeutischer Proteine werden in verschiedenen Puffersystemen hergestellt,
wobei die Auswahl nach der Stabilitdt und Loslichkeit der Proteine in diesen Puffersyste-
men erfolgt [131]. Im Rahmen dieses statistischen Versuchsplans wurde, wie bereits oben
erwahnt, ein pH-Wert aller Losungen am isoelektrischen Punkt von BSA (pH 4,98) fest-
gesetzt. Die pH-Einstellung erfolgte durch einen Natriumacetatpuffer mit Konzentrationen
zwischen 10 mM und 90 mM. Dieser Puffer wurde bereits fiir die Untersuchung der BSA
Adsorption auf verschiedene Oberflichen angewandt [8, [47]. Somit wurde der Einfluss der
Ionenkonzentration und nicht der Einfluss der Ionenart auf die adsorbierte BSA-Menge

untersucht.

Inkubationstemperatur:

In Fachinformationen verschiedener Proteinarzneimittel ist eine Lagerung der Proteinlo-
sung beziehungsweise der rekonstituierten Proteinlosung zwischen 2°C und 8°C empfohlen
[132, 133], 134]. Es wurde daher 4°C als niedrigste Temperatur gewéhlt, um die vorge-
schriebene Lagerungstemperatur miteinzubeziehen. Des Weiteren wurde der Einfluss von
Temperaturen bis zu 36°C untersucht, das den “worst case in einer Klinik ohne Klimaan-

lage bei sommerlichen Temperaturen darstellte.

Inkubationsdauer:

Waxman und Vilivalam untersuchten die Adsorption von BSA {iber einen Zeitraum von
24 Stunden. Dabei zeigte sich, dass bereits nach 2 Stunden die maximale BSA-Menge auf
Glasart I Vials adsorbiert war [74]. Auch weitere Quellen bestétigten, dass bereits nach
wenigen Stunden die maximale Proteinmenge auf verschiedene Oberflichen adsorbiert war
und auch nach 24 Stunden keine weitere Zunahme der adsorbierten Menge festgestellt
werden konnte [4, 68, [52]. Nach Rekonstitution wird fiir Proteinarzneimittel eine soforti-
ge Applikation in den Patienten empfohlen, wenn auch die rekonstituierte Losungen iiber
wenige Stunden hin stabil bleibt [I32]. Aufbauend auf die Ergebnisse der Literatur wur-
de daher ein Zeitraum von 15 Minuten bis hin zu 24 Stunden untersucht. Zudem wird
nicht davon ausgegangen, dass rekonstituierte Proteinlosungen erst nach 24 Stunden oder

langerer Standdauer zum Einsatz kommen.
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6.2 Erstellung und Durchfiihrung des zentral zusammengesetzten Versuchs-

plans

Um auch einen moglichen nichtlinearen Zusammenhang zwischen Faktoren und Zielgrofen zu
erfassen, mussten die Faktoren, wie unter 2.3.2 erlautert, auf mehr als zwei Stufen variiert wer-
den. Zu diesem Zweck wurde ein zentral zusammengesetzter Versuchsplan ausgewéhlt, wobei die
Faktoren auf fiinf Stufen veréndert wurden. Die Festlegung, in welchem Bereich der Einfluss
der einzelnen Faktoren untersucht wurde, sind Kapitel 6.1 zu entnehmen. Tabelle gibt einen
Uberblick iiber die untersuchten Faktoren und die jeweils eingestellten Stufenwerte. Als Modell-
protein diente in allen Féllen, das unter 3.1 ausgewéahlte, BSA. Der pH-Wert der Losungen wurde
bei allen Versuchen auf den isoelektrischen Punkt von BSA (pH 4,98) eingestellt.

Tabelle 6.2: Ubersicht der untersuchten numerischen und qualitativen Faktoren im zentral zusammen-
gesetzten Versuchsplan

numerische Faktoren

Faktor Einheit Stufe —a  Stufe -1 Stufe 0 Stufe +1  Stufe +«
A, Ausgangs-
ng/ml 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0
konzentration
B, Ionenstérke mM 10 30 50 70 90
C, Inkubationsdauer h 0,25 6,19 12,13 18,06 24,00

D, Inkubations-

temperatur

qualitative Faktoren

E, Vialart (Glasart I-, Glasart I TopLyo®-,CZ®- Vial)

Die +a-Einstellungen des zentral zusammengesetzten Versuchsplans dienen der Absicherung des
mathematischen Modells. Giiltigkeit besitzt das mathematische Modell innerhalb des Versuchs-

raumes, der durch die -1 und +1 Stufe eingegrenzt wird.

Wie unter 2.3.2 erldutert, erhdlt man durch eine geeignete Anzahl der Wiederholungen des Zen-
tralpunktes einen gleichzeitig orthogonalen und drehbaren Plan. Zu diesem Zwecke wére im
vorliegenden Versuchsplan eine zwolfmalige Wiederholung des Zentralpunktes notig gewesen.
Um die Versuchsanzahl zu begrenzen, wurde der Zentralpunkt viermal wiederholt. Dies stellte
einen guten Kompromiss dar, um einen drehbaren und annéhernd orthogonalen Plan und eine
realisierbare Versuchsanzahl zu erhalten. Fiir den Sternpunktabstand a wurde ein Wert von 2
gewahlt. Die zugrunde liegenden Formeln zur Berechnung des Sternpunktabstandes « sind in
Kapitel 2.3.2 beschrieben.

Wie Tabelle zu entnehmen ist, sollte der Einfluss von vier numerischen Faktoren auf die

Proteinadsorption an Primérpackmittel untersucht werden. Als Grundlage des zentral zusam-
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mengesetzten Versuchsplans diente dabei ein vollstandiger faktorieller Versuchsplan, woraus sich

unter Beriicksichtigung der viermaligen Wiederholung des Zentralpunktes 28 Versuche ergaben.

In die Untersuchungen wurden, wie unter 6.1 erlautert, Glasart I-, Glasart I TopLyo®— und CZ®-
Vials miteinbezogen. Fiir jeden dieser drei qualitativen Faktoren musste der Versuchsplan, wie
unter 2.3.1 beschrieben, erneut durchgefiihrt werden. Dies fiihrte ausgehend von 28 Versuchen
pro Versuchsplan zu einer Anzahl von 84 Versuchen, die randomisiert durchgefiihrt wurden. Fiir

jeden qualitativen Faktor wurde dabei ein eigenes mathematisches Modell erhalten.

Als Zielgrofe diente die in mg/m? angegebene, adsorbierte BSA-Menge, die zum einen durch
den Micro BCA-Assay und zum anderen durch die SE-HPLC ermittelt wurden. Im Folgenden
werden die beiden Zielgrofen als “Micro BCA-Assay* und “SE-HPLC* bezeichnet. Die Metho-
denentwicklung der beiden angewandten Methoden wurde bereits unter 4.3 und 4.4 beschrieben
und in Kapitel 5 der Erhalt von prazisen und richtigen Ergebnissen bestétigt. Es erfolgte fiir
beide Methoden eine tégliche Vierpunkt-Kalibrierung.

Eine Blockbildung war im vorliegenden Versuchsplan nicht nétig, da alle Losungen fiir jeden
Versuch neu hergestellt wurden und gleichbleibende Einstellungen der verschiedenen Parameter

gewihrleistet werden konnten.

Durch Wahl des Versuchsumfanges von 28 Versuchen besitzt der vorliegende zentral zusammen-
gesetzte Versuchsplan die in Tabelle angegebene Power, um signifikante Einfachwirkungen
sowie Zweifach-Wechselwirkungen (WW) auch als solche zu erkennen. Dabei ist entscheidend, ob
der quantitative Zusammenhang zwischen Faktoren und Zielgréfse in der Gréfsenordnung einer
halben, einer oder zwei Standardabweichungen (s) liegt. Die Power wurde unter Annahme eines

Signifikanzniveaus a von 0,05 erhalten.

Tabelle 6.3: Ubersicht iiber die jeweilige Power bei Vorliegen eines quantitativen Zusammenhangs zwi-
schen Faktoren und Zielgrofsen, die im Bereich von einer halben bis zu zwei Standardab-
weichungen (s) liegen

Power
0,5 s 1s 2s
numerische Faktoren 55,0 % 98,7 % 99,9 %
qualitative Faktoren 35,3 % 91,4 % 99,9 %
Zweifach-WW zwischen numerischen Faktoren 39,9 % 92,6 % 99,9 %
Zweifach-WW  zwischen numerischen und qualitativen 30,7 % 86,6 % 99,9 %

Faktoren

Die Herstellung der BSA-Losungen erfolgte in Glasflaschen (Schott Duran®). Es ist bekannt, dass
Proteine an Glasgeréte adsorbieren [26]. Da die Herstellung stets in der gleichen Art von Glas-
flaschen erfolgte, geht man davon aus, dass es zu einem gleichbleibenden Konzentrationsverlust

kommt und die gleiche Ausgangskonzentration zur Adsorption an die verschiedenen Priméarpack-
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mittel zur Verfiigung steht. Somit stellte die Adsorption an die verwendeten Glasgerite keinen

zuséatzlichen, zu untersuchenden Faktor dar.

Die Software Design Expert® diente sowohl zur Aufstellung als auch zur Auswertung des vor-

liegenden statistischen Versuchsplans.

6.3 Ergebnisse und Diskussion des zentral zusammengesetzten Versuchsplans

Wie sich bereits im Rahmen der Methodenentwicklung (Kapitel 4) gezeigt hatte, kommt es
aufgrund der Komplexitdt der Proteinstruktur auch unter gleichen Bedingungen zu schwankender
Adsorption. Daher wurde die adsorbierte BSA-Menge, die mittels Micro BCA-Assay bzw. SE-
HPLC erhalten wurde, jeweils durch Dreifachbestimmung ermittelt. Die Daten der 84 Versuche

nach jeweiliger Dreifachbestimmung sind der im Anhang befindlichen Tabelle A.1 zu entnehmen.

Uberpriift man beispielsweise den Einfluss der Ausgangskonzentration auf die adsorbierte BSA-
Menge nach Durchfithrung aller 84 Versuche zeigte sich graphisch kein eindeutiger Trend (Ab-
bildung . Jedoch ergab sich nach statistischer Auswertung ein signifikanter Einfluss der Aus-
gangskonzentration auf die adsorbierte Proteinmenge. Dieses Beispiel verdeutlicht warum die
Aufstellung, Durchfithrung und statistische Auswertung dieses Versuchsplanes sinnvoll war. Die

aufgetragene Proteinmenge wurde mittels SE-HPLC bestimmt.
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Abbildung 6.1: Die Ausgangskonzentration wurde gegen die adsorbierte Proteinmenge aufgetragen,
die mittels SE-HPLC bestimmt wurde. Untersucht wurden Glasart I- (W), Glasart I
TopLyo®- (M) und CZ®-Vials (M).
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Die Vorgehensweisen zur Identifizierung von signifikanten Faktoren sowie zur Aufstellung des
mathematischen Modells wurden ausfiihrlich in 2.3.3 beschrieben. In dem fiir den Micro BCA-
Assay erhaltenen Modell sind nur die signifikanten Faktoren mit den dazugehorigen F- und
p-Werten dargestellt (Tabelle . Es errechnete sich ein nicht signifikanter Lack of fit, was eine
gute Beschreibung der Daten durch das quadratische Modell anzeigte. Die Giite der Beschreibung
der Messwerte durch das aufgestellte Modell wurde weiterhin im Rahmen der Residuenplots

iberpriift, auf die spater néher eingegangen wird.

Tabelle 6.4: Ubersicht iiber die signifikanten Modellparameter unter Angabe des zugehérigen F- und p-
Wertes fiir die Zielgréfe Micro BCA-Assay. Die Werte wurden durch logarithmische Trans-
formation erhalten.

Modellart Modellparameter FG F-Wert p-Wert
quadratisch Modell 7 77,33 < 0,0001
R2-0,8769 A, (Ausgangskonzentration) 1 9,23 0,0033
B, (Ionenstérke) 1 22,18 < 0,0001
E, (Vialart) 2 249,08 < 0,0001
BE,(WW zwischen Ionenstérke und Vial- 2 3,85 0,0255

art)
B2, (Ionenstirke?) 1 4,06 0,0473
Lack of fit 67 2,29 0,0897

Die Faktoren A (Ausgangskonzentration), B (Ionenstérke) sowie E (Vialart) zeigten einen signi-
fikanten Einfluss auf die adsorbierte BSA-Menge, die mittels Micro BCA-Assay ermittelt wurde.
Weiterhin war eine signifikante Wechselwirkung zwischen der Ionenstérke und der Vialart (Wech-
selwirkung BE) zu erkennen. Quadratische Effekte, wie in diesem Falle B? (Ionenstirke?), haben
keinerlei chemischen oder physikalischen Hintergrund, sondern dienen lediglich der Anpassung
des mathematischen Modells an den untersuchten Zusammenhang. Es zeigte sich eine Abhén-
gigkeit der Residuen von der Grofse der ermittelten adsorbierten BSA-Menge. Dies konnte durch
eine logarithmische Transformation behoben werden, deren Eignung sich im Box-Cox-Plot zeigte.
Das erhaltene mathematische Modell in kodierten Einheiten ist in Gleichung dargestellt.

10910 G(Micro BCA — Assay) = +1,050 + 0,019 - A — 0,030 - B + 0,180 - By — 0,120 - Ey

(6.1)
+0,021 - BEy — 0,022 - BB, + 0,012 - B?

Die Regressionskoeffizienten geben an, in welchem Mafse sich die Zielgrofse d&ndert, wenn man den

numerischen Faktor von der -1 Stufe auf die 1 Stufe verdndert. Die ausfiihrliche Vorgehensweise

zur Berechnung der Effekte ist bereits in 2.3.3 erlautert. Faktor E (Vialart) stellt jedoch einen

qualitativen Faktor dar, wobei keine Einstellung auf die -1 oder +1 Stufe moglich ist, da es sich
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hierbei um keine numerisch beschreibbaren Gréfsen handelt. Aus diesem Grund erfolgt die Kodie-
rung anders als bei den numerischen Faktoren, deren Kodierung bereits unter 2.3.2 beschrieben
wurde. Eine Vialart erhélt die Bezeichnung E; mit der Kodierung |1 0], eine weitere Vialart die
Bezeichnung E» mit der Kodierung [0 1]. Der Regressionskoeffizient der dritten Vialart errechnet
sich aufgrund der Kodierung von [-1 -1| aus den Regressionskoeffizienten von F; und Es unter
Beriicksichtigung der Vorzeichen der Kodierung. Bei E; handelt es sich in dem vorliegenden Ver-
suchsplan um Glasart I-, bei Fy um Glasart I TopLyo®- Vials. Der Regressionskoeffizient fiir die
CZ® Vials errechnet sich somit aus -(E1)-(Es), wodurch sich im vorliegenden Fall ein Regres-
sionskoeffizient von -0,06 errechnet. Die gleiche Vorgehensweise diente auch zur quantitativen
Beschreibung der Zweifach-Wechselwirkung BE (WW zwischen Tonenstirke und Vialart). Fiir
CZ® Vials ergab sich somit ein Regressionskoeffizient von +0,001 fiir die WW zwischen Ionen-
stiarke und Vialart. Der Einfluss der Ionenstirke auf die verschiedenen Vialarten errechnet sich
nun aus der Summe des Regressionskoeffizienten der Ionenstérke (-0,030) und den jeweiligen Re-
gressionskoeffizienten fiir die WW zwischen der Ionenstiarke und der Vialart (Glasart I: +0,021,
Glasart I TopLyo®: -0,022, CZ®: +0,001). Ausgehend davon errechneten sich fiir den Einfluss
der Ionenstirke auf Glasart I-, Glasart I TopLyo®- und CZ®-Vials Regressionskoeffizienten von
-0,009, -0,052 und -0,029.

Eine Erhohung der Ausgangskonzentration fithrte zur Zunahme der adsorbierten Proteinmenge,
wohingegen eine Zunahme der Ionenstérke in einer verminderten, gebundenen BSA-Menge resul-
tierte. Faktor E (Vialart) weist aufgrund der Grofe seiner Regressionskoeffizienten den grofiten
Einfluss auf die BSA-Adsorption auf, wobei auf Glasart I Vials mehr BSA als auf Glasart I
TopLyo®— und CZ®-Vials adsorbierte. Eine leicht verstirkte Adsorption zeigte sich fiir cz®
Vials im Vergleich zu Glasart I TopLyo® Vials. Fiir die Einfachwirkungen wie auch fiir die
Wechselwirkung BE (WW zwischen Ionenstéirke und Vialart) zeigen sich im Vergleich zu Faktor
E (Vialart) deutlich geringere quantitative Zusammenhénge zur adsorbierten BSA-Menge. Die
Wechselwirkung zwischen der Ionenstirke und der Vialart fiihrte bei steigender Ionenstérke fiir

alle drei untersuchten Priméarpackmittel zu einer Abnahme der adsorbierten BSA-Menge.

Des Weiteren wurde das mathematische Modell fiir die Zielgréfse SE-HPLC erstellt. In Tabel-
le [6.5] sind die signifikanten Faktoren mit den dazugehdrigen F- und p-Werten dargestellt. Es
zeigte sich, wie schon beim Micro BCA-Assay, ein nicht signifikanter Lack of fit, wodurch eine
gute Beschreibung der Daten durch das quadratische Modell gegeben ist. Eine weitere Uberprii-
fung der Giite der Beschreibung der Messwerte durch das aufgestellte Modell erfolgte durch die

Residuenplots, auf die spéater néher eingegangen wird.

Der Einfluss der Faktoren A (Ausgangskonzentration), B (Ionenstirke) sowie E (Vialart) zeigte
den gleichen Trend auf die adsorbierte BSA-Menge, wie beim Micro BCA-Assay. Jedoch konnte
mittels SE-HPLC zusétzlich ein signifikanter Effekt durch Faktor D (Inkubationsdauer) festge-
stellt werden. Faktor C (Inkubationstemperatur) wurde trotz eines p-Wertes von 0,9487, der auf
einen nicht signifikanten Effekt schlieffen ldsst, in das mathematische Modell aufgenommen, da
dieser in eine signifikante Wechselwirkung mit Faktor B (Ionenstérke) (Wechselwirkung BC) in-
volviert war. Diese Wechselwirkung findet sich jedoch im Micro BCA-Assay nicht. Effekte werden
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Tabelle 6.5: Ubersicht iiber die signifikanten Modellparameter unter Angabe des zugehérigen F- und
p-Wertes fiir die Zielgrofte SE-HPLC. Die Werte wurden durch eine Wurzel-Transformation

erhalten.
Modellart Modellparameter FG F-Wert p-Wert
quadratisch Modell 11 53,17 < 0,0001
R2=0,8904 A, (Ausgangskonzentration) 1 10,75 0,0016
B, (Ionenstérke) 1 35,99 < 0,0001
C, (Inkubationstemperatur) 1 0,0042 0,9487
D, (Inkubationsdauer) 1 10,03 0,0023
E, (Vials) 2 253,70 < 0,0001
BC,(WW zwischen Ionenstérke und Inku- 1 5,39 0,0231
bationstemperatur)
BE,(WW zwischen Ionenstirke und Vial- 2 3,09 0,0517
art)
A% (Ausgangskonzentration?) 1 4,59 0,0356
C?, (Inkubationstemperatur?) 1 6,09 0,0159
Lack of fit 63 1,84 0,1402

nur dann als solche erkannt, wenn sie grofer als die auftretende Standardabweichung sind. Da die
durch die SE-HPLC ermittelten Werte einen geringeren Vi als die durch den Micro BCA-Assay
ermittelten Werte aufweisen, konnen auch geringere Effekte erkannt werden. Dies erklart, warum
im Rahmen der SE-HPLC mehr signifikante Effekte als beim Micro BCA-Assay identifiziert wur-
den.

Die Wechselwirkung zwischen Faktor B (Ionenstirke) und Faktor E (Vialart) (Wechselwirkung
BE) wurde im Micro BCA-Assay erfasst. Fiir die SE-HPLC lag der p-Wert dieser Wechselwir-
kung mit 0,0517 gerade an der Entscheidungsgrenze, ob es sich um einen signifikanten Effekt
handelt und wurde in das mathematische Modell aufgenommen. Die quadratischen Faktoren A?
(Ausgangskonzentration?) und C? (Inkubationstemperatur?) dienten erneut der Anpassung des
mathematischen Modells an den vorliegenden Zusammenhang zwischen den Faktoren und der
Zielgrofe. Wie beim Micro BCA-Assay zeigte sich auch bei der SE-HPLC eine Abhéngigkeit der
Residuen von der Grofe der ermittelten BSA-Menge. In diesem Falle konnte dies durch eine Wur-
zel Transformation gel6st werden. Das erhaltene mathematische Modell in kodierten Einheiten
ist in Gleichung dargestellt.

U(sE_HPLo) = +2,340 + 0,049 - A — 0,090 - B + 9,680 - 107* - C' + 0,047 - D

40,430 - By — 0,320 - E5 — 0,043 - BC' + 0,053 - BE; — 0,024 - BE, (6.2)
—0,030- A2 — 0,035 - C?

Fiir die SE-HPLC zeigte sich, wie bereits beim Micro BCA-Assay, eine Zunahme der adsorbier-

ten Proteinmenge bei steigenden Ausgangskonzentrationen und eine Abnahme der gebundenen
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BSA-Menge bei steigender Ionenstérke. Der Einfluss der Inkubationstemperatur auf die adsor-
bierte Proteinmenge wurde nicht weitergehend betrachtet, da dieser Faktor nur aufgrund der
Involvierung in die Wechselwirkung BC in das mathematische Modell aufgenommen wurde. Wei-
terhin kommt es bei langerer Inkubationsdauer zu einer Zunahme der adsorbierten BSA-Menge.
Auch bei der SE-HPLC zeigte sich anhand der Regressionskoeffizienten, wie bereits beim Micro
BCA-Assay, dass die Vialart den groften Einfluss auf die adsorbierte Proteinmenge zeigt. Dabei
ergab sich fir CZ® Vials, ausgehend von der beim Micro BCA-Assay erklérten abweichenden
Kodierung fiir qualitative Faktoren, ein Regressionskoeffizient von -0,11. Der Regressionskoeffi-
zient fiir die WW zwischen der Tonenstirke und CZ® Vials errechnete sich analog zu -0,029.
Die Berechnung des Einflusses der Ionenstérke auf die verschiedenen Vialarten wurde bereits bei
Auswertung des Micro BCA-Assays ndher erldutert. Die Regressionskoeffizienten fiir Glasart I-
Glasart 1 TopLyo®— und CZ®-Vials errechneten sich somit zu -0,037, -0,114 und -0,119. Wie
beim Micro BCA-Assay, zeigte sich fiir alle drei Primérpackmittel eine Abnahme der gebunde-
nen Proteinmenge bei steigender Tonenstérke. Diese Abnahme war auf Glasart I TopLyo®- und

CZ®-Vials stirker ausgepriigt als auf Glasart I Vials.
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Abbildung 6.2: Uberpriifung der Residuen aller 84 Versuche, die mittels Micro BCA-Assay erhalten
wurden, auf Normalverteilung. Untersucht wurden dabei Glasart I- (W), Glasart 1
TopLyo®- (M) und CZ®-Vials (M). Die Werte wurden durch logarithmische Trans-
formation erhalten.
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Abbildung 6.3: Uberpriifung der Residuen aller 84 Versuche, die mittels SE-HPLC erhalten wurden,
auf Normalverteilung. Untersucht wurden dabei Glasart I- (), Glasart I TopLyo®-
(W) und CZ®-Vials (M). Die Werte wurden durch Wurzel-Transformation erhalten.

Zur Uberpriifung auf Abweichungen zwischen Versuchsergebnissen und den berechneten Modell-
werten, wurden Residuenplots angewandt, die bereits in 2.3.3 ausfiihrlich erldutert wurden. Bei
den aufgetragenen Residuen handelt es sich in allen Féllen um intern studentisierte Residuen.
Man geht davon aus, dass studentisierte Residuen, die innerhalb der Grenzen von 4+ 3 liegen,

durch zufallige Schwankungen hervorgerufen werden und kein systematischer Fehler vorliegt [16].

Zunidchst wurde anhand des Wahrscheinlichkeitsnetzes tberpriift, ob die adsorbierten BSA-
Mengen, die zum einen durch den Micro BCA-Assay (Abbildung und zum anderen durch
die SE-HPLC (Abbildung ermittelt wurden, normalverteilt sind. Die aufgetragenen Werte
wurden im Falle des Micro BCA-Assays durch logarithmische Transformation und im Falle der
SE-HPLC durch Wurzel-Transformation erhalten.

Die Residuen beider Zielgrofen folgten einer Ausgleichsgeraden, wodurch man von zufélligen
Schwankungen ausgehen kann und eine Normalverteilung der erhaltenen Messergebnisse ange-
nommen werden kann. Neben der Normalverteilung der Messergebnisse ist die Varianzenho-
mogenitédt eine weitere Voraussetzung statistischer Analysen. Dies konnte durch Auftragen der
Residuen gegen die berechneten Modellwerte iiberpriift werden. Die Ergebnisse lagen sowohl
durch Bestimmung mittels Micro BCA-Assay als auch durch Bestimmung mittels SE-HPLC um

die x-Achse herum verteilt, wodurch eine Varianzenhomogenitét sichergestellt werden konnte.
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Weiterhin wurden die Modellwerte gegen die tatséchlich gemessenen Werte aufgetragen, um
die Giite des Modells zur Beschreibung des Zusammenhangs zwischen Faktoren und Zielgréfen
zu iiberpriifen. Dabei zeigte sich sowohl fiir den Micro BCA-Assay als auch fiir die SE-HPLC,
dass die Punkte anndhernd auf einer Ausgleichsgeraden lagen und somit das Modell gut an den

untersuchten Zusammenhang angepasst ist.

Trégt man zudem die Residuen in der durchgefithrten Reihenfolge auf, so lassen sich ebenfalls
Abweichungen vom Modell schnell erkennen und einem bestimmten Versuch zuordnen. Abbil-
dung zeigt dies fiir den Micro BCA-Assay, in Abbildung wurden die Ergebnisse der
SE-HPLC auf Ausreifser iiberpriift. Die erhaltenen Werte wurden beim Micro BCA-Assay einer
logarithmischen Transformation und bei der SE-HPLC einer Wurzel-Transformation unterzogen.
Es zeigten sich in beiden Féllen keine Ausreifser, jedoch konnte beobachtet werden, dass die
Residuen des Micro BCA-Assays zu Beginn héher waren als gegen Ende des Versuchplans. Da
in die Bestimmung der adsorbierten BSA-Menge mittels Micro BCA-Assay viele Einzelschritte
involviert sind, ist die Abnahme der Schwankungen wahrscheinlich durch eine reproduzierbarere

Aufarbeitung nach mehrmaliger Durchfiihrung begriindet.
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Abbildung 6.4: Die Residuen bei Ermittlung der Messwerte durch den Micro BCA-Assay wurden in der
durchgefiihrten Reihenfolge aufgetragen. Untersucht wurden Glasart I- (W), Glasart I
TopLyo®- (M) und CZ®-Vials (M).
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Abbildung 6.5: Die Residuen bei Ermittlung der Messwerte durch die SE-HPLC wurden in der
durchgefiihrten Reihenfolge aufgetragen. Untersucht wurden Glasart I- (M), Glasart
I TopLyo®- (M) und CZ®-Vials (M).

Weiterhin wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den Variationskoeffizienten, die
durch Dreifachbestimmung fiir den Micro BCA-Assay sowie die SE-HPLC erhalten wurden, und
den untersuchten Faktoren existiert. Dabei konnte fiir beide Zielgrofen kein mathematisches
Modell an den Zusammenhang zwischen Faktoren und Variationskoeffizienten angepasst werden.

Somit handelt es sich um zuféllige Schwankungen innerhalb des Versuchsplans.

Mogliche mechanistische Erklarungen fiir den Einfluss der verschiedenen Faktoren auf die adsor-

bierte BSA-Menge werden im Folgenden erlautert:

¢ BSA-Ausgangskonzentration:
Liegt eine hohere Proteinkonzentration in Losung vor, kann folglich mehr Protein an die
Oberflache binden als bei geringeren Proteinkonzentrationen in Losung. Innerhalb des Ver-
suchsraumes von 1000,0 - 2000,0 pg/ml ergab sich ein leichter Anstieg der adsorbierten
Proteinmenge bei steigenden Ausgangskonzentrationen, wie den Regressionsgleichungen
beider Zielgrofen zu entnehmen war. Unter 2.1.3 wurde bereits erldutert, dass je nachdem,
ob BSA mit seinem Ende voran (end-on) oder seitlich (side-on) auf die Oberfliche adsor-
biert, mehr oder weniger Protein auf der Oberfliche gebunden werden kann. Bei Annahme
einer einschichtigen Proteinadsorption kann end-on maximal 9,0 mg/m? Albumin auf die

Oberfliiche adsorbieren, side-on maximal 3,6 mg/m? Albumin [5].
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Im Falle der SE-HPLC lagen alle ermittelten Werte unterhalb von 9,0 mg/m?, jedoch bei
den meisten Versuchen oberhalb von 3,6 mg/m?. Zwar adsorbiert BSA bei geringen Kon-
zentrationen bevorzugt side-on (Kapitel 2.1.3), jedoch legen diese Ergebnisse eine Mischung
aus side-on und end-on Adsorption nahe. Denn bei steigenden Ausgangskonzentration ad-
sorbiert BSA verstiarkt mit seinem Ende voran [127]. BSA-Mengen, die durch den Micro
BCA-Assay ermittelt wurden, lagen meist oberhalb von 9,0 mg/m?. Eine mdgliche Erkli-
rung dafiir wurde bereits in Kapitel 4.5 diskutiert.

Bei hoheren als in diesem Versuchsplan untersuchten Ausgangskonzentrationen kommt es
zu stark schwankenden Werten innerhalb der Dreifachbestimmung, wie in Kapitel 6.1, er-
wéahnt. Dies weist darauf hin, dass es oberhalb des untersuchten Bereichs noch zu weiterer
Adsorption kommt und die Sattigung moglicherweise noch nicht erreicht ist. Auch wurde
bereits unter 2.1.2 berichtet, dass bei hoheren Ausgangskonzentrationen hdhere Protein-
mengen ermittelt wurden, als durch einschichtige Proteinadsorption moglich sind. Dies
wurde hiufig fiir Albumin gezeigt [39, 40, 41]. Als mogliche Erkldrungen dienten sowohl
die Ausbildung einer zweiten adsorbierten Proteinschicht als auch strukturelle Anderungen

innerhalb der adsorbierten Schicht.

Zur Absicherung, ob BSA in einer oder in mehreren Schichten auf die untersuchten Primér-
packmittel adsorbiert, miissten die Oberflichen mikroskopisch untersucht werden. Dafiir
sind jedoch héaufig trockene Proteinfilme nétig, die wie unter 2.1.5 erwéhnt, nicht den na-
tiirlichen Zustand wiedergeben und somit eine Verdnderung des adsorbierten Proteinfilms

nicht ausgeschlossen werden kann [82].

Ionenstirke und WW zwischen der Ionenstirke und der Vialart:
Auf allen drei Packmitteln kam es zu einer Abnahme der adsorbierten BSA-Menge bei
steigender Tonenstérke. Dieser Effekt war auf den beiden ungeladenen Vialarten (Glasart I

TopLyo® und CZ®) stiarker ausgeprigt als auf den geladenen Glasart I Vials.

Mathes [13] Ergebnisse bestétigen die geringer adsorbierte Adsorption bei steigender Io-
nenstirke auf Glasart I Vials am isoelektrischen Punkt des Proteins. Hingegen wurde keine

Verénderung der adsorbierten Proteinmenge auf Kunststoffvials beobachtet.

Auf Glasart I Vials scheint die Abnahme der adsorbierten Proteinmenge bei steigender
Ionenstirke aus einer zunehmenden Abschwéchung der elektrostatischen Anziehung zwi-
schen Oberfliche und Protein zu resultieren [49] [135]. Jedoch erklért dies nicht, warum
auch auf den beiden ungeladenen Vialarten, Glasart I TopLyo® und CZ®, ein Einfluss auf
die adsorbierte Proteinmenge zu beobachten ist. Denn das Auftreten von elektrostatischen
Wechselwirkungen ist fiir diese Vialarten zu vernachléssigen, da deren Oberflachen keine
freien Ionen tragen. Hierbei erfolgt die Adsorption iiber hydrophobe Wechselwirkungen

sowie Van der Waalsche Krifte.

Die Literatur zeigte, dass verschiedene Proteine bei steigender Ionenstérke besser stabili-
siert werden, wodurch die Proteine kompakter vorliegen und weniger Platz auf der Ober-

fliche verbrauchen. Somit kann bei steigender lonenstédrke mehr Protein auf die Oberflache
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adsorbieren. Des Weiteren wird bei erhohter Ionenstérke die Protein-Protein Wechselwir-
kungen abgeschwécht, was zudem in einer steigenden gebundenen Proteinmenge resultiert
[49, 59]. Am isoelektrischen Punkt liegt das Protein in seiner kompaktesten Form vor,
weshalb, wie bereits unter 6.1 gezeigt, eine grofere Menge an Protein auf die Oberfliche
adsorbieren kann. Da im Rahmen des statistischen Versuchsplans der pH-Wert stets auf den
IEP eingestellt wurde, liegt BSA bereits kompakt vor und der erwéhnte Erklarungsansatz
verschiedener Arbeitsgruppen zeigt keinen Einfluss auf die erhaltenen Ergebnisse. Vielmehr
scheint die Stabilisierung des Proteins bei steigender lonenstérke aber zu einer verminderten
Adsorption auf ungeladenen Oberflichen zu fiihren. Bei Natrium- und Acetationen handelt
es sich um Ionenarten, die das Protein stabilisieren [60]. BSA stellt ein hydrophiles Protein
dar [I05]. Durch Stabilisierung von BSA bei steigender Ionenstérke ist mehr Energie zur
Entfaltung notig [3, [136], weshalb die Entfaltung von BSA behindert wird. Somit kénnen
sich die hydrophoben Bereiche des Proteins schlechter nach aufen kehren, um hydropho-
be Wechselwirkungen mit den beiden hydrophoben Oberflichen, Glasart I TopLyo®- und
CZ® Vials, einzugehen.

Die Beeinflussung der hydrophoben Wechselwirkungen durch Stabilisierung des Proteins
scheint eine stérkere Auswirkung als die Abschwéichung der elektrostatischen Wechselwir-
kung durch hohe Ionenstérken auf die adsorbierte BSA-Menge zu haben. Denn es zeigte sich
fir Glasart 1 TopLyo®— und CZ® Vials, dass eine steigende Ionenstérke in einer starker

verminderten BSA-Adsorption im Vergleich zu Glasart I Vials resultierte.

Inkubationstemperatur und WW zwischen der Ionenstirke und der Inkubati-
onstemperatur:

Es zeigte sich im untersuchten Temperaturbereich sowohl beim Micro BCA-Assay als auch
bei der SE-HPLC kein Einfluss der Inkubationstemperatur auf die adsorbierte BSA-Menge.
Norde et al. [41] bestatigten, dass die Inkubationstemperatur am isoelektrischen Punkt kei-
nen Einfluss auf die adsorbierte Proteinmenge zeigt. Hier wurde die Adsorption von HSA
auf negativ geladene Polystyrol Oberflachen in einem Temperaturbereich zwischen 5°C und
37°C untersucht. Bei Temperaturen iiber 80°C ergab sich jedoch eine deutliche Zunahme
der adsorbierten Proteinmenge [43]. In dieser Arbeit wurde aber nur ein geringer Tempera-
turbereich untersucht, wobei es sich um moderate Temperaturen und keine stark erhohten
Temperaturen handelte. Denn Untersuchungsgrundlage waren die natiirlichen Bedingun-
gen nach Rekonstitution des Lyophilisats, bevor die rekonstituierte Proteinlésung in den

Patienten appliziert wird.

Die Inkubationstemperatur wurde dennoch in das mathematische Modell der SE-HPLC
aufgenommen, da diese in eine signifikante Wechselwirkung mit der Ionenstérke involviert
war. Ausgehend von der Regressionsgleichung wiirde somit bei Erhéhung der Inkubati-
onstemperatur der Effekt, dass es bei steigender Ionenstarke zu verminderter Adsorption
kommt, verstarkt. Jedoch sollten statistische Aussagen stets in Bezug auf ihre wissenschaft-
liche Begriindung hinterfragt werden. Bei dem untersuchten Temperaturbereich handelt es

sich um moderate und keine stark erhdhten Temperaturen. Zudem zeigte der Faktor der In-
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kubationstemperatur keinen signifikanten Einfluss auf die adsorbierte Proteinmenge. Somit
wurde diese WW nicht weiter betrachtet.

e Inkubationsdauer:
Wie bereits unter 6.1 erldutert, konnten verschiedene Arbeitsgruppen die maximale Pro-
teinadsorption auf unterschiedlichen Oberflichen nach wenigen Stunden bestétigen. Im
Micro BCA-Assay liefs sich kein Zusammenhang zwischen der Inkubationsdauer und der
adsorbierten BSA-Menge erkennen, in der SE-HPLC hingegen zeigte sich ein signifikanter
Einfluss der Inkubationsdauer. Eine mogliche Erkléarung hierfiir ist der kurze gewahlte Inku-
bationszeitraum zwischen 15 Minuten und 24 Stunden, woraus ein geringer Unterschied der
dabei ermittelten Werte resultiert. Wie bereits erwahnt konnte mittels SE-HPLC, aufgrund
geringerer Variationskoeffizienten, Effekte erkannt werden, die mittels Micro BCA-Assay
nicht festzustellen waren. Somit bedarf es weiterer Untersuchungen, um eine eindeutige

Aussage iiber den Einfluss der Inkubationsdauer treffen zu kénnen.

In einem auf den Versuchsplan aufbauenden Versuch zeigte sich, dass bereits nach fiinf Mi-
nuten anndhernd die gleiche BSA-Menge auf Glasart I Vials adsorbierte wie nach 6 Stun-
den. Somit ist davon auszugehen, dass der Einfluss der Inkubationsdauer auf die adsorbierte
BSA-Menge gering ist und es auch in einem groferen Inkubationszeitraum zu keiner we-
sentlichen Zunahme der adsorbierten BSA-Menge kommt, wie bereits durch verschiedene
Arbeitsgruppen gezeigt wurde [52], [74]. Die Untersuchung erfolgte mittels SE-HPLC aus-
gehend von einer 1500,0 pg/ml konzentrierten BSA Losung bei einem pH-Wert der Losung
von 4,98 auf Glasart I Vials. Die erhaltenen Ergebnisse nach einer Inkubationsdauer zwi-
schen 2 Minuten und 6 Stunden sind in Abbildung dargestellt.

9,00
&

E3800
(@]

£.7,00
S
= 6,00
g 5,00
g
S 4,00
a
23,00

ey

o
5 2,00
3100
<

000

0 100 200 300 400
I nkubationsdauer [min]
Abbildung 6.6: Ermittlung der adsorbierten BSA-Menge an Glasart I Vials in einem Inkubationszeit-

raum zwischen 2 Minuten und 6 Stunden. Die Quantifizierung erfolgte mittels SE-
HPLC.
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e Vialart:
Es zeigte sich, wie bereits schon im Rahmen der Methodenentwicklung (Kapitel 4.5), dass
es bei einem pH-Wert der Losung am isoelektrischen Punkt von BSA (pH 4,98) zu ver-
stirkter BSA-Adsorption auf Glasart I Vials im Vergleich zu Glasart I TopLyo®- und
CZ®-Vials kommt. Qadry et al. [7] konnten ebenfalls zeigen, dass auf CZ® Vials geringere
Proteinmengen als aus Glasart I Vials adsorbieren. Weitere Arbeitsgruppen ermittelten
weiterhin eine starkere Adsorption auf Glasart I Vials als auf verschiedene Polymere. Diese
Beobachtungen wurden der stéarkeren Auswirkung von elektrostatischen Anziehungskréften

auf die Proteinadsorption im Vergleich zu hydrophoben Wechselwirkungen zugeschrieben
[4, [14].

Glasart I Vials verfiigen bei einem pH-Wert von 4,98 iiber eine negativ geladene Oberflache.
Durch Uberlagerung der elektrischen Doppelschichten der Glasart I Oberfliiche und positiv
geladenen Bereichen von BSA kommt es zur Ausbildung von elektrostatischen Anziehungs-
kriiften. Da es sich bei Glasart I TopLyo®- und CZ®-Vials um ungeladene, hydrophobe
Oberflachen handelt, kommt es hierbei nahezu zu keiner Ausbildung von elektrostatischen
Wechselwirkungen. Die auf hydrophoben Oberflichen wirkenden hydrophoben Wechsel-
wirkungen [32] fithren jedoch zu geringer adsorbierten BSA-Mengen als es durch Auftreten
von elektrostatischen Anziehungskréften auf den geladenen Glasart 1 Vials der Fall ist.
Dies bestitigte erneut die Annahme, dass elektrostatische Anziehungskrifte eine stirke-
re Triebkraft darstellen als die auf hydrophoben Oberflichen auftretenden hydrophoben
Wechselwirkungen [14], 115]. Van der Waalsche Wechselwirkungen trugen in beiden Fillen
vermutlich zusétzlich zur BSA-Adsorption bei. Da Proteine an ihrem IEP kompakt vor-
liegen, konnte mehr BSA auf die Oberfliche adsorbieren als bei pH-Werten, die vom TEP
abweichen. Eine geringer adsorbierte Proteinmenge bei einem pH-Wert von 7,4 auf Glas-
art I- und Glasart I TopLyo®-Vials konnte bereits in Abschnitt 6.1 gezeigt werden. Ziegler
et al. konnten weiterhin zeigen, dass auf hydrophoben Oberflaichen zwar weniger Protein
adsorbierte, dieses jedoch stéarker auf die Oberfliche gebunden war als im Falle von hydro-
philen Oberflichen. Wie bereits unter 2.1.4 erwéhnt, ist auf hydrophoben Oberflichen die
Adsorption meist mit stirkeren strukturellen Anderungen des Proteins als auf hydrophilen
Oberflachen verbunden [49, [50].

Fitzpatrick et al. [84] postulierten zudem, dass BSA auf hydrophilen Oberflichen verstérkt
end-on und auf hydrophoben Oberflichen side-on adsorbiert. Dies kénnte zusétzlich einen
Beitrag leisten, weshalb auf hydrophile Glasart I Vials mehr Protein adsorbiert als auf
hydrophobe Glasart I TopLyo®- und CZ®-Vials.

Auf stérker hydrophoben Oberflichen kommt es vermehrt zu hydrophoben Wechselwir-
kungen, was in einer erhohten adsorbierten BSA-Menge resultiert [137|. Bei den Glas-
art I TopLy0® Vials handelt es sich, wie bereits unter 2.2.1 beschrieben, um Vials, die
im Vergleich zu klassischen Glasart I Vials eine hydrophobere Innenoberfliche aufwei-
sen. Jedoch sind CZ® Vials aufgrund ihres polymerischen Aufbaus hydrophober als Glas-
art I TopLyo®-Vials, wodurch hydrophobe Wechselwirkungen auf CZ® Vials stérker zum
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Tragen kommen und somit auch in geringem Umfang mehr BSA auf CZ® Vials adsor-
biert. Dies zeigte sich an den Regressionskoeffizienten beider Zielgrofsen fiir diese beiden

Vialarten.

In der Literatur finden sich verstdrkt Hinweise, dass es auf hydrophoben Oberflaichen im
Vergleich zu hydrophilen Oberflichen zu verstéirkter Proteinadsorption aufgrund von hy-
drophoben Wechselwirkungen kommt. Dabei wurden aber vor allem ungeladene Polymer-
oberflichen oder Bedingungen, bei denen es zu elektrostatischer Abstofung zwischen Pro-
tein und Oberfliche kommt, betrachtet [41], [54]. Auf geladenen Oberflachen sind vor allem
elektrostatische Wechselwirkungen fiir die Proteinadsorption verantwortlich [50]. Sie kon-
nen zur Anziehung als auch zur Abstoflung zwischen Protein und Oberflache fithren. Somit
muss stets beriicksichtigt werden, ob es sich um geladene oder ungeladene Oberflichen

handelt und welche Triebkréfte zwischen Protein und Oberflache vorherrschen [138].

Wie bereits unter 3.2.2 erwéhnt, liegen die ermittelten Rauheitwerte unter Beriicksichtigung
der Standardabweichung alle nahe beieinander. Eine Korrelation zwischen den erhaltenen
Rauheitswerten fiir die untersuchten Primérpackmittel und den adsorbierten BSA-Mengen

konnte nicht festgestellt werden.

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Faktoren auf die adsorbierte BSA-Menge diente
BSA in Losung. Nach Rekonstitution lyophilisierter Proteintherapeutika erhélt man sowohl Mo-
nomere als auch Dimere und Aggregate in Losung [139]. Giacomelli et al. zeigten, dass am
isoelektrischen Punkt verstdrkt Dimere und Polymere von BSA auf die Oberflache adsorbieren
und Monomere im Vergleich eine geringere Adsorptionstendenz zeigen [32]. Ein unterschiedli-
ches Adsorptionsverhalten von rekonstituierten Proteintherapeutika und dem in dieser Arbeit
verwendeten BSA in Losung kann somit nicht ausgeschlossen werden. Das Ziel dieser Arbeit
aber lag auf der Methodenentwicklung zur Quantifizierung der adsorbierten Proteinmenge. Aus
diesem Grund wurde ein zusétzlicher Effekt, der durch unterschiedliche Adsorptionsneigung von

Monomeren und Aggregaten auftritt, vernachlassigt.

6.4 Zusammenfassung

Zur Ermittlung des Einflusses verschiedener Faktoren auf die adsorbierte BSA-Menge wurde die
statistische Versuchsplanung angewandt. Um auch einen méglichen nichtlinearen Zusammenhang

zu erfassen, wurde ein zentral zusammengesetzter Versuchsplan gewéhlt.

Untersucht wurde der Einfluss der BSA-Ausgangskonzentration, der lonenstérke des Puffers,
der Inkubationstemperatur und der Inkubationsdauer auf die adsorbierte BSA-Menge. Neben
diesen numerischen Faktoren wurde zuséatzlich die Vialart als qualitativer Faktor untersucht.
Glasart I-, Glasart I TopLyo®- und CZ®-Vials kamen hierbei zum Einsatz, um sowohl hydrophile
als auch hydrophobe Oberflichen miteinzubeziehen. Der pH-Wert der untersuchten Losungen

wurde in allen Féllen auf den isoelektrischen Punkt von BSA eingestellt, da bei diesem pH-Wert
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im gewéhlten BSA-Konzentrationsbereich (500,0 - 2500,0 pg/ml) eine messbare Proteinmenge

auf den verschiedenen Primérpackmitteln sichergestellt werden konnte.

Als Zielgrofen wurde die adsorbierte BSA-Menge definiert, die jeweils mittels Micro BCA-Assay
und SE-HPLC ermittelt wurde. Der Versuchsraum, innerhalb dessen das mathematische Modell
gilt, wird durch die - 1 und + 1 Stufe eingegrenzt. Die +a-Einstellungen dienten der Absicherung

des mathematischen Modells.

Durch die Regressionsgleichung war eine Zunahme der adsorbierten Proteinmenge innerhalb des
Versuchsraumes von 1000,0 bis 2000,0 pg/ml erkennbar. Eine Séttigung der Oberflache scheint
aber noch nicht erreicht, da steigende Ausgangskonzentrationen in einer erhohten adsorbierten
BSA-Menge resultierten. Bei Annahme einer side-on Adsorption kann maximal 3,6 mg/m?, bei
einer end-on Adsorption maximal 9,0 mg/m? Albumin auf die Oberfliche adsorbieren. Die erhal-
tenen Ergebnisse der SE-HPLC legen eine Mischung aus beiden Orientierungen nahe. Die durch
den Micro BCA-Assay ermittelten Werte liegen meist oberhalb von 9,0 mg/m?2. Mogliche Griinde

hierfiir wurden bereits in Kapitel 4.5 erlautert.

Eine steigende Ionenstérke hingegen fiihrt innerhalb des Versuchsraumes (30 - 70 mM) zu ver-
minderter Proteinadsorption. Dieser Effekt war auf den verschiedenen Vialarten unterschiedlich
stark ausgepragt, was der signifikanten Wechselwirkung zwischen der Ionenstérke und der Vialart
entnommen werden konnte. Bei einem pH-Wert von 4,98 erfahrt die elektrostatische Anziehung
zwischen positiv geladenen Bereichen des Proteins und der negativ geladenen Glasart I Ober-
flache bei steigender Ionenstirke eine Abschwichung. Dies erklart aber nicht die Abnahme der
adsorbierten BSA-Menge auf die beiden ungeladenen Vialarten (Glasart I TopLyo®- und CZ®-
Vials). Das hydrophile BSA wird durch steigende Natrium- und Acetationenkonzentration besser
stabilisiert, wodurch hydrophobe Bereiche schlechter nach aufsen gekehrt werden kénnen. Somit
werden die hydrophoben Wechselwirkungen, eine Haupttriebkraft auf hydrophoben Oberflachen,
vermindert. Dies resultiert auf Glasart I TopLyo®- und CZ®-Vials in einer abnehmenden ad-
sorbierten BSA-Menge bei steigender Ionenstéirke. Der Einfluss der Abschwéchung der elektro-
statischen Anziehungskréfte scheint jedoch geringer zu sein, was in einer geringeren Abnahme

der adsorbierten BSA-Menge bei steigender lonenstérke auf Glasart I Vials resultiert.

Die Inkubationstemperatur zeigte im untersuchten Temperaturbereich weder beim Micro BCA-
Assay noch bei der SE-HPLC einen signifikanten Einfluss auf die adsorbierte BSA-Menge. Jedoch
war sie im Falle der SE-HPLC in eine signifikante Wechselwirkung mit der Ionenstéarke involviert.
Diese WW scheint sich méglicherweise aus der Statistik zu ergeben und keine naturwissenschaft-

liche Begriindung zu haben. Daher wurde diese WW nicht weiter betrachtet.

Mithilfe der SE-HPLC konnten aufgrund eines geringeren Variationskoeffizienten mehr signifikan-
te Einflussfaktoren identifiziert werden. Denn Effekte werden nur dann als solche erkannt, wenn
sie grofser als die Standardabweichung sind. Daher wurde mittels SE-HPLC auch eine Zunahme
der adsorbierten BSA-Menge bei ldngerer Inkubationsdauer als signifikant identifiziert. Jedoch
zeigte sich in einem aufbauenden Versuch, dass bereits nach 5 Minuten Inkubation anndhernd

soviel BSA wie nach 6 Stunden auf Glasart I Vials adsorbierte. Dies zeigte erneut, dass es sich
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bei der Proteinadsorption um einen schnellen Vorgang handelt. Eine weitere stetige Zunahme

iiber 18,06 Stunden hinaus ist somit nicht zu erwarten.

Den grofsten Einfluss auf die Proteinadsorption zeigte sowohl beim Micro BCA-Assay als auch bei
der SE-HPLC die Vialart. Auf Glasart I Vials adsorbierte mehr BSA als auf Glasart I TopLyo®-
und CZ®-Vials. Bei einem pH-Wert von 4,98 liegt die Glasart I Oberfliche negativ geladen vor,
wodurch es zur elektrostatischen Anziehung mit positiv geladenen Bereichen von BSA kommt.
Auf den nahezu ungeladenen Glasart I TopLyo®- und CZ®-Vials hingegen fiihren vor allem
hydrophobe Wechselwirkungen zur Adsorption auf die Primarpackmitteloberflichen. Van der
Waalsche Krifte stellen vermutlich auf allen untersuchten Primé&rpackmitteln eine zusétzliche
Triebkraft dar. Die elektrostatische Anziehung veranlasst wahrscheinlich eine stidrkere BSA-
Adsorption auf Oberfldchen als es durch hydrophobe Wechselwirkungen mdéglich ist. Daher sollte

stets beachtet werden, ob es sich um eine geladene oder ungeladene Oberfliche handelt.

Es zeigte sich eine leicht verstirkte BSA-Adsorption auf CZ® Vials im Vergleich zu Glas-
art 1 TopLyo® Vials, die durch die hohere Hydrophobizitdt von CZ® Vials und die damit

verbundenen verstarkten hydrophoben Wechselwirkungen begriindet sind.

6.5 Gerate und Materialien

Geriite

Analysenwaage Analysenwaage Genius, Sartorius AG

Horizontalschiittler WT 12, Biometra GmbH

HPLC 1200 Series, Agilent Technologies

Binadre Pumpe 1200 Series G1312A, Agilent Technologies

FLD-Detektor 1200 Series G1321A, Agilent Technologies

Probengeber 1200 Series G1329A, Agilent Technologies

Software Chemstation, Version B.02.01-SR2

Thermostat 1200 Series G1316A, Agilent Technologies

HPLC-Siule TSKgel G3000PWXL, 7,8 mm x 30,0 cm,
Tosoh Bioscience

Klimakammer KBF 720, Binder GmbH

Millipore Anlage Milli—Q®—Advantage A10®, Merck Millipore

pH-Meter Professional Meter PP-15, Sartorius AG

Trockenschrank UT6060, Heraecus GmbH

UV /Vis-Spektrometer BioTek Instruments, Uvikon XL

Design Expert Stat-Fase, Inc.

Version 8.0.7.1
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Materialien

Bordelkappen

Bovines Serum Albumin

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Micro BCA Protein Assay Kit
Natriumacetat-Trihydrat
Natriumdodecylsulfat Losung (SDS)
20% in Wasser

Omniflex 3G Stopfen

Vials aus COP (CZ®), 10 ml

Vials Glasart Typ I, 10 ml
Vials Glasart Typ I TopLyo®, 10 ml
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West Pharmaceutical Services GmbH & Co. KG,

Eschweiler

5920-3457

Sigma Aldrich, Steinheim

A3059

GIBCO, Invitrogen Corporation, Karlsruhe
21600-010

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
23235

Sigma Aldrich, Steinheim

S8625

Fluka Analytical, Buchs

05030

Helvoet Pharma, Ittersbach

V9396

Daikyo Seiko Ltd., Tokyo

Schott AG, Mainz

Schott AG, Mainz



7 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

7 Zusammenfassung und Ausblick

Proteintherapeutika werden héufig in lyophilisierter Form gelagert, um die Stabilitit tiber eine
langere Dauer zu gewahrleisten. Vor Applikation in den Patienten wird durch Rekonstitution die
fertige Proteinlosung erhalten. Durch Adsorption des Proteins an das Primérpackmittel kann es
zu einem Konzentrationsverlust in Losung kommen. Dies stellt sowohl fiir den Therapieerfolg als
auch fiir die pharmazeutische Industrie ein Problem dar. In der Literatur wurde bereits die Ad-
sorption verschiedener therapeutischer Proteine an verschiedene Priméarpackmittel beschrieben.
Dabei konnten zum einen Einfliisse verschiedener Primérpackmitteloberflichen sowie variieren-
der Formulierungsparameter auf die adsorbierte Proteinmenge aufgezeigt werden. Zum anderen
wich die adsorbierte Menge unterschiedlicher Proteine aufgrund der komplexen Proteinstruktur
auch unter gleichen Bedingungen voneinander ab, was eine Vorhersage zur adsorbierten Prote-
inmenge somit unmdoglich macht. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit unter Einsatz des
Modellproteins BSA drei analytische Methoden entwickelt, um die adsorbierte Proteinmenge an

verschiedenen Primérpackmitteln zu quantifizieren.

Mittels Coomassieblau konnte die adsorbierte BSA-Schicht angefarbt werden und somit die
adsorbierte Menge visuell verglichen werden. Dabei konnten aber nur deutliche Proteinmengen-
unterschiede visuell erkannt werden. Eine Quantifizierung war erst nach Ablésen der gebunde-
nen, angefarbten BSA-Schicht durch eine 1%ige Ammoniaklosung und darauffolgende UV /Vis-
spektroskopische Messung moglich. Es zeigte sich jedoch, dass die erhaltenen Kalibriergeraden
sowohl von dem untersuchten Priméarpackmittel als auch vom pH-Wert der inkubierten Losung
abhéngig waren. Da somit filir jeden variierenden Formulierungsparameter sowie fiir unterschied-
liche Primérpackmittel stets neue Kalibriergeraden aufgestellt werden miissten, wurde dieser
Ansatz aufgrund des hohen Arbeitsaufwandes nicht weiterverfolgt.

Der Micro BCA-Assay stellte eine weitere Moglichkeit dar, gebundenes BSA mittels kolorime-
trischer Messung zu quantifizieren. Dabei erfolgte die Reaktion des gebundenen Proteins direkt
mit dem Micro BCA-Farbreagenz in Losung.

Auch die SE-HPLC wurde genutzt, um die adsorbierte BSA-Menge an verschiedene Primér-
packmittel zu bestimmen. Nach Ablosen der adsorbierten Schicht mittels 0,05%iger SDS-Losung

wurde die zuvor adsorbierte BSA-Menge durch Fluoreszenzdetektion ermittelt.

Bei Vergleich der durch den Micro BCA-Assay und die SE-HPLC ermittelten Adsorptionsmen-
gen, bestimmte der Micro BCA-Assay unter gleichen Bedingungen stets hohere Mengen an ad-
sorbiertem BSA. Zur Kalibrierung des Micro BCA-Assays wurde BSA in Losung eingesetzt.
Durch strukturelle Anderungen des gebundenen BSA kann es zu einer veridnderten Erreichbar-
keit der fiir die Farbreaktion verantwortlichen Bereiche kommen, wodurch die Proben durch die
Kalibriergerade falsch bestimmt werden. Die abweichenden Messergebnisse konnen aber auch
deswegen erhalten werden, da moglicherweise kein vollstdndiges Ablésen der gebundenen BSA-
Schicht durch SDS erreicht werden kann.

Die Validierung des Micro BCA-Assays sowie der SE-HPLC Methode zeigte, dass diese beiden

Methoden prézise und richtige Ergebnisse im untersuchten Bereich lieferten, um die adsorbierte
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BSA-Menge zu ermitteln. Der Zusammenhang zwischen Probenkonzentration und Messergebnis
konnte fiir den Micro BCA-Assay zwischen 1,25 und 8,0 pg/ml und fiir die SE-HPLC zwischen

0,25 und 5,0 pg/ml durch eine lineare Annaherung beschrieben werden.

Die statistische Versuchsplanung stellt durch gleichzeitige Variation verschiedener Faktoren ei-
ne schnelle und effiziente Methode dar, um beispielsweise den Einfluss der Faktoren auf die
adsorbierte BSA-Menge zu untersuchen. Aufserdem ist es mittels statistischer Versuchsplanung
moglich, Aussagen iiber Wechselwirkungen von Faktoren zu machen. Dies ist ein weiterer Vorteil
gegeniiber dem klassischen Versuchsaufbau, bei dem nur ein Faktor pro Versuch variiert wird.
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit ein zentral zusammengesetzter Versuchs-
plan genutzt, um signifikante Faktoren und Wechselwirkungen auf die adsorbierte BSA-Menge zu
identifizieren. Zudem konnte in diesem Rahmen die Anwendbarkeit der entwickelten Methoden

bestétigt werden.

Es wurde der Einfluss der BSA-Ausgangskonzentration, der Ionenstédrke des Puffers, der Inku-
bationstemperatur sowie der Inkubationsdauer auf die adsorbierte BSA-Menge analysiert. Als
qualitativer Faktor wurde zudem die Vialart untersucht, wobei unterschiedlich beschaffene Pri-
méarpackmittel zum Einsatz kamen. Als Zielgrofe diente die adsorbierte BSA-Menge, die sowohl
mittels Micro BCA-Assay als auch mittels SE-HPLC quantifiziert wurde. Der pH-Wert wurde
fiir alle Versuche auf den isoelektrischen Punkt von BSA (pH 4,98) eingestellt, um eine durch

beide Methoden messbare, adsorbierte BSA-Menge sicherzustellen.

Mithilfe der statistischen Analyse konnten sowohl mittels Micro BCA-Assay als auch mittels SE-
HPLC die Faktoren BSA-Ausgangskonzentration, lonenstérke des Puffers sowie die Vialart als
wichtige Einflussgrofen auf die adsorbierte BSA-Menge identifiziert werden. Die Vialart zeigte
dabei den groften Einfluss auf die adsorbierte BSA-Menge. Zusétzlich zeigte sich eine Wechsel-
wirkung zwischen der Ionenstidrke und der Vialart. Diese Einfllisse kdnnen unter anderem mit
der Anwesenheit von hydrophoben Wechselwirkungen, van der Waalschen Kréften oder elektro-

statischen Anziehungskraften zwischen Protein und Oberfliche erklért werden.

Aufgrund des geringeren V. der SE-HPLC ermdoglichte diese Methode im Vergleich zum Micro
BCA-Assay eine sensitivere Identifikation von Einflussfaktoren auf die Proteinadsorption. So-
mit konnte auch ein Einfluss der Inkubationsdauer als auch eine Wechselwirkung zwischen der

Ionenstérke und der Inkubationstemperatur auf die adsorbierte BSA-Menge identifiziert werden.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit Methoden, um die Proteinadsorption an Primérpackmittel
schnell und kosteneffizient zu untersuchen. Dariiber hinaus stellt die statistische Versuchsplanung
einen effektiven Ansatz zur Identifizierung eventueller Einflussfaktoren auf die Proteinadsorption

dar.

Im Falle des Modellproteins BSA adsorbieren nur einige mg BSA /m? an die Primérpackmittelo-
berflache, jedoch kann diese geringe Abnahme bei hochpotenten therapeutischen Proteinen oder
Antikorpern bereits zur Beeintrachtigung der Therapie filhren. Eine Vorhersage der adsorbierten
Proteinmenge an Primérpackmittel ist aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften von Protein

und Oberflache bzw. der vielfaltigen Triebkrafte nicht mdglich. Die Untersuchung neuer Protein-
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formulierungen hinsichtlich ihrer adsorbierten Proteinmenge an verschiedene Priméarpackmittel
sollte daher bereits in die Formulierungsentwicklung integriert werden. Somit kann schon in einer
frithen Entwicklungsphase ausgeschlossen werden, dass es zu einem Verlust der Proteinkonzen-
tration durch das verwendete Primérpackmittel kommt. Verminderte Therapiesicherheit fiir den

Patienten als auch steigende Herstellungskosten kénnen somit vermieden werden.

Zusatzlich konnen die in dieser Arbeit entwickelten Methoden genutzt werden, um durch weitere
Untersuchungen den bisher nicht vollstéandig aufgeklarten Mechanismus der Proteinadsorption
an Oberflachen weiter zu erforschen.

Da die rekonstituierte Losung nicht nur mit der Primérpackmittelinnenwand in Kontakt kommt,
sollten in aufbauenden Arbeiten zudem die Adsorptionsneigung an Stopfenmaterialien oder Ma-

terialien, die Teil des Applikationssystems sind, untersucht werden.
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8 Summary and Outlook

Protein therapeutics are often stored as lyophilisate to guarantee the stability over a longer
period. To obtain the solution applicable into the patient, the lyophilisate has to be reconsituted.
Protein adsorption to primary packaging can lead to a loss in protein concentration in solution.
The decreasing protein content is an issue for the therapy success as well as for the pharmaceutical
industry. The adsorption of various therapeutic proteins to different kinds of primary packaging
has already been described in literature. On the one hand the influence of various primary
packaging surfaces as well as of different formulation parameters on the adsorbed protein amount
was shown. On the other hand different adsorbed amounts for different proteins under equal
conditions were observed. Therefore, a prediction of the adsorbed amount could not be made.
Using the model protein BSA, in the presented work three analytical methods were developed

to quantify the adsorbed protein amount to different primary packaging.

A visual comparison of the adsorbed amount could be made after coloring the adsorbed BSA layer
with Commasieblue. However, only clearly varying protein amounts could be distinguished. In
contrast, quantification could be achieved after detachment of the adsorbed and colored BSA
layer with a 1% ammonia solution and measurement of this solution in a UV-/Vis-spectrometer.
Thereby it became clear that the calibration curves not only depended on the used primary
packaging but also on the pH value of the incubated solution. For this reason, a new calibration
curve would be necessary for every varying primary packaging or for every differing formulation
parameters. Due to the high effort, alternative methodical approaches were considered.

The Micro BCA Assay presented another colorimetric method to quantify the adsorbed BSA
amount. The bound BSA reacted directly with the BCA color reagent in solution.

As well, the SE-HPLC was used to determine the adsorbed BSA amount to different primary
packaging containers. Following the detachment of the bound layer using 0,05% SDS solution,

the adsorbed amount was quantified via fluorescence detection.

Comparing the determined BSA values using the Micro BCA Assay or the SE-HPLC, the Micro
BCA Assay always revealed higher protein concentrations for the adsorbed BSA amount under
the same conditions. For the calibration of the Micro BCA Assay, BSA was used in solution. Due
to structural changes of BSA, parts of the protein, which are responsible for the color reaction,
could have a different accessibility. Therefore, the determination of the adsorbed amount for the
samples is inaccurate. Another reason for the varying results could be that SDS is not able to

completely displace the bound BSA layer.
As the validation showed, the Micro BCA Assay as well as the SE-HPLC provided precise and

accurate results to quantify the adsorbed BSA amount in the studied range. The correlation
between sample concentration and measurement could be described by a linear approximation,
for the Micro BCA Assay in the range 1,25 pg/ml to 8,0 ng/ml and for the SE-HPLC between
0,25 pg/ml and 5,0 pg/ml.

Owing to the simultaneous variation of different factors, the statistical tool “design of experi-

ments“ represents a fast and efficient approach to analyse for example the influence of factors on
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the adsorbed amount of BSA. Moreover, the statistical experimental design can identify interac-
tions of factors. This is another advantage compared to the conventional experimental planning,
where only one factor is varied at a time. Thus, in the presented work a central composite design
was used to identify significant factors and interactions on the adsorbed BSA amount. Further-
more, using the statistical design of experiments, the practicability of the developed methods

could be confirmed.

The effects of the BSA initial concentration, the ionic strength of the buffer, the incubation
temperature as well as the incubation time on the adsorbed BSA amount were analysed. The
vial type served as a qualitative factor, whereas different constituted primary packaging were
used. The adsorbed BSA amount, measured by the Micro BCA Assay as well as the SE-HPLC,
was applied as target value. In all experiments the pH value was adjusted to the isoelectric point

of BSA (pH 4,98) to guarantee measureable adsorbed amounts for both methods.

By the use of statistical experimental design, the Micro BCA Assay as well as the SE-HPLC
could identify the significant influence of the initial BSA concentration, the ionic strength of the
buffer and the vial type on the adsorbed BSA amount. The vial type had the biggest impact on
the adsorbed value. In addition, an interaction between the ionic strength and the vial type was
detected. Amongst others, the presence of hydrophobic interactions, van der Waals forces and

electrostatical interaction could explain the mentioned influences.

Showing a smaller coefficient of variation, the SE-HPLC compared to the Micro BCA Assay iden-
tified more significant effects on the adsorbed BSA amount. Thus, an influence of the incubation
time as well as an interaction between the ionic strength and the incubation temperature could
also be identified.

Summing up, this work presents methods for the fast and cost-effective determination of the
protein adsorption to primary packaging. Moreover, the “design of experiments” is an effective

approach to identify potential influence factors on the protein adsorption.

In the case of the model protein BSA, only a few mg BSA /m? adsorbed on the primary packaging,
but this small loss can already affect the therapy with high potential proteins or antibodies. Due
to the different properties of the protein and the surface as well due to the manifold driving
forces, a prediction of the adsorbed protein amount on to primary packaging could not be made.
Therefore, the analysis of new protein formulations, regarding the adsorbed protein amount to
primary packaging, should already be integrated into the formulation development. Thus, the
loss of protein concentration caused by the primary packaging could be eliminated in an early
stage of the development. Reduced safety for the patient as well as increasing manufacturing

costs could be avoided.

Additionally, the presented methods can be used to further elucidate the mechanism of the
protein adsorption to surfaces, which is not completely understood yet.

Further work should also include the investigation of the protein adsorption to stoppers as well
as to all different kinds of the device, because the reconstituted solution not only contacts the

primary packaging surface.
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A Anhang

Tabelle A.1: Ubersicht iiber die eingestellten Faktoren und die erhaltenen Ergebnisse der 84 durchgefiihrten Versuche

BSA- Micro BCA  Micro BCA

Ausgangs- Tonen- Inkubations- Inkubations- Assay Assay SE-HPLC SE-HPLC
Lauf- konzentration stdrke temperatur  dauer BSA-Menge Vi BSA-Menge Vy
nummer [pg/ml| [mM]  [°C] [Std] Vialart [mg/m?] [%] [mg/m?| %]
1 2000,0 70 12 18,06 Cz® 10,2 8,7 5,0 7,6
2 1500,0 50 20 12,13 Glasart 1 16,4 3,3 9,3 15,1
3 1500,0 50 20 12,13 Glasart I TopLyo® 7.9 13,3 3,6 6,6
4 1500,0 90 20 12,13 Glasart I TopLyo® 8,0 7,2 4.4 22,0
5 2000,0 30 28 6,19 Glasart I TopLyo® 11,4 18,4 47 21,0
6 1000,0 70 28 6,19 Glasart I TopLyo® 8.6 28,0 3,4 5,7
7 1500,0 50 20 12,13 Cz® 9,4 1,2 5,4 15,7
8 1500,0 10 20 12,13 Cz® 12,3 4,0 6,6 3,2
9 500,0 50 20 12,13 Glasart I TopLyo® 8,0 13,3 3,1 9,2
10 1000,0 30 12 6,19 Glasart I TopLyo® 9,2 4.5 4,2 11,2
11 2000,0 70 12 6,19 Glasart I TopLyo® 10,8 17,1 4.5 12,8
12 2000,0 30 12 6,19 Cz® 11,5 4.5 5,2 3,1
13 1500,0 50 20 12,13 Cz® 9,5 4,5 5,0 4.5
14 1500,0 50 20 12,13 Glasart I TopLyo® 9.6 6,7 3,6 6,2
15 2500,0 50 20 12,13 Glasart T TopLyo® 9.8 20,8 3,9 12,0
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Tabelle A.1: Ubersicht iiber die eingestellten Faktoren und die erhaltenen Ergebnisse der 84 durchgefiihrten Versuche

BSA- Micro BCA  Micro BCA
Ausgangs- Ionen- Inkubations- Inkubations- Assay Assay SE-HPLC SE-HPLC
Lauf- konzentration stédrke temperatur  dauer BSA-Menge Vi BSA-Menge Vi
nummer [pg/ml] [mM]  [°C] [Std] Vialart [mg/m?] [%] [mg/m?| %]
16 2000,0 70 28 18,06 Cz® 10,8 11,9 3,8 3,1
17 1000,0 70 28 18,06 Glasart I TopLyo® 6,7 1,6 3,2 3,2
18 1500,0 50 20 12,13 Glasart [ 19,5 19,4 7,4 11,3
19 1500,0 50 20 0,25 Glasart I TopLyo® 82 2,6 4.0 8,1
20 1500,0 50 20 0,25 Glasart I 14,3 6,1 5,9 7,1
21 1500,0 50 20 0,25 Cz® 10,6 9,8 4,6 2,6
22 1500,0 50 36 12,13 Glasart I TopLyo® 8.1 1,3 3,4 6,6
23 1500,0 50 36 12,13 Glasart 1 23,0 15,2 7,6 7,9
24 1500,0 50 36 12,13 Cz® 10,4 19,0 4,3 2,4
25 1000,0 70 12 18,06 Glasart I TopLyo® 82 4.5 4,2 3,8
26 2000,0 30 12 18,06 Glasart 1 TopLyo® 10,2 6,1 5,1 5,4
27 2000,0 70 12 18,06 Glasart I 21,0 6,6 7,7 1,5
28 1000,0 70 12 6,19 Cz® 9,1 4,8 4,1 3,5
29 1000,0 30 12 6,19 Glasart 1 20,0 5,5 6,9 1,9
30 2000,0 70 12 6,19 Glasart [ 21,2 1,2 7.5 2,2
31 2000,0 70 28 6,19 Cz® 10,5 4.6 4,8 10,7
32 1500,0 50 20 24 Glasart I 21,0 13,0 8,7 6,7
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Tabelle A.1: Ubersicht iiber die eingestellten Faktoren und die erhaltenen Ergebnisse der 84 durchgefiihrten Versuche

BSA- Micro BCA  Micro BCA
Ausgangs- Ionen- Inkubations- Inkubations- Assay Assay SE-HPLC SE-HPLC
Lauf- konzentration stédrke temperatur  dauer BSA-Menge Vi BSA-Menge Vi
nummer [pg/ml] [mM]  [°C] [Std] Vialart [mg/m?] [%] [mg/m?| %]
33 1500,0 50 20 24 Cz® 12,5 2,7 5,5 4,0
34 1500,0 50 20 24 Glasart I TopLyo® 10,3 5,1 3,9 0,5
35 2000,0 30 28 18,06 Glasart I TopLyo® 11,6 9,7 4.8 7,6
36 1000,0 70 28 18,06 Glasart I 21,3 6,4 7,3 5,1
37 1500,0 50 20 12,13 CzZ® 10,0 2,7 5,4 1,1
38 1500,0 10 20 12,13 Glasart 1 TopLyo® 11,7 3,8 5,7 5,8
39 1000,0 30 28 18,06 Glasart I TopLyo® 11,4 1,6 4.7 4.5
40 2000,0 30 28 18,06 Glasart 1 21,1 6,7 9,2 7,3
41 2000,0 70 28 18,06 Glasart 1 18,0 12,3 9,0 13,0
42 1000,0 70 12 6,19 Glasart I 14,3 6,7 6,7 22,8
43 2000,0 30 12 6,19 Glasart 1 TopLyo® 10,0 3,8 4,0 6,3
44 2000,0 30 12 6,19 Glasart I 16,3 3,6 6,8 4,6
45 2000,0 70 28 6,19 Glasart I TopLyo® 6.8 9,1 2,5 1,8
46 1000,0 30 28 6,19 Glasart I TopLyo® 9.3 4.8 3,7 0,8
47 1000,0 70 28 6,19 Cz® 9,4 4.4 3,5 1,6
48 1500,0 50 20 12,13 Glasart I TopLyo® 8,0 3,5 4.0 3,1
49 1500,0 50 20 12,13 Glasart I 16,3 6,6 7,6 3,4
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Tabelle A.1: Ubersicht iiber die eingestellten Faktoren und die erhaltenen Ergebnisse der 84 durchgefiihrten Versuche

BSA- Micro BCA  Micro BCA
Ausgangs- Ionen- Inkubations- Inkubations- Assay Assay SE-HPLC SE-HPLC
Lauf- konzentration stédrke temperatur  dauer BSA-Menge Vi BSA-Menge Vi
nummer [pg/ml] [mM]  [°C] [Std] Vialart [mg/m?] [%] [mg/m?| %]
50 500,0 50 20 12,13 Glasart 1 15,5 3.4 6,8 7,9
51 2000,0 30 28 6,19 Cz® 10,0 0,0 5,3 6,3
52 1000,0 30 28 6,19 Glasart [ 16,3 4,2 7.8 21,4
53 1000,0 70 28 6,19 Glasart I 14,6 0,8 6,3 3,3
54 2000,0 70 12 18,06 Glasart I TopLyo® 7.4 1,5 3,6 2.6
55 2000,0 30 12 18,06 Cz® 11,1 2,2 5,2 2,9
56 1000,0 70 12 18,06 Cz® 8,6 2,8 3,8 4,6
57 1500,0 50 4 12,13 Glasart I TopLyo® 82 3.4 3,9 4,0
58 1500,0 50 4 12,13 Glasart [ 14,3 7,8 7,1 9,6
59 1500,0 50 4 12,13 CzZ® 10,0 4,2 4,6 6,0
60 1000,0 30 12 18,06 Glasart 1 TopLyo® 8,3 2,3 4,2 2,4
61 1000,0 30 12 18,06 Glasart I 16,5 7,5 6,8 0,8
62 1000,0 70 12 18,06 Glasart 1 14,0 3.4 6,3 2,7
63 1000,0 70 28 18,06 Cz® 7,5 4,3 4,1 4,7
64 2000,0 30 28 18,06 CzZ® 10,7 3,0 5,9 6,4
65 1000,0 70 12 6,19 Glasart I TopLyo® 7.5 4.9 2,8 9,8
66 2000,0 70 12 6,19 Cz® 8,5 7,1 3,8 5,7
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Tabelle A.1: Ubersicht iiber die eingestellten Faktoren und die erhaltenen Ergebnisse der 84 durchgefiihrten Versuche

BSA- Micro BCA  Micro BCA
Ausgangs- Ionen- Inkubations- Inkubations- Assay Assay SE-HPLC SE-HPLC
Lauf- konzentration stédrke temperatur  dauer BSA-Menge Vi BSA-Menge Vi
nummer [pg/ml] [mM]  [°C] [Std] Vialart [mg/m?] [%] [mg/m?| %]
67 1000,0 30 12 6,19 Cz® 8,9 4,5 3,8 6,5
68 2500,0 50 20 12,13 Glasart I 15,3 4,8 7,6 5,6
69 1500,0 50 20 12,13 Glasart I TopLyo® 7.6 1,5 3,6 1,5
70 1500,0 50 20 12,13 CzZ® 8,8 2,8 5,4 3.4
71 500,0 50 20 12,13 Cz® 7,2 3,2 4,7 6,4
72 2500,0 50 20 12,13 Cz® 9,6 0,0 5,3 1,4
73 2000,0 30 28 6,19 Glasart I 18,1 3,1 7,0 4,2
74 2000,0 70 28 6,19 Glasart I 15,5 1,4 6,1 5,5
75 1000,0 30 28 6,19 Cz® 10,1 0,0 5,1 3,5
76 2000,0 30 12 18,06 Glasart I 16,5 5,8 7,0 0,8
77 1000,0 30 12 18,06 cz® 10,1 2.1 4,7 1,8
78 2000,0 70 28 18,06 Glasart I TopLyo® 6.9 5,3 2,9 7,8
79 1000,0 30 28 18,06 Cz® 11,5 4,5 4,8 5,8
80 1000,0 30 28 18,06 Glasart I 16,9 1,9 6,7 5,2
81 1500,0 50 20 12,13 Glasart [ 18,4 6,4 7,9 6,3
82 1500,0 10 20 12,13 Glasart I 21,0 8,3 8,8 6,7
83 1500,0 90 20 12,13 Glasart I 18,0 5,5 7,0 2,8

ONVHNYV V



Tabelle A.1: Ubersicht iiber die eingestellten Faktoren und die erhaltenen Ergebnisse der 84 durchgefiihrten Versuche

BSA- Micro BCA  Micro BCA

Ausgangs- Ionen- Inkubations- Inkubations- Assay Assay SE-HPLC SE-HPLC
Lauf- konzentration stédrke temperatur  dauer BSA-Menge Vi BSA-Menge Vi
nummer [pg/ml] [mM]  [°C] [Std] Vialart [mg/m?] [%] [mg/m?| %]
84 1500,0 90 20 12,13 Cz® 9,1 4,9 3,9 1,1
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